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OLIGOTHYMIDYLATES SUBSTITUES EN POSITION 3' 
PAR UN DERIVE DE L'ACRIDINE 
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t Centre de Biophysique Moleculaire, CNRS, Orleans Cedex, France 
Laboratoire de Biophysique, INSERM U.201, 

CNRS U.A 481, Museum National d'Histoire Naturelle, 
61, Rue Buffon, 75005 Paris, France 

X 

Abstract : Oligothymidylates covalently linked at the 3'position to an 
acridine dye derivative via a polymethylene bridge have been eynthe- 
tized by the phosphotriester method in solution. 

INTRODUCTION 

Un contrble selectif de l'expression de certain8 genes et de la 

replication des virus peut stre envisage si l'on dispose de molecules 

possedant & la foie une forte affinite et une haute specificit6 vie A 
vis d'une sequence d'acides nucleiquee. Dane le but d'acceder 3 de 

telles molecules nous avone choisi d'utiliser un oligonucleotide com- 

plementaire d'une sequence nucleique cible et d'augmenter son affinite 

en l u i  associant de facon covalente un agent intercalant qui apporte 

une Bnergie eupplementaire par son interaction non specifique avec lee 

paires de bases nuclbiques. Pour rdaliser la mise au point d'un tel 

systgme nous avone choisi des oligothymidylates 2 dont le phosphate en 
position 3'terminale eat lit3 ti la mbthoxy-2 chloro-6 amino-9-acridine 

par l'intermediaire d'une charne polymbthylhe de longueur variable. 

Nous decrivons ici la ayntheee et quelques proprietes de ces oligonu- 

cleotides 1. 
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46 ASSELINE , THUONG, AND HELENE 

K-H 
I 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Parmi les composes d'intercalation connus nous avons retenu la 

methoxy-2 chloro-6 amino-9 acridine (1-4) car elle ne poesede pas de 

specificit6 v i s  b vis de la sequence de bases nucleiques, elle est 

facilement accessible a partir de la methoxy-2 dichloro 6-9 acridine 2 
et possede des proprietes de fluorescence qui permettent une dbtection 

aisee au cours de la eynthese et une etude facile des interactions 

avec les acides nucleiques. Pour relier le groupe intercalant b l'oli- 

gothymidylate nous avons utilise une chahe alkylee non ramiftee et 

eubstituee sur  le groupe amino-9 de l'acridine. Ce choix permet d'ob-  

tenir un "brae" souple qui confere b l'intercalant un grand nombre de 

degree de liberte. De plus lee etudes d'interactions des derives de 

l'amino-9 acridine (4-6) avec lea acides nucleiques montrent que la 

substitution sur ce site ne perturbe pas l'intercalation. 

Enfin le greffage du groupe "intercalant-bras" A l'oligodesoxynu- 

cleotide se fait par 1'intermCdiaire d'une liaison "phosphodiester" 

compatible avec lee conditions de synthese des oligothymidylates. 

Cette synthese nbcessite donc la presence d'un groupe hydroxyle en w 

de la chahe laterale. Toutes ces considerations nous ont amen68 A 

porter notre choix Bur lea composes du type methoxy-2 chloro-6 (LO- 

hydroxyalky1amino)-9 acridine ?. Ces derniers ont Bt6 prepares selon 

une methode analogue b celle decrite p a r  Dupre et Robinson ( 7 )  qui 

consiste a faire reagir un exces d'aminoalcool 2 avec la m8thoxy-2 

dichloro-6,g acridine 1. dans le phenol b 115-12O'C (schema I). 
Nous avons observe qu'il n'est pas possible d'obtenir les composes 2 
pure par simple recrietallisation. En effet les analyses des composes 
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ACRIDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 47 

2 - 3 - 4 
A c r I C  H2),C: t i  

methoxy-2 chloro-6 (~-hydroxyalkylamino)-9 acridine 4 isolee selon 

cette mbthode, realisees en chromatographie Bur couche mince (solvant 

A )  et par chromatographie liquide a haute performance en phase inverse 
montrent la presence de trois produits secondaires dvaluks a environ 5 
,% (8). Deux de ce8 impuretea ont bt6 identifiCe8 (par comparaison avec 
de8 Bchantillons de r6ference) l'une a la mbthoxy-2-dichloro-6,9 acri- 
dine 2 (T =400 sec syst. Y ) l'autre au derive amino-9 correspondant 

