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NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 2 ( 3 ) ,  193-202 (1983) 

UTILISATION D ' U N  NOUVEAU TYPE DE SUPPORT 

POUR LA SYNTHESE D'OLIGONUCLEOTIDES EN PHASE SOLIDE 

+ 
J.-L. Barascut,  J. Cuartero e t  J.-L. Imbach 

Labora to i r e  de  Chimie Bio-Organique, ERA no 948 du CNRS 
Unive r s i td  des  Sciences e t  Techniques du Languedoc 
Place EugSne-Bataillon, 
34060 Montpe l l i e r  Cedex, France.  

Abstract  : A method of o l i g o n u c l e o t i d e  s y n t h e s i s  w a s  developped on  a new 

type of support  by t h e  phospho t r i e s t e r  approach. Using t h i s  method t h e  

hep tanuc leo t ide  dT(pT) was syn the t i zed  i n  68 7 y i e l d .  6 

La syn thsse  en phase s o l i d e  est  une mgthode de  choix pour l ' ob ten -  

t i o n  r ap ide  d 'o l igonuc lgo t ides .  En f a i t ,  l ' e f f i c a c i t d  de c e t t e  technique 

est l i 6 e  B deux f a c t e u r s  pr incipaux : l a  n a t u r e  du suppor t  polymdrique et 

l a  mgthode de couplage des d i f f d r e n t s  nuc ldo t ides .  

L ' u t i l i s a t i o n  de r d s i n e s  po lys ty r snes  ( I ) ,  de s i l i ces  de type v a r i 6  

( 2 - 4 )  ou de  c e l l u l o s e  (5) conduisent  gdnGralement s o i t  1 d e s  rendements 

f a i b l e s ,  s o i t  B d e s  r g s u l t a t s  non aisgment r ep roduc t ib l e s ,  compte tenu 

de l a  methode de  couplage envisagge. 

L'une des s o l u t i o n s  p o s s i b l e s  pour amdliorer  l es  rendements semble 

Etre l ' u t i l i s a t i o n  de suppor t s  polymdriques p o l a i r e s  q u i  doivent  permet- 

tre d e  rgdu i r e  les d i f f g r e n c e s  de s o l v a t a t i o n  e n t r e  l a  matr ice  d e  l a  

r 6 s i n e  e t  l a  chaPne en c ro i s sance  ( 6 ) .  De nombreux t ravaux o n t  Bt6 r d a l i -  

sgs dans c e  sens,  notamment e n  u t i l i s a n t  des r g s i n e s  polyacrylmorpholi-  

des  (7-9) ou des  suppor t s  dd r ivgs  des  polyacrylamides (10, 1 1 ) .  

I1 a 6tG montrd (6)  que pour Etre a p t e  B l a  syn thsse  o l igonuc lgo t i -  

dique, les  suppor t s  polymgriques doivent  rgpondre 5 c e r t a i n e s  exigences : 

. minimisat ion d e s  l i a i s o n s  hydrogsnes i n t r a c h a k e s  par  incorpora-  

t i o n  d'une grande p ropor t ion  d'amide t e r t ia i re  

. l i b r e  permdation de l a  matrice de l a  r 6 s i n e  p a r  l e s  s o l v a n t s  apro- 

t i q u e s  p o l a i r e s  anhydres 
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194 BARASCUT, CUARTERO, AND IMBACH 

. l i a i s o n s  i n t e r b r i n s  s t a b l e s  v i s  B v i s  de tous les r 6 a c t i f s  chimi- 

ques u t i l i s 6 s  en synthese o l igonuc l6o t id ique  

. un niveau de f o n c t i o n n a l i s a t i o n  s u f f i s a m e n t  &lev& 

. un minimum d e  manipulations chimiques de l a  r 6 s i n e  a p r s s  polym6- 

r i  sa t i o n  

La p l u p a r t  de c e s  exigences o n t  6 t 6  r e t enues  pour l ' o b t e n t i o n  de l a  

r6s ine  (Fig.  1 )  (12).  Cette r 6 s i n e  es t  pr6par6e par  copolym6risation 

d'un mglange de N-acryloyl-pyrrolidine (monomere de base ) ,  de N-acryloyl- 

diamino-I, 6 hexane (agent de f o n c t i o n n a l i s a t i o n )  e t  de N,N'-bis acryloyl- 

diamino-1,2 5thane c o m e  agent d e  r 6 t i c u l a t i o n .  

