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Summatq. A new and highly LLpopWc phonphate pfiotecZ&g gtloup : Z-ckeo~o-4-Rhi*y~phenq~ wcu 

wed in fhe pho~phottiente/r apwoach &OR oi!igodeoxy~ibonucleofide nynthenL5. The AOuh deoxy- 

tribonuc&eonide-3’-atryP-B-cyanoeRhy~ phonphaten WUIC nyn;theGzed in high yi&d in a Cmp& nttep 

@om the nucleoside de,tivaLiv~ . Jh_b nczu phonphate photecting ghoup dacilitied p#ti,$iction 

and enhanced the q&Ldn 06 athe @lLy photecRed intekmediatQ;I duhing pkepahation 06 T(pJ19. 

Lors de la preparation, selon la methode au phosphotriester classique' en phase liquide 

d'oligodesoxyribonucleotides de longueur superieure a 6 ou 8 unites nucleotidiques, des diffi- 

cult& d'extraction et de purification apparaissent 2,3 qui augmentent de facon dramatique avec 

la longueur de la chaine nucleotidique entierement protegee (specialement pour des fragments 

riches en thymine et en quanine). Ces difficult& resultent d'une augmentation de la polarite 

de ces oligomeres et, par consequent, d'une diminution de leur solubilite dans les solvants 

organiques et se traduisent par des baisses importantes des rendements en produits isoles lors 

des purifications par chromatographie sur gel de silice2. 

Une solution a ce probleme consiste a introduire des groupements protecteurs apportant un 

fort caractere lipophile aux oligonucleotides en croissance et qui sont gardes tout au long de 

la synthese. Ces groupements peuvent etre introduits a deux niveaux : a) lors de la protec- 

tion des residus heterocycliques 
3-9 ; b) et/au lors de la protection des phosphates internu- 

cleotidiques. La recherche d'un accroissement de lipophilie apportee au niveau de la protec- 
10 

tion du phosphate a @te peu developpee a ce jour . Cependant, l'utilisation d'un nouveau 

groupement protecteur du phosphate, presentant un fort caractere lipophile, nous est apparue 

particulierement interessante, dans la mesure 08 ce meme oroupement peut etre introduit requ- 

lierement sur la chaine oligonucleotidique en croissance autant de fois que celle-ci contient 

d'unites nucleotidiques. 

Dans ce but, nous proposons le chloro-2 trityl-4 ahenyle comme groupement protecteur des 

phosphates internucleotidiques et nous decrivons la preparation des quatre synthons desoxyri- 

bonucleotidiques 5 en une seule @tape par l'intermediaire d'un reactif mono-fonctionnel : 
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le (chloro-2 trityl-4 phenyl) B-cyanoethyl phosphate de triethylammonium 3 dont la preparation 

_ a ete realisee selon le schema I avec un rendement global de 46 %. 

OH i, ii, iii 
0-P(OCH,CH,CN), 

2 
1 

Tr O-P -OCH,CH,CN 

4 3 

Tr = trityl 
’ N-chloroacgtamide/HCl aqueux/dioxanne ; ii : 1: P0C13/Gthyl-I mgthyl-2 chloro-5 

imidazole ; iii : f+cyanoGthanol/pyridine. 

SCHEMA I. 

La derniere @tape est le point critique de cette synthese.. En effet, si le traitement de l'aryl 

bis-cyanoethyl phosphate 2 par une solution de triethylamine (1,8k!, 7,7 equivalents molaires) 

Ar = chloro-2 trityl-4 phgnyl 
DMTr = dinkthoxy-4,4' trityl 

B 

MSNT 
0 

+3 - DMTrO 0-:-OCH,CH,CN 
I 

bAr 
6 

a : B = thyminyl-I 
b : B = N-6-benzoy?adGninyl-9 
c: B = N-4-benzoylcytosinyl-1 

d : B = N-2-isobutyrylguaninyl-9 

SCHEMA II. 

dans de la pyridineanhydre, pendant une heure a temperature ambiante, donne de facon preponde- 

rante le se1 cristallin de triethylammonium attendu 3 
11 

avec un rendement de 65 %, on note la ^, 
formation en faible proportion (5-10 %) d'un compose plus polaire correspondant au arylphospha- 

te 4 et qui provient d'une elimination partielle des 2 groupements cyanoethyles. 