(T - 340 sec syst. Y4). La troisibme impuret6 possbde un temps de 

retention identique a celui du produit de degradation obtenu en trai- 

tant la mbthoxy-2 dichloro-6,9 acridine par la soude ou par l'acide 

chlorhydrique (9) (TR= 242 sec syst. Y4). I1 s'agit de la m8thoxy-2 

chloro-6 acridone-9- T 4 (m=5) = 320 sec syat. y3]. La purification 
totale gel 
de silice. Les resultate des chromatographies 8ur couche mince (gel de 

silice) et en phase liquide 3 haute performance (phase inverse) 

(Tableau I) montrent que les Rf et lee temp8 de retention des composes 

- 4 augmentent avec la longueur de la charne polymethyldne. La substitu- 

tion du chlore en position 9 de l'acridine par le groupe amino-alcool 
se traduit par des modifications spectrales importantes dans le do- 

maine visible de l'acridine (figure 1). Noua pouvons observer un 

deplacement bathochrome important avec, d'une part, la disparition de 
la ban& a A =  353 m et, d'autre part, la transformation des deux 
bandes a 1 = 385 nm et A= 404 nm en trois bandes a A =  400 nm, 

R 3 
R- 

r R -  
des compos6s 4 peut btre realieee par chromatographie sur 

1 = 421 nm et = 438 nm. 

La structure du compose 2 (m95) a Bt8 confirmee par le resultat 

de l'analyee Blementaire et par la spectroscopie de resonance magn8ti- 

que nucldaire protonique (10). 
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m = 3  

m = 4  

m = 5  

m = 6  
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Tableau I 

Rdt % F'C CCM(RF) 0 HPLC(TR) en phase inverse ** 
syst. Y1 eyst. Y2 

60 147 0,36 350 sec 555 sec 

70 145 0,38 357 sec 627 sec 

70 145 0,41 407 sec 

75 143 0,411 502 sec 

* 
Chromatographie sur couche mince : support gel de silice 60, eluant 
CH2C12/MeOH 80:20 V/V. 

Chromatographie liquide 51 haute performance. Colonne Lichrosorb RP- 

8(diam 7 ,um) solvant acktate d'ammonium 0,3 M dane H20/MeOH 

** 

(44:56 

(PH 7 ) .  

V/V pour Y1 et H20/MeOH 52:48 V/V pour Y2) debit 1,2 ml/mn 

- Figure 1 : Spectres d'absorption des composes mdthoxy-2 dichloro-6,g 

acridine 

( - - - )  et oligothymidylate-bras-intepcalant 1 ( ~ 1 2 ,  m=5) ( - . - - )  en 

solution dans le cacodylate de sodium 8 M dans H20 /MeOH 80:20 

V/V (PH 7 ) .  

z ( - ) ,  mdthoxy-2 chloro-6 (o-hydroxypentylamino) -9 acridine 3 
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ACRIDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 49 

Avant d'entreprendre la synthese des composes "oligothymidylate- 

bras-intercalant" 1 nous avons, d'une part, btudie la etabilite des 

composes methoxy-2 chloro-6 (o-hydroxyalkylamino) -9 acridine 2 dane 

lee conditions de synthese et de deprotection des oligothymidylates 

et, d'autre part, nous avons test6 la reactivite de la fonction amine 

secondaire en position 9 de l'acridine dans les conditions de couplage 
des oligonucleotides. Les resultats obtenus montrent que les composes 

- 4 sont stables en milieu acide (acide benzene sulfonique) et basique 

(amine tertiaire) non aqueux. 11s sont Cgalement stables en milieu 

aqueux en presence d'acide acetique ou tres fortement basique (NaOH). 

Par contre, B pH faiblement basique (pH entre 8 et 10) en presence 

d'ammoniaque nous observone la formation d'un produit de degradation 

identifie la methoxy-2 chloro-6 amino-9 acridine. La stabilite des 

composes "bras-intercalant" 4 B pH fortement basique en presence de 
0 

soude pourrait s'expliquer par la formation de l'anion HO(CH2)my-Acr' 

Acr' = ri &OCH3 

qui stabilise la liaison -d-N en position 9 de l'acridine contre l'at- 
taque nucleophile de l'ion hydroxyle. En effet il a BtB montre que les 
derives d'amine tertiaire R R'N-Acr'sont beaucoup plus instables en 

milieu basique que leurs analogues R-X-Acr' (11-12). 

