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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 1(3), 289-295 (1982) 

SYNTHESE D 'OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDES 
SlJR SUPPORT DE GEL DE SILICE PAR LA METHODE AU PHOSPHOTRIESTER 

J. Ben Hattar, B. Rayner et J.-L. Imbach' 

Laboratoire de Chimie Bio-Organique, ERA no 948 du CNRS 
Universitc des Sciences et Techniques du Languedoc, 

Place EugSne-Bataillon, 
34060 Montpellier Cedex, France. 

Abstract : A method of oligonucleotide synthesis was developped on a 
silica gel support by the phosphotriester approach. Using this method, 

the nonanucleoside octaphosphate dT(pT) was synthetized in 28 Z yield. 8 

1 Diffhrents types de supports organiques insolubles (polystyrsne , 
polyacrylmorpholide2' 3 ,  polydim6thylacrylamide4 ", cellulose 6 ) ont 6t6 

utilis6s avec succss pour la synthsse en phase solide, par la m6thode 
au phosphotriester,d101igod6soxyribonuclCotides. Dans tous ces cas, il 

s'agit de supports non rigides qui subissent les effets de gonflement 
dGs aux solvants utilishs et qui n6cessitent donc entre chaque &tape 

des lavages rhp6t6s. La recherche d'une plus grande efficacit6 lors de 
ces synthsses oligonucl6otidiques tend vers l'utilisation de supports 

inertes pouvant Ztre introduits dans une colonne B travers laquelle les 

solvants et rsactifs sont percolhs. Au cours de ces dernisres annges, 
la silice poreuse s'est r6vElhe Stre efficace come support rigide dans 

l'assemblage d'oligonuclCotides par la m6thode au phosphite'-'. TrSs 
rscemment, l'utilisation d'un nouveau support composite, constitu6 

d'une rhsine polydim6thylacrylamide f ix6e dans les pores d'une matrice 
rigide de kieselguhr macroporeux, a ht6 proposhe1° pour la synthsse 

d1oligodhsoxyribonucl6otides, via des interm6diaires phosphotries ters . 
289 
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290 HATTAR, RAYNER, ET IMBACH 

Jusqu ' s  maintenant,  l ' u t i l i s a t i o n  de  s i l i c e  poreuse c o m e  suppor t  pour 

l a  synthsse  d ' o l igonuc lEo t ides  p a r  l a  mEthode au  p h o s p h o t r i e s t e r  n ' a  
I I  jamais E t E  rapportEe . 

Nous avons s6 lec t ionnE c o m e  m a t r i c e  l a  F r a c t o s i l  500 (Merck, tail- 

l e  des p a r t i c u l e s  : 0,063-0,125 mm, diamPtre moyen des  pores  : 4 3  nm, 

su r face  35 21 62 m g-I) .  La f o n c t i o n n a l i s a t i o n  de  l a  ma t r i ce  a E t E  e f -  

fectuEe s e l o n  une mEthode dEj3 d E c r i t e  dans l a  1 i t t E r a t ~ r e " ~ .  La ca- 

pac i tE  de I ,  b a s k s u r  l e  dosage spectrophotomEtrique du c a t i o n  dimltho- 

x y t r i t y l e  l i bEr6  par t r a i t e m e n t  acide, est de 60pmoles g (des  suppor t s  

fonc t ionna l i s6s  avec dC, dA e t  dG o n t  6tB p r g p a r l s  avec une capac i tg  

sensiblement Egale) . 

2 

- 
- 1  

L e  suppor t  (202 mg, 12,11~moles) e s t  i n t r o d u i t  dans un r l a c t e u r  

Equip6 d'un i n j e c t e u r  B septum e t  de deux vannes.  Ce systsme p r6sen te  

une p e r t e  d e  charge neg l igeab le  l o r s  de l a  p e r c o l a t i o n  des  d i f f l r e n t s  

s o l v a n t s  u t i l i s 6 s .  Ceux-ci son t  i n t r o d u i t s  dans l e  r g a c t e u r ,  SOUS p res -  

s i o n  d ' a z o t e  sec p a r  1 ' i n t e rmEdia i r e  d 'une  vanne r o t a t i v e  B s i x  v o i e s .  

Chaque cyc le  d ' 6 longa t ion  ( v o i r  Tableau I) de  l a  chaene o l i g o n u c l b o t i -  

dique comprend un t r a i t e m e n t  avec une s o l u t i o n  d a c i d e  t r i c h l o r o a c 6 t i -  

que B 10 X dans l e  dichloromEthane pour en leve r  e groupement dimbtho- 

1 

CH3 
3 

b 

2 
6 :  Thy, N-benzoyl-6 Ad, N-berizoyl-4 Cy 

ou N-isobutyryl-2 Gu 

FIG. 1. 
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SYNTHESE D'OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDES 29 1 

TABLEAU I. Cycle de r6actions. 

