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UTILISATION D'UN NOUVEAU TYPE DE SUPPORT
POUR LA SYNTHESE D'OLIGONUCLEOTIDES EN PHASE SOLIDE

+
J.~L. Barascut, J. Cuartero et J.-L. Imbach

Laboratoire de Chimie Bio-Organique, ERA n°® 948 du CNRS
Université des Sciences et Techniques du Languedoc
Place Eug@ne-Bataillon,
34060 Montpellier Cedex, France.
Abstract : A method of oligonucleotide synthesis was developped on a new
type of support by the phosphotriester approach. Using this method the

heptanucleotide dT(pT)6 was synthetized in 68 7 yield.

La synthése en phase solide est une méthode de choix pour l'obten-
tion rapide d'oligonucléotides. En fait, l'efficacit@ de cette technique
est liée 3 deux facteurs principaux : la nature du support polymérique et
la méthode de couplage des différents nucléotides.

L'utilisation de résines polystyrénes (1), de silices de type varié
(2-4) ou de cellulose (5) conduisent généralement soit 3 des rendements
faibles, soit & des résultats non aisément reproductibles, compte tenu
de la méthode de couplage envisagée.

L'une des solutions possibles pour améliorer les rendements semble
2tre 1l'utilisation de supports polymériques polaires qui doivent permet-
tre de réduire les différences de solvatation entre la matrice de la
résine et la chaine en croissance (6). De nombreux travaux ont &té réali-
sés dans ce sens, notamment en utilisant des résines polyacrylmorpholi-
des (7-9) ou des supports dérivés des polyacrylamides (10, 11).

Il a &té montré (6) que pour €tre apte 3 la synthése oligonucléoti-~
dique, les supports polymériques doivent répondre i certaines exigences :

. minimisation des liaisons hydrogé&nes intrachaines par incorpora-

tion d'une grande proportion d'amide tertiaire

. libre perméation de la matrice de la ré&sine par les solvants apro-

tiques polaires anhydres
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. liaisons interbrins stables vis 3 vis de tous les réactifs chimi-

ques utilisés en synthése oligonucléotidique
. un niveau de fonctiomnalisation suffisamment élevé

. un minimum de manipulations chimiques de la résine aprés polymé-

risation

La plupart de ces exigences ont &té retenues pour l'obtention de la
résine (Fig. 1) (12). Cette résine est préparée par copolymérisation
d'un mélange de N-acryloyl-pyrrolidine (monomére de base), de N-acryloyl-
diamino-1,6 hexane (agent de fonctionnalisation) et de N,N'-bis acryloyl-
diamino-1,2 &thane comme agent de réticulation.

Nous avons test& cette résine en synthése oligonucléotidique en ef-
fectuant la synthése de 1'acide heptathymidilique.

La méthode de couplage que nous avons choisie est la méthode aux
phosphotriesters. Cette approche a conduit récemment d des résultats en-—
courageants avec les résines polyacrylmorpholides (13) et en série poly-
acrylamide (10). En effet, son utilisation est plus simple que celle aux
phosphites par suite de la stabilité accrue des réactifs utilisé@s et, de
plus, il n'est pas nécessaire au cours de la synth&se de passer en milieu
aqueux. La fonctionnalisation de la résine que nous avons synthétisée est
de 0,46 mmole de NH, par gramme. La fixation du premier nucléoside sur
la résine a 8té effectuée via la position 3' du nucléoside (Fig. 1).

Le dim&thoxytrityl-5' déoxynucléoside 2 réagit avec 1'anhydride suc-
cinique (1,5 8quiv.) en présence de diméthylamino—-4 pyridine (1,5 &quiv.)
dans la pyridine anhydre & température ambiante. Le succinate 3 est ob-
tenu avec 90 7 de rendement. Le succinate 3 est fix& sur la résine selon
deux voies :

tout d'abord par la méthode & 1'anhydride symétrique ; en présence
de DCC dans le dichlorométhane, 3 conduit a 1'anhydride symétrique cor-
respondant 4. Celle-ci réagit dans le DMF avec les groupes amino de la
résine 1ibérés par traitement basique du chlorohydrate correspondant par
la diisopropyléthylamine, puis neutralisation. La fin de la réaction est
observée lorsque le test & la ninhydrine est négatif (14).

Dans undeuxiéme essai, nous avons fix& le premier nucl@oside sur la
résine par la méthode & l'ester activé (15). Ainsi, 3 est traité par le
pentachloro-phénol (1,1 &quiv.) et le DCC (1,5 équiv.) dans le DMF 2

température ambiante pendant 20 heures. L'ester activé 5 est obtenu
P 2
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avec 84 7 de rendement. La résine est traitEe par l'ester activé 5
(2,5 8quiv.) en présence de tri&thylamine (2,75 &quiv.) dans le DMF &
température ambiante jusqu'au test 3 la ninhydrine négatif (14).