Dans le but de determiner la reactivite de la fonction N-H en 

position 9 nous avone phosphorylC la methoxy-2 chloro-6 (butylamino)-9 
acridine dans lee conditions habituelles de couplage des oligodesoxy- 

nucleotides (en utilieant deux equivalents de mononucleotide 3!.phos- 

phodiester 5 et un equivalent de mbthoxy-2 chloro-6 butylamino-9 

acridine en presence de mesitylene sulfonyl tetrazolide (MSTe) (13-14) 

(3 equivalents). Lee resultats obtenus (8) montrent que la reaction de 
phosphorylation du groupe N-H en position 9 eat beaucoup plus lente 

( <5%) que la reaction de couplage d'un nucldotidc 3'-phosphodiester 

avec l'hydroxyle-5' d'un nucldoside ou nucleotide. Compte tenu de ces 

differences de reactivite entre le N -H et l'hydroxyle-5' et de l'eli- 

mination facile des produits secondaires de type phosphoramide par 

chromatographie Bur silice, d'une part, et du manque de stabilite des 

derives RR'N-Acr', d'autre part, nous avons entrepris la eynthese des 

composes "oligothymidylate-bras-intercalant" 1 en utilisant lee deri- 
v6s d'amine primaire 4. 
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50 A S S E L I N E ,  T H U O N G ,  AND H E L E N E  

La eyntheee des composes de structure 1 a BtB realis6e, en solu- 

tion selon la methode au nhosphotriester (13-14) qui consiste a prepa- 
rer dans une premiere etape des composes "oligothymidylate-bras-inter- 

calant" totalement proteges 6 (CCM Tableau 11) puis a Bliminer lea 

differents groupements protecteurs dans la seconde etape. Lee oligo-  

thymidylates totalement proteges 6 ont Bte obtenus par couplage direct 
d'un oligothymidylate 3'-phosphodiester 5 (13-14) avec un exces de 

compose 4 en presence de MSTe dans la pyridine anhydre (methode I) 
schema 11. Cette reaction de couplage est rapide et conduit aux compo- 
ses totalement proZ9gks 6 avec des rendements de l'ordre de 60-70 ,% 

aprCe purification Bur silice. Noue avons observe que la purification 

des composes fr par chromatographie suc silice est facile lorsque la 

chafne nucleotidique est relativement courte (n=1,3,4'8). Par contre 

cette purification devient difficile quand le nombre de thymines eat 

egal ou superieur B douze du fait que les composes totalement proteges 

- 6 et lee nucleotides 3'-phosphodiesters 5 correspondants possedent dee 
Rf voisins (Rf 5(n=12, m=5)=0,34 syst C et Rf 5 (n=12)=0,30 syst C)). 

Ce fait nous a conduits a utiliser la mtthode de couplage des blocs 

(methode 11, schema IT ) ,  qui consiste ?I coupler un leger exces d'o- 

ligothymidylate 3'-phosphodiester 5 avec l'hydroxyle-5' d'un oligo- 

Tableau I1 

Compofles 5 

n D 

1 3 
1 5 

3 5 

4 3 
4 4 
4 5 

8 5 
8 6 

12 5 

- 

I CCM eel d e  sil:ce 60 
Intermediaires 

uti1ises 
CH?C12/MeOH 90:lG V/V 

0,26 

0,26 

0,21 

0,18 

0,18 

0,18 

- 
- 

I 

- 
0.37 

0,36 
0.42 
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ACRIDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 51 

thymidylate porteur d'un groupe "bras-intercalant" en position 3' 1 
pour synthetiser I'octamere 6 (n=8,  m=5) et le dodecamere 6 (n=12, 

m=5), ces composes apr&s d6protection totale conduisent aux oligothy- 
midylates 1 (n=8 et n=12, m=5) qui peuvent dtre facilement separes des 
oligonucl6otides 3'-arylphosphodiester (Tp) Tp plus courts. n'- 1 

La deprotection totale a 6t6 realisee en deux Btapes en Climinant 

d'abord les groupes p-chlorophhyle des phosphates puis en liberant 

ensuite l'hydroxyle 5' par l'acide acbtique a 80 %. 