Nous avons t e s t 6  ce t t e  r 6 s i n e  en  synthsse o l igonuc l6o t id ique  en  e f -  

f ec tuan t  l a  synthese de l ' a c i d e  heptathymidilique.  

La mgthode de couplage que nous avons c h o i s i e  est  l a  m6thode aux 

phospho t r i e s t e r s .  Cette approche a conduit  rgceunnent 2 des r 6 s u l t a t s  en- 
courageants avec leS r6s ines  polyacrylmorpholides (13) e t  en s 6 r i e  poly- 

acrylamide (10). En e f f e t ,  son u t i l i s a t i o n  est p lus  s i m p l e  que c e l l e  aux 

phosphites par s u i t e  de l a  s t a b i l i t 6  accrue des r g a c t i f s  u t i l i s g s  e t ,  d e  

plus ,  il n ' e s t  pas n6cessaire  au cours  de la synthese de passer  en milieu 

aqueux. La f o n c t i o n n a l i s a t i o n  de l a  r e s i n e  que nous avons synthBtis6e est 

de 0 , 4 6  mmole de NH 
l a  r e s i n e  a 6 t 6  e f f ec tu6e  U k  la p o s i t i o n  3 '  du nuclEoside (Fig.  1 ) .  

par gramme. La f i x a t i o n  du premier nucl6oside s u r  2 

L e  dim5thoxytri tyl-5 '  dGoxynucl6oside - 2 r 6 a g i t  avec 1 'anhydride suc- 

c in ique  (1,5 6quiv. ) en pr5sence de dim6thylamino-4 py r id ine  ( I ,  5 6quiv.) 

dans l a  pyridine anhydre 2 tempgrature ambiante. Le s u c c i n a t e  - 3 e s t  ob- 

tenu avec 90 Z de rendement. Le succ ina te  2 est  f i x 6  s u r  l a  r 6 s i n e  se lon  

deux vo ie s  : 

t o u t  d'abord par  l a  m6thode 5 l ' anhydr ide  sym6trique ; en pr6sence 

de DCC dans l e  dichloromgthane,3 - conduit  2 l ' anhydr ide  symgtrique cor- 

respondant 5.  Celle-ci  r 6 a g i t  dans l e  DMF avec les  groupes amino de l a  

r & s i n e  l i b 6 r 6 s  par t r a i t emen t  basique du chlorohydrate  correspondant par 

l a  diisopropyl6thylamine, pu i s  n e u t r a l i s a t i o n .  La f i n  d e  l a  r 6 a c t i o n  e s t  

observge lorsque le test 5 l a  ninhydrine es t  n6gat i f  ( 1 4 ) .  

Dans undeuxisme e s s a i ,  nous avons f i x 6  l e  premier nuclsoside s u r  l a  

r 6 s i n e  par l a  m6thode 5 l ' e s t e r  a c t i v 6  (15).  A ins i ,  2 es t  t r a i t 6  pa r  l e  

pentachloro-phEnol ( I , ]  6quiv.) e t  l e  DCC ( 1 , 5  6quiv.) dans le DMF 2 

tempgrature ambiante pendant 20 heures.  L ' e s t e r  a c t i v 6  5 es t  obtenu 
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FIG. 1. 
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196 BARASCUT, CUARTERO, AND IMEACH 

avec 84 Z de rendement. La r e s i n e  e s t  t r a i t 6 e  par  l ' e s te r  a c t i v 6  2 
(2,5 Equiv.) en  pr6sence de t r i6thylamine (2,75 6quiv.) dans l e  DMF 1 

temp6rature ambiante jusqu 'au test 2 l a  ninhydrine n6gat i f  (14).  