Etape Solvant ou r6actif Temps d'agitation Nomb r e 
d' op6rations 

1 CH2C12 t m n  

2 CC13COOH 10 % 
dans CH2C12 

2 mn 

3 CH2C12 1 mn 

4 pyr idine I mn 

5 nuclgotide 3 (200pmoles) 120 mn 
et MSNT (600pmoles) dans 

pyridine (4 ml) 

6 pyridine 1 m n  

7 Ac20 30 % dans pyridine 30 mn 
8 pyridine 1 mn 

5 

2 

xytrityle, puis l'injection du mononucleotide approprig - 2 (Fig. 1)  et 
de l'agent de condensation : le m6sytylPnesulfonyl-1 nitro-3 triazo- 
le-1,2,4 (MSNT) 3 dans la pyridine. Enfin, un traitement avec une solu- 
tion d'anhydride acdtique dans la pyridine permet de bloquer les grou- 
pements hydroxyle-5' qui n'ont pas r6agi. Le rendement de chaque Etape 
est estimg par le dosage spectrophotom6trique des cations dimgthoxytri- 
tyle lib&& lors du traitement suivant par l'acide trichloroac6tique. 
Le rendement de la dernisre 6tape est estim6 par traitement acide d'une 

partie aliquote du support. Ces rgsultats sont rassembl6s dans le ta- 
bleau 11. 

Chaque cycle d'6longation dure trois heures et au terme du nombre re- 
quis de cycles, 1'oligonuclBotide est libBr6 du support et d6prot6g6 
partiellement par traitement avec une solution 0,32 M de nitro-4 
9-benzaldoximate de t6tram6thylguanidiniuml 3. L '01 igonucl6otide d6- 
sir6, portant encore 5 son extrCmit6 5' un groupement dimgthoxytrityle, 
est purifie par chromatographie liquide haute performance sur colonne 
de Partisil B C18 (Fig. 2A). Le pic correspondant 1 son glution est 
facilement reconnu de ceux des autres oligonucl6otides plus courts et 
entisrement d6prot6g6s car il est le plus retard6. Enfin, le compos6 
contenu dans la fraction recueillie est trait6 par un m6lange acide 
ac6tique-eau ( 4 / 1 )  et la puret6 de dT(Tp)8 est v6rifikppar chromatogra- 

- 
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292 HATTAR, RAYNER, ET IMBACH 

TABLEAU 11. SynthSse d e  dT(Tp)8 

Longueur de  l ' o l i -  (MeO) TrOH Quant i t6  Rendement Rendement 

(pmoles) par  Etape(%) g l o b a l ( % )  gonucl6otide l i E  (A504)  

600 

474 

456 

403  

35 6 

34 1 

30 6 

284 

795 

5 , 9 2  

597 

5 , 0 4  

4 ,45  

4 , 2 6  

3 , 8 3  

3 , 5 5  

59 

79 

96 

88 

88 

96 

90 

92  

5 9  

47 

45  

39 

35 

33 

30 

28 

A 
DMTr.5' dT(pT)8 

FIG, 2, Analyre HPLC de M l a i i q e r  r e a c t i o n n e l s  ohtenur l o r s  de l a  p r e p a r a t i o n  de dT(p1)a . 
A :  p r o f 1 1  d ' C l u t i o n  HPLC du melange r e a t i o n n e l  b r u t  con tenan t  DtlTr-5' d l ( p l ) 8 ;  1 ' e l u t i o n  

e s t  e f f e c t u e e  selon un g r a d i e n t  l i n e a l r e  de 8 A 25% d ' a c e t o n i t r i l e  dans un tampon 0,lM 
d ' a c e t a t e  d'ammonium. B :  p r o f i l  d ' e l u t i o n  HPLC de l ' o l i p o n u c l h t i d e  dT(p1 )8  en t i e remen t  

depmtege e t  p u r i f i e ;  l'elution e s t  e f f e c t u e e  selon un a r a d i e n t  l i n e a i r e  de 2 a 12% 
d ' a c e t o n i t r i l e  dans un tampon 0,lM d ' a c e t a t e  d'ammonium. 

phie  l i q u i d e  haute  performance s u r  colonne VBondapack C 

A p r h  p u r i f i c a t i o n  de 15 % du p rodu i t ,  on a r e c u e i l l :  12A254 d'un com- 
posg pur 2 95  %. Sa s t r u c t u r e  a 6 t e  v g r i f i c e  a p r s s  marquage au 3 2 ~  e t  

analyse Electrophor6t ique des p r o d u i t s  de d i g e s t i o n  p a r t i e l l e  par  l a  

phosphodiestgrase de ven in  de c r o t a l e .  