La desarylation des composes "oligothyrnidylate-bras-intercalant 'L 

a BtB rdalisee par le couple acide benzohydroxamique-diaza- 1,8 bicy- 

clo (5 ,4,0 undec -7&ne)(DBU) dans la pyridine anhydre (15). Nous avons 

choisi d'operer en milieu aprotique afin de limiter la degradation au 

niveau de la liaison C -NH de l'acridine qui eat peu stable en milieu 

aqueux faiblement basique ( 8 ) .  Le chromatogramme du melange brut 

obtenu aprss deprotection (fig. 2 )  de l'octanucleotide 5 (n=8, m=5) 

prepare par couplage de deux tCtranucl6otides montre essentiellement 

un pic principal 95 % q u i  correspond A l'octathymidylate 1 (n-8, 

m=5) et un pic d'inteneit6 beaucoup plus faible 3 % qui correspond A 

9 

CI 

f 

Schema I1 
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5 2  ASSELINE, THUONG, AND HELENE 

I 1 

1 l.O 

TEMPS DE R E T E N T I O N  EN mn w 

Figure 2 : Chromatogramme du melange brut obtenu apres dkprotection de 

l'octanucleotide 6 (n=8, m=5). Colonne Bchangeuse d'ions 

D.E.A.E. sephacel. Eluant NH4 HCO dans H20/MeOH 75:25 

V/V : 0 , O l  M pendant 60 minutes puis 0,Ol M A 0.9 M 

en 270 mn. 

3 

un compose moins ionique comportant A la fois de la thymidine et le 

chromophore de l'acridine et dont le temps de retention eat identique 

A celui du tetranuclkotide 1 (n-4, m=5). Ce produit secondaire pro- 

vient probablement du tktranuclkotide porteur de l'intercalant 1 (n=4, 
m=5) n'ayant pas Pkagi. Ces resultats montrent que le couple acide 

benzohydroxamique-DBU peut Stre utilise pour dbaryler les compoeda 

"oligothymidylate-bras-intercalant" 1. sans degradations decelablee ni 

au niveau de la chafne nucleotidique ni au niveau du groupe "bras- 

intercalant" . 

Apres purification par 6change d'ione la purete et la structure 

des composks 1. ont BtB ver i f i ee s  par diffCrentes mdthodea : La chroma- 
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ACRIDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 53 

tographie B haute performance, lea degradations enzymatiques et la RMN 

(10). 

Lea analyses FPLC par Bchange d'ions et HPLC en phase inverse 

realisees B deux longueurs d'ondes 254 nm et 425 m ont confirme que 

nous avons un produit unique (tableau 111). 

Lea temps de retention obtenus par echange d'ions (fig. 3 )  aug- 

mentent avec le nombre de phoaphodiesters de l'oligonucleotide. 11s 

diminuent quand la longueur de l'oligonucleotide augmente, loraque 

l'analyse eat r6alisee en phase inverse (tableau 111). I1 convient de 

remarquer que dans les conditions de pH utilisees en &change d'ions 

(pH=6) l'acridine eat protonee. Ce qui eat confirm6 par la comparaison 

des temps de retention dee composes "oligonucl8otide-bras-intercalant,, 

- 1 avec ceux des oligothymidylates possbdant le mame nombre de thymines 
et dane lesquels le groupe "bras-intercalant" eat remplace par un 

groupe Bthyle non charge (Tp) Et n=4,8,12 (16). Les resultate de la 

figure 3 montrent que lee composes 1 Be cornportent comme des oligonu- 

cleotides portant une charge negative en moins. 

n 

Lee etudes de degradation enzymatique ont bt6 realisees avec deux 

exonucleases (une exonuclease 5' extraite de rate de veau et une 

exonuclease P1. 
Lee composes 1 sont stables vis B via de l'exonucleaae 3 '  du fait du 

blocage de l'hydroxyle 3I-terminal. L'exonuclease 5' extraite de la 

rate de veau degrade les derives 1 en thymidine 3l-phosphate et en un 
compose identifie au groupe "bras-intercalant" 4. L'action de l'en- 

donucleaee P1 suivie de celle des phosphatases alcalines libere la 

thymidine et le compose 4. Ces resultats confirment la deprotection 
totale de la chaine nucleotidique, l'enchainement 3l-5' des thymi- 

dines ainsi que la presence et la position du groupe intercalant en 3 ' .  