AprPs  avo i r  f i x 6  l e  premier nucleoside s u r  l a  r 6 s i n e ,  c e l l e - c i  - 6 

es t  t r a i t 6 e  pendant 30 mn par  une s o l u t i o n  d e  phgnylisocyanate h 10 Z 

d a m  l a  pyridine pour masquer les  groupes NH 

e t  pour rendre l a  r d s i n e  anhydre ( 9 ) .  L e  groupement d im6thoxy t r i t y l e  

es t  a l o r s  6limin6 par  t r a i t emen t  de 6 par une s o l u t i o n  h 10 Z d ' a c i d e  

t r i ch lo roacEt ique  dans l e  c h l o r u r e  de m6thylPne 5 temp6rature ambiante 

(6tape n o  6,  Tableau I ) .  La q u a n t i t 6  de d imgthoxy t r i t y l e  enlevee a 6 t 6  

6valu6e par spectrophotom6trie 1 1  = 503 w (E = 79 500 M-' c m  

avons f i x 6  1 0,33 mmole g-' de nuclBoside dans l e  premier c a s  e t  0 ,43  

m o l e  g 

q u i  n ' a u r a i e n t  pas  r 6 a g i  2 

- 1  ) .  Nous 

- 1  par  l a  deuxiPme m6thode. 

L e  support  L (180 mg, 0,059 mmole) es t  i n t r o d u i t  dans un r 6 a c t e u r  

6quip6 

une pe r t e  de charge n6gl igeable  l o r s  de l a  p e r c o l a t i o n  d e s  d i f f 6 r e n t s  

so lvan t s  u t i l i s B s .  Ceux-ci sont  i n t r o d u i t s  dans l e  r6ac teu r  sous pres- 

s i o n  d ' azo te  sec, par  l ' i n t e r m 6 d i a i r e  d'une vanne r o t a t i v e  1 s i x  v o i e s .  

d 'un i n j e c t e u r  2 septum e t  de deux vannes. Ce s y s t h e  p r6sen te  

Chaque cycle  d '6longat ion (6tape n o  4 1 n o  1 2 ,  Tableau I) de l a  

charne 

c i d e  t 

pement 

(Fig. 

zole-1 

o l igonuc l6o t id ique  comprend un t r a i t emen t  avec une s o l u t i o n  d'a- 

ichloroac6t ique B 10 % dans l e  dichlorom6thane pour 6ter l e  grou- 

d im6thoxy t r i t y l e  p u i s  L ' i n j ec t ion  du mononucl6otide 8 ( 6  bquiv.) 

) e t  de l ' a g e n t  de condensation, l e  m6sitylPne sulfonyl-1 t r i a -  

2,4 (MSNT) ( 1 2  6quiv.) dans 4 m l  de py r id ine .  

Ensui te ,  un t r a i t emen t  avec une s o l u t i o n  d'anhydride ac6 t ique  dans 

l a  py r id ine  permet d e  bloquer les groupements hydroxyl6s en 5' q u i  n 'ont  

pas rBagi (16).  L e  rendement de chaque Btape est  estim6 par  l e  dosage 

spectrophotom6trique des c a t i o n s  d im6thoxy t r i t y l e s  l i bBr6s  l o r s  du t r a i -  

tement pa r  l ' a c i d e  t r i ch lo roac6 t ique .  Les r d s u l t a t s  s o n t  rassembl6.s dans 

l e  Tableau 11. Chaque c y c l e  d 'glongat ion (Etape no 10, Tableau I) d u r e  

180 mn e t  l e  nombre d'Gquivalents de MSNT p a r  m i l l i l i t r e s  de py r id ine  

e s t  cons t an t  e t  Bgal 1 4 ,  a l o r s  que l e  r appor t  du nombre d ' cqu iva len t s  

de MSNT au nombre d '6quivalents  de d i e s t e r  8 es t  tou jou r s  6gal 2 2 .  