Aprés avoir fix& le premier nucléoside sur la résine, celle-ci 6
est traitée pendant 30 mn par une solution de phénylisocyanate a 10 7
dans la pyridine pour masquer les groupes NH, qui n'auraient pas réagi
et pour rendre la résine anhydre (9). Le groupement diméthoxytrityle
est alors éliminé par traitement de 6 par une solution & 10 % d'acide
trichlorcacétique dans le chlorure de méthylé&ne i température ambiante
(étape n° 6, Tableau I). La quantité de diméthoxytrityle enlevée a été
évaluée par spectrophotométrie 8 A = 503 mm (e = 79 500 Mul cm—l). Nous
avons fixé & 0,33 mmole g_] de nucléoside dans le premier cas et 0,43
mmole g_] par la deuxiéme méthode,

Le support 7 (180 mg, 0,059 mmole) est introduit dans un réacteur
équipé d'un injecteur 3 septum et de deux vannes. Ce systéme présente
une perte de charge négligeable lors de la percolation des différents
solvants utilisé@s. Ceux—ci sont introduits dans le réacteur sous pres-

-

sion d'azote sec, par 1l'intermédiaire d'une vanne rotative 3 six voies,

Chaque cycle d'8longation (&tape n® 4 a n° 12, Tableau I) de la
chaine oligonucléotidique comprend un traitement avec une solution d'a-
cide trichloroacétique i 10 7 dans le dichlorométhane pour Ster le grou-
pement diméthoxytrityle puis l'injection du mononucléotide 8 (6 équiv.)
(Fig. 1) et de 1'agent de condensation, le mésityl&ne sulfonyl-l tria-
zole-1,2,4 (MSNT) (12 &quiv.) dans 4 ml de pyridine.

Ensuite, un traitement avec une solution d'anhydride ac&tique dans
la pyridine permet de bloquer les groupements hydroxylés en 5' qui n'ont
pas réagi (16). Le rendement de chaque étape est estimé par le dosage
spectrophotométrique des cations diméthoxytrityles libérés lors du trai-
tement par l'acide trichloroacétique. Les résultats sont rassemblé&s dans
le Tableau II. Chaque cycle d'élongation (Etape n® 10, Tableau I) dure
180 mn et le nombre d'équivalents de MSNT par millilitres de pyridine
est constant et égal 3 4, alors que le rapport du nombre d'équivalents
de MSNT au nombre d'équivalents de diester 8 est toujours &gal a 2.

Au terme du nombre de cycles désiré@s, une partie aliquote de la résine
est détrytilée pour estimer le rendement de la derniére étape de coupla
ge (Tableau II), une autre partie du support est traitée par une solu-~
tion 0,3 M de nitro-4 syn-benzaldoximate de té&traméthyl-guanidinium (17)
afin de libérer le nucléotide du support et de le déprotéger partielle-

ment .,
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TABLEAU I. Cycle de réactions
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Etape Solvant ou réactif Temps d'agitation Nombre
d'opérations
i pyridine 2 mn 5
2 10 Z ¢ NCO pyridine 30 mn 1
3 pyridine 2 mn 5
4 CH2C12 2 mn 10
5 CH2C12 5 mn 3
6 10 7 CIBCCOOH CH2C12 2 mn 2
7 CH2C12 2 mn 5
8 DMF 2 mn 5
9 pyridine 2 mn 10
10 nucléotide + MSNT 180 mn 1
11 pyridine 2 mn 5
12 ACZO/pyridine 30 mn I
TABLEAU II.
Longueur de Fonctionnalisation | Rendement |[Rendement
1'oligonucléotide A mol/g par étape | global

503 v -

0,99 0,45 81 81

0,78 0,35 80 64

0,75 0,34 97 62

0,67 0,30 89 56

0,6l 0,27 91 50

0,55 0,25 92 46
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Un traitement par un mélange acide acétique-eau (4/1) conduit &
1'oligomére brut complétement déprotégé. Ce résidu est chromatographié
sur colonne uBondapack C18 par chromatographie ligquide haute performan-
ce (Fig. 2A). La partie correspondante au pic dT(pT)6 est recueillie et
chromatographide pour conduire a l'oligomdre dT(pT)6 avec une pureté de
97 % (Fig. 2B). Afin de rechercher les conditions optimales de ré&action
sur ce nouveau support, nous avons effectué cette suite de réactions en
changeant certaines conditions opératoires (Tableau IIT).

La premidre étape de condensation a &té effectuée sur 150 mg de
résine sur laquelle est fixé& 0,33 mmole de dT par gramme de support avec
2,8 équiv. de diester 8 et 22,4 &quiv. de MSNT dans 4 ml de pyridine
pendant 6 heures, et a conduit 3 un rendement de 98,5 %. De la deuxiéme
d la quatriéme &tape, le temps de réaction a &té& ré&duit i 3 heures et
les quantités de diester 3 1,6 équiv. Les rendements estimés spectropho~
tométriquement sont reportés sur le Tableau III.

Lors de 1'étape 5, nous avons augmenté la concentration en MSNT et
diminué le temps de réaction, ce qui nous a conduit & un rendement de
73 %, alors que la derniére &tape effectuée avec 6 &quiv. de diester 8
et 12 équiv. de MSNT nous donne un rendement de 98 7. Dans ce deuxiéme
essal, nous avons donc obtenu le dT(pT)6 avec un rendement global de
68 7.