3 '  extraite du venin de serpent) et une endonuclkase 

Le greffage de la chaine hydroxyalkylene en position 9 de 

l'acridine se traduit par des modifications spectrales importantes 

(fig. 11, le couplage du groupe "bras-acridine" 4 B l'oligonucleotide 

provoque egalement d'autres variations spectrales dans le domaine 

visible de l'acridine (fig. 1). Une etude comparative des spectres 
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ACRIDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 

T 
sec. 

900 .  

6oo. 

300- 

55 

+ (Tdn(CH&Acr 
0 (Tp)n CH2CH3 

/+3n=12 /+8n=8 

++n=3 In=' 
Figure 3 : Temps de rdtention sur  colonne dchangeuse d'anions des 

composes (TP)~ (CH,) Acr 1 et (Tp), CH2 CH en fonction 

de leur nombre de charges global. Colonne polyanion HR 

5/5 (Pharmacia) (syst.xl). 

2 5  3 

d'absorption des compos6s 1 montre que les modifications spectrales 

observees varient avec la longueur de l'oligonucleotide. L'allongement 

de la chaitne nucleotidique se traduit par un ldger ddplacement batho- 

chrome des Amax. (Tableau IV). 

Les ddgradations enzymatiques, par 1'exonuclBaee 5' extraite de 
la rate de veau, d'une solution d'octanucl6otide ( T P ) ~ ( C H ~ ) ~ A ~ ~  (fig. 

4) et de tetranucldotide (TP)~(CH ) Acr ont Btd rBalisees dans une 

cuve de spectrophotom&tre. Lee modifications spectrales observ6es 

confirment le deplacement du A en fonction de la longueur de l'oli- 

gonucldotide et rdvClent en plus un hyperchromisme non ndgligeable qui 

augmente avec la taille de l'oligonucleotide (7 f x  dans le cas du 

tCtranuclCotide et 9 % pour l'octanucleotide). Dane lee deux cas, le 

spectre obtenu apr2e digestion totale eat identique a celui du composd 
"bras-intercalant" 4 et les modifications spectrales enregistrees au 

cour8 des temps laissent apparaztre un point isobeatique a 447 nm. 

2 5  

max 
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Tableau IV 

ASSELINE,  THUONG, AND HELENE 

E 425 
9750 

9275 

9175 

9060 

9050 

8855 

8845 

8835 

0021 , , , \ 

Figure 4 : Variations apectrales au coura de la digestion enzymatique 

d'une solution d'octanucleotide (Tp)8(CH2)6Acr par 

l'extrait de rate de veau (exonuclease 5'). a) Spectre 

initial ( T P ) ~ ( C H ~ ) ~ A ~ ~ ,  e) Spectre final : identique 

celui du compoad 4 Acr (CH2l6 OH. 
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ACRIDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 5 7  

A partir de ces observations, en prenant come reference 

E =9750 pour le compose "bras-intercalant" (valeur de E determinee 

pour la quinacrine ( 1 7 )  qui possede le m8me noyau aromatique) et apr8s 
avoir verifid que le rapport des absorbance8 B 425 et B 447 nm ne 

depend pas de la force ionique utilisee et qu'il depend peu de la 

concentration et de la temperature nous avons determine une valeur de 

E~~~ pour chaque oligothymidylate 2 (Tableau IV). 