Au terme du nombre d e  cyc le s  d 6 s i r 6 s Y  une p a r t i e  a l i q u o t e  de l a  r 6 s i n e  

est d E t r y t i l 6 e  pour estimer l e  rendement de l a  de rn iP re  Stape de coupla- 

ge (Tableau 111, une a u t r e  p a r t i e  du support  est  t r a i t 6 e  par  une solu- 

t i o n  0,3 M de ni t ro-4 - syn-benzaldoximate de t6tram6thyl-guanidinium (17) 

a f i n  de l i b 6 r e r  l e  nue lgo t ide  du support  e t  de l e  dbprot6ger p a r t i e l l e -  

ment . 
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TABLEAU I. Cycle de reactions 
Etape Solvant ou rgactif Temps d'agitation Nomb r e 
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d opbra tions 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1 1  

12 

pyr idine 

10 % i$ NCO pyridine 

pyridine 

CH2C1 

CH2C1 

10 Z C13CCOOH CH2C12 

CH2C1 

DIG 

pyridine 

nucleotide + MSNT 

pyr idine 

AC20/pyridine 

Longueur de 
'oligonucl6otide 

lib 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

TABLEAU 11. 

*SO3 

0,99 

0,78 

0,75 

0,67 

0,61 

0,55 

2 mn 

30 mn 

2 mn 

2 mn 

5 m n  

2 mn 

2 mn 

2 mn 

2 mn 

180 mn 

2 mn 

30 mn 

5 

1 

5 

10 

3 

2 

5 

5 

10 

1 

5 

I 

Fonctionnalisation 
mol /g 

0.45 

0 ,35  

0,34  

0,30 

0,27 

0,25 

Rend m e n  t 
par 6tape 

x 

81 

80 

97 

89 

91 

92 

Rend eme rd 
global 

% 

81 

64 

62 

56 

50 

4 6  
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198 BARASCUT, CUARTERO, AND IMBACH 

Un t r a i t e m e n t  p a r  un mGlange a c i d e  ac6tique-eau (4 /1)  condui t  ii 

l ' o l igomSre  b r u t  complstement d6protGg6. C e  r6 s idu  est chromatographi6 

s u r  colonne VBondapack C I 8  pa r  chromatographie l i q u i d e  hau te  performan- 

ce (Fig .  2A).  L a  p a r t i e  cor respondante  au  p i c  dT(pT)6 e s t  r e c u e i l l i e  e t  

chromatographiSe pour condui re  2 l ' o l i gomsre  dT(pT>6 avec  une p u r e t 6  d e  

97 2 (F ig .  2 B ) .  Afin de  r eche rche r  les c o n d i t i o n s  op t ima les  d e  r g a c t i o n  

s u r  ce nouveau suppor t ,  nous avons e f f e c t &  c e t t e  s u i t e  d e  r 6 a c t i o n s  en  

changeant c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  o p 6 r a t o i r e s  (Tableau 1 1 1 ) .  

L a  premisre  Gtape de  condensa t ion  a iitE e f f e c t u 6 e  s u r  150 mg de 

r 6 s i n e  s u r  l a q u e l l e  es t  f i x 6  0 , 3 3  m o l e  de  dT pa r  gramme de suppor t  avec 

2 , 8  6quiv.  de d i e s t e r  8 e t  22,4 Bquiv. de  MSNT dans 4 m l  de p y r i d i n e  

pendant 6 heures ,  e t  a condui t  B un rendement d e  98,5 %. De l a  d e w i s m e  

2 l a  qua t r i sme Stape,  l e  temps d e  r 6 a c t i o n  a 6t6 r l d u i t  S 3 heures  e t  

l e s  q u a n t i t e s  de d i e s t e r  2 1,6  Equiv. L e s  rendements e s t im6s  spectropho- 

tom6triquement s o n t  r e p o r t &  s u r  l e  Tableau 111. 