La condensation du phosphate de triethylammonium 3 

thymidine 5a (1 mmole) en presence de mesitylsulfonyl-i 
.._ 
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(1,l mmole) avec la 0-dimethoxytrityl-5' 

nitro-3 triazole-1,2,412 (MSNT, 2,2 

F-:l.:) dans de la pyridine anhydre (5 ml) a temperature ambiante pendant 1 heure, conduit es- . . . 

sentiellement au desoxyribonucleoside phosphotriester-3' 6a entierement protege (Schema II). 
_- 

Ceiui-ci est isole apres extraction et purification par chromatographie sur courte colonne de 

gel de silice avec un rendement de 80 %. Les resultats de l'analyse elementaire et des spectres 

de RMN de 'H et 31 P confirment la structure du compose obtenu. D'une facon analogue, les deso- 

xyribonucleosides phosphotriesters-3' entierement proteges 6b, 6c et 6d ont @te obtenus avec __ _- _- 
des rendements respectifs de 90, 94 et 67 %. 

Pour illustrer l'efficacite de ce nouveau groupement protecteur du phosphate : chloro-2 

trityl-4 phenyle, nous avons effectue la synthese du decathymidine nonaphosphate a partir du 

synthon 6a et de la 0-benzoyl-3' thymidine (Tableau I). La methode utilisee pour cette synthese 

est esseniiellement celle d&rite par Narang et col. 
13 . Au prealable, a chaque etape d'elonga- 

tion, il est necessaire de deproteger selectivement, d'une part l'extremite OH-5' d'un nucleo- 

tide ou oligonucleotide entierement protege par action d'acide benzenesulfonique a 2 % dans un 

melange chlorofonae-methanol et, d'autre part, l'extremite phosphodiester-3' d'un autre derive 

nucleotidique ou oligonucleotidique entierement protege par elimination du groupement B-cyano- 

thy1 avec delatriethylamine en solution dans un melange eau-pyridine (l/9, v/v). Dans chaque 

cas, on a verifie par CCM que la protection chloro-2 trityl-4 phenyle etait integralement pre- 

servee au tours de ces precedents traitements, Le MSNT a ete utilise comme agent de couplage. 

Tableau I. Rkultats des reactions de couplage obtenus lors de la synthsse 
de (Tpj9T entisrement protSg6. 

Compost Compost Temps de 
phosphodiester-3' hydroxyl-5' PfSNT rgaction Produit obtenu Rendement 

(nnnoles) (mmoles) (mmoles) (mn) % 

DMTr T; _6_a (0,51) T Bz (0,461 I,27 60 DMTr TGT Bz 7 88 

DMTr TGT; (0,401 T;T; CNE (0,36) I,0 55 DMTr T(;T)3; CNE 85 

DMTr T(iT)3; (0,15) T;T Bz (0,18) 0,75 40 DMTr T(;T)4;T Bz 78 

DMTr T(;T)3; (OJI) (TfY)5~ BZ (o,lo) I,3 40 DMTr T(iT)8iT Bz 8 72 

BZ : benzoyl ; CNE : a-cyanogthyl , i : chloro-2 trityl-4 phdnyl phosphate 

Le gain de lipophilie apporte par les groupements chloro-2 trityl-4 phenyles a tres nette- 

ment facilite la purification des oligonucleotides obtenus sous forme entierement protegee par 

extraction et chromatographie rapide sur colonne de gel de silice. Ceci s'est traduit par de 

bons rendements en produits isoles (Tableau I). La deprotection des phosphates internucleotidi- 

ques a et@ effectuee par action du nitro-4 benzaldoximate de tetramethylguanidinium sur le deca- 

nucleoside nonaphosphate TV entierement protege 5, pendant 16 heures a temperature ambiante, 
14 