423 

Les etudes d'interaction dea composes "oligothymidylate -bras- 

intercalant" 1 avec les polynucleotides ont Bt-5 realisdes par spec- 

troscopie d'absorption (18). Lee concentrations des solutions d'oligo- 

nucleotides ont Bt6 determinee8 en utilisant les valeurs de determi- 

ndes prkcedemment. Les resultats obtenus ont montre que lee composes 1. 
donnent des interactions specifiques avec l'acide polyadenylique et 

que lea complexes form& ont une stoechiometrie voisine de 1 (A:T, 

1 : l )  pour tous les composes -1. ce qui confirme le nombre de thymines de 
chaque compose"oligothymidylate-bras-intercalant"8ynth~tis~. Ces re- 
sultats ont egalement montre que lee complexes formes possedent une 

stabilite maximale (Tm plus &eves) lorsque le "bras" reliant l'oligo- 

nucl6otl.de au groupe intercalant possede une longueur superieure ou 

Bgale B cinq methylhe8 (m-5 ou 6 ) .  (18) 

CONCLUSION 

Nous avons prepare une aerie de cornposes "oligothymidylate-bras- 

intercalant" 1 dans lesquels le groupe intercalant derive de la me- 

thoxy-2 chloro-6 amino-9 acridine est relie en position 3 '  de l'oligo- 
desoxynucleotide par l'intermediaire d'une chafne alkylee -(CH ) - . 
Nous avons fait varier la longueur de l'oligothymidylate de 1 I 12 

thymines et celle de la charne alkylde de 3 B 6 methylenes. La syn- 

these de ces substances a BtB realisee selon la methode au phospho- 

triester au solution. La desarylation des phosphates a Bte realisee 

par le couple acide benzohydroxamique-DBU en milieu polaire aprotique 

qui provoque tree peu de degradation au niveau des liaisons internu- 

cleotidiques et au niveau de la liaison C(9)-NH de l'acridine. Aprbs 

verification de la structure et de la purete des composes prepares par 

HPLC, RMN (10) et par degradations enzymatiques nous avons determind 

2 m  
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ASSELINE, THUONG, AND HELENE 58 

pour chacun d'eux le coefficent d'extinction molaire E A 425 nm. 

Celui-ci diminue lorsque la longueur de l'oligothymidylate augmente. A 

cet hypochromisme eat asSOci6 un deplacement bathochrome des spectres 
d'absorption de l'acridine. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

A) Matdriel et Methodes 

Les chromatographies sur couche mince de silice (Merck 60 F 254) 

ont Bt6 developpees dans different6 systgmes de solvants A:- 

CH2C12/MeOH, 9O:lO V/V; B:CH C12/MeOH, 80/20 V/V; C:CH C1 /MeOH 85:15 

V/V; D:iPrOH/ NH40H/H20 65:9:15 V/V; E:iPrOH/NH40H/H20, 85:15:25 V/V 

puis rCv6ldes sous irradiation U.V. B 254 nm (et A 350 nm pour lea 

composes comportant le chromophore de l'acridine) et par carbonisation 

apres pulvdrisation avec une solution d'acide perchlorique a 10 .% 

(pour reveler lee sucres et le groupement dimethoxytrityle) ou une 

solution 51 0,5 % de dibromo-2,6 parabenzoquinone-N-chloroimine (DBPNCf 

dans le methanol en milieu basique (pour reveler les groupements 

phosphates d'aryle). 

2 2 2  

Lea etudes FPLC ont dte realisees s u r  un appareil PHARMACIA Fine 

Chemicals equip6 d'un detecteur 51 longueur d'onde variable U.V 50 
(VARIAN) et d'un integrateur VISTA CDS 401. 

Lee etudes HPLC ont dte realisdes sur un appareil VARIAN modele 

5000 &quip& d'un detecteur a longueur d'onde variable U.V 50 (VARIAN) 
et d'un integrateur VISTA CDS 401. 

Lea spectres d'absorption ont BtB enregistre8 avec un spectropho- 

tom6tre Cary 218 dans des cellules thermordguleea de 1 cm ou de 1 mm 

de trajet optique. 

Les points de rusion des solides o n t  6te deterrnin6s en tube 

capillaire avec un appareil Buchi-Tottali. 
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ACRLDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 59 

Lee aminoalcools, la methoxy-2 dichloro-6,9 acridine, sont des 

produita commerciaux (Aldrich). Lee eolvants utilisds ont BtB seches 

ou distillbs et conserves Bur deehydratants appropries. 

B) SYNTHESES 

I) Composes methoxy-2 chloro-6 ( w  -hydroxyalkylamino)-g acridine 2. 