Lors d e  1 'E tape  5, nous avons augment6 l a  c o n c e n t r a t i o n  en MSNT e t  

diminuG l e  temps de  r 6 a c t i o n ,  c e  q u i  nous a condui t  2 un rendement d e  

73 %, a l o r s  que l a  d e r n i P r e  Gtape e f f ec tuEe  avec  6 Squiv.  de d i e s t e r  - 8 

e t  1 2  Squiv.  de MSNT nous donne un rendement d e  98 %. Dans ce deuxisme 

essai ,  nous avons donc obtenu l e  dT(pT) avec  un rendement g loba l  d e  

68 %. 
6 

Les premiers r E s u l t a t s  des r 6 a c t i o n s  de couplage s u r  ce  nouveau 
suppor t  s o n t  p a r t i c u l i s r e m e n t  encourageants pu isque ,  comparativement 

aux r G s u l t a t s  e n r e g i s t r 6 s  avec d ' a u t r e s  r 6 s i n e s  polyacry lamides  (10,18) 

ou polyacrylmorpholides (13 ) ,  l es  rendements ca l cu l i i s  s o n t  s u p g r i e u r s .  

D 'au t re  p a r t ,  nous avons montrE q u ' i l  6 t a i t  s u f f i s a n t  d ' u t i l i s e r  1,5 B 
2 6quiv.  de  d i e s t e r  S par 6 t ape  d e  couplage ce qu i  es t  un avantage  im-  

p o r t a n t  p a r  r appor t  aux a u t r e s  approches n 6 c e s s i t a n t  l ' u t i l i s a t i o n  d 'un  

l a r g e  excss  d e  r G a c t i f .  

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les s o l v a n t s  do iven t  S t r e  pu r s  e t  anhydres .  La p y r i d i n e  e s t  d i s t i l -  

16e s u r  c h l o r u r e  de  p- to lusne  s u l f o n y l e  pu i s  s u r  CaH2 e t  conserv6e s u r  

tamis mol6cu la i r e  4 A .  L e  dichloromiithane es t  d i s t i l l 6  s u r  P 0 L ' ac ide  

t r i c h l o r o a c 6 t i q u e  a 6 t 6  u t i l i s 6  s a n s  p u r i f i c a t i o n  p r s a l a b l e .  

0 

2 5 '  

L a  q u a n t i t 6  d e  2-dim6thoxyt r i ty l -5 '  dGsoxynucl6oside l i E  de  f a s o n  

cova len te  5 l a  rGsine ap rcs  chaque c y c l e  d 'Blongat ion  a Bt6 d6terminBe 
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A B 

FIG. 2 Analyse HPLC de mhlanges rgactionnels obtenus lors de la prhparation de dT(T)6. 

A) Profil d'hlution HPLC du mglange rgactionnel brut. 
B) Profil d'glution de l'oligonucl6otide dT(T)6 enti6rement dhprotggh et purifi6. 

L'dlution est effectuhe selon un gradient lin6aire de 2 73 1 12 % d'achtonitrile 

dans un tampon 0,lM d'acgtate d'amnonium d'une dur6e de 20 minutes. 

rn 
0 

tl z m 

c1 
W 
W 

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



200 

r a p s  
de 

rBac- 
t ion 

6h 

3h 

3h 

3h 

Ih 

lh30 

TABLEAU 111. 

MSNI 
/ .d l  
pyr. 

596  

392 

392 

4 9 1  

18 ,5  

3 

BARASCUT, CUARTERO, AND IMBACH 

Rendt 
global 

% 

9 8  

9 8  

9 6  

96 

7 0  

68  

par mesure du cation dim5thoxytrityle lib6r6 apres traitement acide. Les 
effluents provenant des dtapes 6 et 7 (Tableau I) sont compl6tBs B 50 ml 
par du dichlorom6thane ; on pr6lGve ensuite 10 ml de cette solution que 

l'on complete B 100 ml avec une solution d'acide trichloroac6tique 5 

10 Z dans le dichloromBthane. On mesure l'absorbance de cette solution 5 

503 nm et la quantitd de cation dimgthoxytrityle est dBtermin6e en uti- 
lisant un coefficient d'extinction mol6culaire de 7 9 . 5 0 0 .  