(Fig.  2B). 18 
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SYNTHESE D'OLIGODESOXYRIBONUCLEOTIDES 293 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les solvants doivent Gtre purs et anhydres. La pyridine a 6t6 
distill6e sur CaH2 puis sur chlorure de p-tolusnesulfonyle et conser- 
vbe sur tamis mol6culaire 4A. Le dichlorom6thane a 6t6 distill6 sur 

P205. L'acide trichloroac6tique (Prolabo) a 6t6 utilisd sans purifica- 
tion prdalable. 

0 - 

La quantit6 de ~-dim6thoxytrityl-5' d6soxynuclCoside li6 de fagon 

covalente au gel de silice, aprh chaque cycle d'Elongation, a Bt6 d6- 
termin6e par mesure du cation dim6thoxytrityle lib6rB aprSs traitement 
d'acide. Les effluents provenant des 6tapes 2 et 3 (Tableau I) sont 
compl6t6s B 50 ml avec du dichloromEthane. On pr6lSve 2 ml de cette 
solution que l'on complste b 25 ml avec une solution d'acide trichloro- 
ac6tique b 10 % dans le dichlorom6thane. On mesure l'absorhance b 

504 nm de cette solution et la quantit6 de cation dim6thoxytrityle est 
d6termin6e en utilisant un coefficient d'extinction mol6culaire de 
80.000. 

Les analyses et purifications HPLC ont 6t6 effectuees 1 l'aide 

d'un appareillage Waters equip6 d'un ddtecteur B 254 nm, d'un program- 
mateur de gradient, d'un module de compression radiale RCM-100 et d'une 
colonne analytique Radial-PAK CI8 ou d'une colonne de Partisil B C 
(0 ,78 x 60 cm). L'ac6tonitrile constitue la phase organique et la 
phase aqueuse est un tampon d'ac6tate d'ammonium 0,lM (pH 5,9). Les 
d6riv6s d6soxynuclboside-N-protCg6 ~-chlorophdnylphosphates-3' - 2 (sous 
forme de sels de tri6thylammonium) ont 6t6 pr6par6s selon la m6thode 
d6crite par Reese et col. 

Isolation de dT(pT)8 
Une partie (47,2 mg) du gel de silice contenant le d6soxynuclGoti- 

de sous une forme entisrement prot6gbe est trait6e par 1 ml d'une solu- 
tion 0,32M de p-nitrobenzaldoximate de t6trambthylguanidinium dans un 
m6lange dioxanne-eau (1/1, v/v) B temp6rature ambiante pendant 48 hr. 
Le gel de silice est 6limin6 par filtration et lav6 avec un m6lange 
dioxanne-eau (1/1). Les fil trats sont rassembl6s et concentres sous 
pression r6duite. Le rCsidu est dissous dans de l'eau ( 1  ml) et la so- 

lution est neutralisge (pH-6,5) avec pr6caution par addition de HC1 0,IN 

18 

14 

Le - 0-dim6thoxytrityl-5' dT(pT)8 est is016 par HPLC sur colonne de 
Partisil B C18 (voir Fig. IA). L'6lution a lieu avec un gradient li- 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
0
:
3
9
 
2
7
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



294 HATTAR, RAYNER, ET IMBACH 

nda i r e  d ' a c d t o n i t r i l e  de 8 B 25 Z en 15 mn 

L a  f r a c t i o n  approprige est dessa lde  s u r  une colonne de Sephadex G25 e t  

es t  t r a i t 6 e  avec un m6lange acide acgtique-eau (411, v/v) 1 tempsrature 

ambiante pendant 15 mn. Cette s o l u t i o n  e s t  lavge avec du chloroforme 

pu i s  e s t  n e u t r a l i s g e  p a r  a d d i t i o n  d e  bicarbonate  de trigthylammonium 1M 

L'analyse HPLC du compos6 obtenu (Fig.  I B )  indique une pu re t6  spectro-  

photomdtrique de 95 %. 

b un d 6 b i t  de 10 ml.mn-I. 

Ca rac t z r i s a t ion  de dT(pT)8 

Une p a r t i e  du compos6 r e c u e i l l i  a 6 t 6  marquee au 32P avec du 

( Y - ~ ~ P I  e t  de l a  T4-kinaseI5. L 'acide thymidi l ique marqug a u  32P a 6 t 6  

pa r t i e l l emen t  diggrd avec de l a  phosphodiestgrase de venin de Crotalus  

du r i s sus  t e r r i f i c u s .  L'analyse 6 l ec t rophorc t ique  s u r  g e l  de polyacryl-  

amide a indiqud l e  nombre a t t endu  de fragments d i f f d r e m e n t  charg6s.  
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