A une solution de mbthoxy-2 dichloro-6,g acridine 2 (3,59 

mole) dans 2,5 g de phenol a 80'C on ajoute deux equivalents d'amino- 

alcool H2N CH2lmOH 3 (m=3,4,5 et 6) (7,18 mole). La temperature 

est portee A llO'C et maintenue pendant une heure et trente minutes. 

L'avancemen de la reaction eat suivi par chromatographie Bur couche 

mince dans le solvant A (2 Rf=O,g, f! R =0,15). Lorsque la reaction est 
terminee, le melange reactionnel eat dilue avec 3 ml de methanol et 

verse goutte A goutte et sous agitation dans une solution de soude 

aqueuae 2N (20 ml) A O'C. Le prbcipite est easore et lave 8 l'eau 

jusqu'a pH neutre. Le solide jaune obtenu eat recristallisb dans un 

melange H20/MeOH 20:80, V/V. On vdrifie l'blimination totale du phenol 

par le test avec la DBPNC. La purification totale neceeeite une chro- 

matographie Bur gel de silice en utiliaant le eolvant CHCl -MeOH 

100:0, V/V 8 70:30, V/V. 

f 

3 

I1 Composes "oliRonuclbotide-bras-intercalant "totalement protegee 5 

MBthode I 

A une solution de nucleotide 3'-phosphodiester 5 (14) (n=1,3,4,8) 
(3,07 mole) et de m6thoxy-2 chloro-6 ( W -hydroxyalkylamino)-9 

acridine par 
coevaporation avec la pyridine) dane la pyridine anhydre (2 ml) main- 

tenue sous agitation on ajoute le mesitylene sulfonyltetrazolide (7,64 

moles) 8 la temperature ambiante. Lorsque la reaction n'bvolue 

plus (au bout de quarante minutes) l'exces de reactif de couplage est 

detruit par addition d'eau glacde. Le melange reactionnel eat extrait 
avec du chloroforme. La phase organique est lavee avec une solution de 

bicarbonate de sodium 8 5 % et avec de l'eau, puie sechbe et concen- 

tree. 

f! (m=3,4,5 ou 6) ( 3 , 9 9  l o q 4  mole) (prbalablement sechds 
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60 ASSELINE, THUONG, AND HELENE 

Le produit obtenu eat purifid Bur colonne de gel de silice (Blu- 

ant CH2C12/MeOH/Pyridine 94:5,5:0,5 V/V ou eluant CH2Cl2/H20/ac6tone 

43:2:55 V/V). La purification peut Bgalement &re effectuee sur plaque 

de chromatographie preparative (eluant : CH2Cl2/Me0H/Pyridine, 
90:10:0,5, V/V, puis CH2C12/MeOH/Pyridine, 88:15:0,5 V/V). Apree Bva- 

poration du solvant dans le premier caa, extraction et evaporation du 

solvant dana le second cas, le produit obtenu precipite sou8 forme de 

poudre jaune par agitation dane un melange ether-cyclohexane 50/50 

V/V. Lea rendements des oligonucleotides triesters 5 aont voisins de 

60-70 %. 

Mdthode I1 

L'octamere f! (n-8, m=5) et le dod6camGre f! (n=12, m=5) ont BtB 

obtenus en realisant le couplage du tetranucleotide I (n"=4, (1 

equivalent) avec le tdtranucleotide 3'-phosphodiester 2 (n'=4) (1,3 

Bquivalents) ou l'octanucleotide 5 (11'18) (1,3 equivalents) et en 

operant ensuite comme precedemment. Apres purification s u r  colonne de 

gel de silice (Bluant CH2C12/H20/acCtone 43:2:55 ou 38:2:60 V/V) 

l'octanucleotide et le dodecanucleotide ont dte isoles avec des rende- 
mente voieine de 65 X .  

m=5) 

III) DBprotection et purification 

On fait reagir A la temperature ambiante et sous agitation l'oli- 
gonuclfiotide totalement protege 5 avec une solution molaire en acide 

benzohydroxamique et en DBU dans la pyridine anhydre en utilisant 10 

equivalents du couple C H CNHOH-DBU par equivalent de phosphotriester 

aryle A dkprotbger. La fin de la ddprotection peut & h e  auivie en 

contralant l'absence du groupe p-chlorophenylphoephotriester par le 
test A la DBPNC*. Loroque la dtsarglation eat terminbe, le melange 

reactionnel est neutralid avec la rbsine pyridinium (DOWEX 50). Apres 

filtration et lavage de la resine avec un melange H20/MeOH 70:30, V/V, 

le solvant est chaasd par evaporation sous presaion reduite. 