selon la procedure d&rite par Reese et col. . Des essais prealables effect&s sur le dinucleo- 
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side monophosphate entierement protege TpT 7 ont montre que l'action d'une solution 0,3M de _ 
nitro-4 benzaldoximate de tetramethylguanidinium dans un melange eau-dioxanne (l/l, v/v) a 

temperature ambiante, pet-met d'enlever totalement la protection chloro-2 trityl-4 phenyle en 

moins de 2 heures (le temps de demi-reaction a et@ estime entre 10 et 15 mn par CCM). Ces re- 

sultats sont tout a fait comparables 1 ceux obtenus avec le groupement chloro-2 phenyle 14 et 

montrent que celui-ci peut Ctre avantageusement remplace par le groupement chloro-2 trityl-4 

phenyle pour la protection du phosphate. 

Enfin, la deprotection totale du decathymidine nonaphosphate a et@ achevee par l'action 

d'ammoniaque concentre pendant 5 heures en tube scelle a 50", puis par traitement avec un me- 

lange acide acetique-eau (8/2, v/v). Apres purification sur colonne de DEAE-Sephadex, le compo- 

se obtenu a et@ caracterise 
15 . Le developpement de cette nouvelle protection du phosphate est 

actuellement en tours pour la synthese d'oligodesoxyribonucleotides dont les sequences compor- 

tent les quatre bases. 

References et notes 

1. Pour une revue, voir C.B. Reese, Tetrahedron, 34, 3143 (1978). 

2. J.F.M. de Rooij, R. Arentzen, J.A.J. Den Hartog, G. Van der Mare1 et J.H. Van Boom, J. of 

Chromatography, 171, 453 (1979). 

3. J.B. Chattopadhyaya et C.B. Reese, Nucleic Acids Res., 8, 2039 (1980) et references citees. 

4. R.W. Adamiak, R. Arentzen et C.B. Reese, Tetrahedron Lett., 1431 (1977). 

5. J.B. Chattopadhyaya et C.B. Reese, J. Chem. Sot. Chem. Comm., 639 (1978). 

6. S.S. Jones, C.B. Reese, S. Sibanda et A. Ubasawa, Tetrahedron Lett., 22, 4755 (1981). 

7. B.L. Gaffney et R.A. Jones, Tetrahedron Lett., 3, 2257 (1982). 

8. B.E. Watkins, J.S. Kiely et H. Rapoport, 3. Amer. Chem. Sot., 104, 5702 (1982). 

9. M. Sekine, J. Matsuzaki et T. Hata, Tetrahedron Lett., 23, 5287 (1982). 

10.R. Arentzen, C.A.A. Van Boekel, G. Van der Marel, J.H. Van Boom, Synthesis, 137 (1979). 

ll.F : 134-136" (acetate d'ethyle-ether ethylique) ; 31 P (chloroforme) G(ppm) : -6,57 (par rap- 

port 1 la reference externe H3P04 5 %) ; IH (deuteriochloroforme) G(ppm) : 2,68 (t, CH2CN), 

4,22 (m, 0-CH2), 7,22 (m, 18 protons aromatiques). 

12.S.S. Jones, B. Rayner, C.B. Reese, A. Ubasawa et M. Ubasawa, Tetrahedron, 36, 3075 (1980). -_ 

13.K. Itakura, C.P. Bahl, N. Katagiri, J.J. Michniewicz, R.H. Wightman et S.A. Narang, Can. J. 

Chem:, z, 3649 (1973) ; J. Stawinski, T. Hozumi, S.A. Narang, C.P. Bahl et R. Wu, Nucleic 

Acids Res., 4, 353 (1977) ; W.L. Sung, H.M. Hsiung, R. Brousseau, J. Michniewicz, R. Wu et 

S.A. Narang, Nucleic Acids Res., 7, 2199 (1979). 

14.C.B. Reese et L. Zard, Nucleic Acids Res., 9, 4611 (1981). 

15.Le decanucleotide obtenu a ete entierement degrade sous l'action de la phosphodiesterase de 

c~o-tdeti dwuhuh h~mi~icti en thymidine et thymidine phosphate-5' dans un rapport l/9. 

(Received in France 18 March 1983) 