Les analyses et purification par HPLC ont 6t6 effectuses B l'aide 
d'un appareillage Waters Cquip6 d'un d6tecteur 1 254 nm, d'un programna- 
teur de gradient, d'un module 5 compression radiale RCM-100 et d'une co- 

lonne analytique Radial-Pak C,8 ou d'une colonne de Partisil B CI8 
( 0 , 7 8  x 60 cm). L'ac6tonitrile constitue la phase organique et la phase 
aqueuse est un tampon d'ac6tate d'ammonium B 0,1 M (pH = 5 , 9 ) .  Les dsri- 
v6s dbsoxynucl6oside-N-protBg6s ~-chloroph6nylphosphates-3' ~ @ O U S  forme 
de sel de tri6thylammonium) ont 6t6 prdpares selon la mBthode dBcrite 
par Reese et coll . (20). 

ISOLATION DU dT ( pT) 

Une partie du support contenant le d6soxynucl6oside sous sa forme 

entisrement protegee est  trait6e par une solution 0,3 M de p-nitroben- 
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zaldoximate de tEtramdthylguanidinium dans un m6lange dioxanne-eau (111, 

v/v) ( I  m l  pour I00 mg de r s s i n e )  b tempsrature ambiante pendant 36 heu- 

res. L e  support  est  dlimind par f i l t r a t i o n  e t  lavd soigneusement (5 f o i s )  

avec un mslange dioxanne-eau ( l / l ) .  Les f i l t r a t s  son t  rassemblds,  neutra-  

l i s 6 s  soigneusement par a d d i t i o n  de l ' a c i d e  acs t ique ,  p u i s  l avds  au 

chloroforme (10 x 1 ml) ; l a  phase aqueuse e s t  e n s u i t e  Gvaporde B sec. 

L e  rdsidu es t  r e p r i s  par  un mdlange a c i d e  acgt iquefeau (4:1, 1 ml) pen- 

dant  30 mn. AprPs  Gvaporation 2 sec, l e  rds idu  est  codvapord 10 f o i s  2 
l ' e a u ,  pu i s  r ed i s sous  dans un mdlange eaufdthanol  ( I : ] ) .  L e  dT(pT)6 es t  

is016 par HPLC s u r  colonne de Par t i s i l  B C18 (Fig.  2 ) .  

en 20 mn, B un dgb i t  de 10 m l  mn-I. La  f r a c t i o n  appropr i se  est  des sa l6e  

s u r  une colonne d e  Sephadex G25. L'analyse HPLC du composG obtenu (Fig.  

2)  indique une puretE op t ique  de 97 %. 

L ' s l u t i o n  a l i e u  avec un g rad ien t  l i n s a i r e  d ' a c g t o n i t r i l e  de 2 B 1 2  % 

La c a r a c t d r i s a t i o n  du dT(T)6 obtenu dans chacun des cas  a 6td e f fec -  

tude par HPLC en comparant les temps de r d t e n t i o n  du p rodu i t  obtenu avec 

ceux d 'Gchant i l lons tdmoins. D'autre p a r t ,  l ' a n a l y s e  des p r o d u i t s  r6 su l -  

t a n t  

Cro ta l e  a b t6  e f f e c t u s e  a p r s s  36 heures 1 37°C pa r  HPLC s u r  colonne C18 

en phase inve r se  en u t i l i s a n t  un g r a d i e n t  de 2 3 12 % en a c d t o n i t r i l e .  

Dans l e  chromatograme obtenu, l e  r appor t  dT/pT proche d e  116 est  en ac- 

cord avec l a  s t r u c t u r e  proposse. 

de l a  d i g e s t i o n  enzymatique pa r  l a  phosphodiest6rase d e  venin de 
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