6 58  

*La duree de la desarylation est &gale B 1 h 30 dans le cas d'un 

mononuclCotide et environ 36 heures pour un dodecanucleotide. 
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ACRIDINE SUBSTITUTED OLIGOTHYMIDYLATES 61 

Les oligonucleotides dbsarylee sont trait66 par 1'aci.de acetique 

80 % pendant 1 a 2 heures P la temperature ambiante. L'acide aceti- 

que est eneuite chasse par cokvaporation avec de l'bthanol eous prea- 

sion reduite. Le reaidu obtenu eat repris avec de l'eau et la phase 

aqueuse est ensuite lavee avec de l'bther. 

Apr& deprotection totale les oligonucleotides sont purifies aur  

DEAE aephacel en utilisant des gradients appropries en hydrogenocarbo- 

nate d'ammonium NH HCO dans H O/MeOH, 80:20 V/V en fonction du nombre 

de charges de l'oligonucleotide (gradients : M a 0,2 M pour un 

mononucleotide et M a 0,9 M pour un dodCcanucleotide). 

4 3  2 

IV Determination de la purete et de la structure 

1) Chromatographie en phase liquide 

a) Analyses Bur colonnes echangeuses d'ions 

Elles ont BtB realisees s u r  une colonne polyanion HR 5/5 (Pharma- 

cia) 

(pH6) xl:solvant I=10 M, solvant II=l M en KH2po4 debit 1 ml/mn ; 

gradient 0 a 40 % I1 en 20 mn, M 

en KH2 PO4, d8bit:l ml mn; gradient 0 B 100 % I1 en 10 mn. 

P 254 et P 425 nm en utilisant different8 gradients en K H ~ P O ~  
-2 

-2 x2:solvant 1=10-3 M, .solvant II=10 

b) Analyses en phase inverse 

Elles ont BtB realisees sur une colonne Lichrosorb RP-8 (diam 7 
,urn) Merck L 250 mm, d i m  4 mm, a 254 et A 425 nm en utilisant lee 
syst6mes de eolvant suivants (Y1:solvant=acetate de trietylammonium 

O,3 M dans H20/MeOH 44:56 V/V (pH7), debit 1,2 ml/mn. Y2:~olvant=ac6- 

tate de trietylammonium 0 , 3  M dans H20/MeOH 52:48 V/V (pH7). debit 1,2 

ml/mn. Y :solvant=acCtate de tridthylammonium 0,3 M dans H20/MeOH 

20:80 V/V (pH7), debit 1,2 ml/mn. Y :aolvant=acetate de trietylammo- 

nium 0,3 M dans H20/MeOH 32:68 V/V (pH7) debit 1,2 ml/mn. 

3 
4 . 

2) Degradations enzymatiques 

Nous avons utilise lee exonucleases extraites de la rate de veau 

et du venin de serpent dans les conditions decrites par Miller (19) 
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62 ASSELINE, THUONG, AND HELENE 

11endonuc18ase PI e t  l ee  phosphatases a l c a l i n e e  dana c e l l e s  d e c r i t e s  

p a r  Puruichi  ( 2 0 ) .  

V Determination du c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  molaire  

Nous avons r e a l i s 6  l a  degradat ion complete du t&x?anucleot ide 

( T p l 4 (  C H 2 )  5Acr e t  de 1' octanucleot ide (Tpl8(  CH2 I6Acr p a r  1 exonuclease 

e x t r a i t e  de l a  r a t e  de veau en preeence d'une s o l u t i o n  tampon 10 M 

en cacodylate  de sodium pH7 dans une cuve de spectrophotometre e t  noua 

avons e n r e g i s t r e  l e a  modif icat ions s p e c t r a l e e  observees au cours du 

temps e n t r e  320 e t  530 nm. L e  s p e c t r e  l i m i t e  obtenu e a t  i den t ique  a 
c e l u i  du compos6 Acr(CH2)mOH. 

-2 
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