Les premiers résultats des réactions de couplage sur ce nouveau
support sont particuliérement encourageants puisque, comparativement
aux résultats enregistrés avec d'autres résines polyacrylamides (10, 18)
ou polyacrylmorpholides (19), les rendements calculés sont supérieurs.
D'autre part, nous avons montré qu'il &tait suffisant d'utiliser 1,5 3
2 équiv. de diester 8 par &tape de couplage ce qui est un avantage im-
portant par rapport aux autres approches nécessitant 1'utilisation d'un

large excés de réactif.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les solvants doivent &tre purs et anhydres, La pyridine est distil-

1lée sur chlorure de p-tolu@ne sulfonyle puis sur CaH, et conservée sur

2
o
tamis moléculaire &4A, Le dichlorométhane est distillé sur P205. L'acide
trichloroacétique a &té utilisé sans purification préalable.
La quantité de O-diméthoxytrityl-5' désoxynucléoside 1i& de fagon

covalente a la ré&sine aprés chaque cycle d'élongation a &té déterminée
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TABLEAU III.
Longueur | Diester | MSNT | Temps | MSNT| Diester| MSNT | Rend™ | Rend®
de 1'oli- de 41| /ml dies-| par global
gonucléo-| équiv. | équiv.| réac- | pyr.| pyr. ter étape
tide 1lié tion 4 A
2 2,8 22,4 6h 5,6 | 0,7 8 98,5 98
3 1,6 12,8 3h 3,2 | 0,4 8 100 98
4 1,6 12,8 | 3h 3,2 | 0,4 8 98 96
5 2 16,4 3h 4,1 0,5 8 100 96
6 6 74 1h 18,5 1,5 i2 73 70
7 6 12 1h30 3 1,5 2 98 68

par mesure du cation diméthoxytrityle 1ib&ré aprés traitement acide. Les
effluents provenant des &tapes 6 et 7 (Tableau I) sont complé&tés & 50 ml
par du dichlorométhane ; on préléve ensuite 10 ml de cette solution que
1'on compléte & 100 ml avec une solution d'acide trichloroacétique i

10 7 dans le dichlorométhane. On mesure 1'absorbance de cette solution 3
503 nm et la quantité de cation diméthoxytrityle est déterminde en uti=-
lisant un coefficient d'extinction moléculaire de 79.500,

Les analyses et purification par HPLC ont &té effectudes i l'aide
d'un appareillage Waters équipé d'un détecteur 3 254 mm, d'un programma-
teur de gradient, d'un module & compression radiale RCM~100 et d'une co-
lonne analytique Radial-Pak C18 ou d'une colonne de Partisil B Cig
(0,78 x 60 cm). L'acétonitrile constitue la phase organique et la phase
aqueuse est un tampon d'ac&tate d'ammonium 3 0,1 M (pH = 5,9). Les déri-
vés désoxynucléoside~N-protégés gfchlorophénylphosphates—3' 8 Gous forme
de sel de triéthylammonium) ont &té préparés selon la méthode décrite

par Reese et coll. (20).

TISOLATION DU dT(pT)6

Une partie du support contenant le désoxynucl®oside sous sa forme

entidrement protégée est traitée par une solution 0,3 M de p-nitroben-
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zaldoximate de tétraméthylguanidinium dans un mélange dioxanne-eau (1/1,
v/v) (1 ml pour 100 mg de résine) & température ambiante pendant 36 heu-
res. Le support est €limind par filtration et lavé soigneusement (5 fois)
avec un mélange dioxanne-eau (1/1). Les filtrats sont rassemblés, neutra-
lisés soigneusement par addition de l'acide acétique, puis lavés au
chloroforme (10 x 1 ml) ; la phase aqueuse est ensuite &vaporée & sec.
Le résidu est repris par un mélange acide acétique/eau (4:1, 1 ml) pen~
dant 30 mn. Aprés &vaporation 3 sec, le résidu est coévaporé 10 fois 3
1'eau, puis redissous dans un mélange eau/éthanol (1:1). Le dT(pT)6 est
isolé par HPLC sur colonne de Partisil B Cig (Fig. 2).

L'élution a lieu avec un gradient linéaire d'acé&tonitrile de 2 3 12 7%
en 20 mn, d un débit de 10 ml mn_]. La fraction appropriée est dessalée
sur une colonne de Sephadex G25. L'analyse HPLC du composé obtemu (Fig.
2) indique une pureté@ optique de 97 7.

La caractérisation du dT(T)6 obtenu dans chacun des cas a &té effec-
tuée par HPLC en comparant les temps de ré&tention du produit obtenu avec
ceux d'échantillons témoins. D'autre part, 1l'analyse des produits résul-
tant de la digestion enzymatique par la phosphodiestérase de venin de
Crotale a &té effectue aprés 36 heures a 37°C par HPLC sur colonne C18
en phase inverse en utilisant un gradient de 2 3 12 7 en acé&tonitrile.
Dans le chromatogramme obtenu, le rapport dT/pT proche de 1/6 est en ac~—

cord avec la structure proposée.
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