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SYNTHESE D'OLIGONUCLEOTIDES LIES DE FACON COVALENTE A UN SUPPORT SOLIDE 
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INSTITUT PASTEUR, 28, rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Ceder 15 (France) 

Abstract : A method for the preparation of unprotected otigonucleotides, which remain 
anchored by a covalent linkage to a solid support, is described. Synthesis of several sequences 
up to a I&mer by the phosphotriester method is reported. 

Developpee depuis a peine vingt ans', la synthese en phase solide d'oligoribo- ou 

desoxyribo- nucleotides presente l'avantage sur la phase liquide de supprimer les nombreuses 

&apes de purification des oligomkes intermediaires et d'&.re ainsi une methode de synthese 

simple et rapide. L'automatisation de cette technique en serie desoxyribose en est l'illustra- 

tion. Le choix du support est determinant (solubilite, hydrophilie, porosite, gonflement...), 

selon la methode de synthese utilisee : phosphodiester, phosphotriester ou phosphoramidite. 

Divers polymer-es ont et@ etudies : polystyrene2, cellulose3, 

acrylamide5, polyacrylmorpholide6, 

poly&hyleneglyco14, polydimethyl- 

silice7 , billes de verre8 . . . L'accrochage du premier 

nucleotide au support se fait le plus souvent sur l'hydroxyle en 3' apres activation (elongation 

de la chaine dans le sens 3' - 5'1, ou sur le groupe trityl en 5' 2e-f'6d (elongation dans le 

sens 5' - 3'). Dans les deux cas, l'oligomere ainsi construit est lib&e du support lors des 

reactions de deprotection. L'ancrage par un ribonucleotide propose recemment8a, s'avere 

extremement interessant. La fonctionnalisation du polymere est ainsi reduite a un seul 

nucleotide quelque soit la sequence voulue. Apres decrochage de l'oligomere, le residu ribo- 

nucleique est elimine par oxydation au periodate suivie d'une B-elimination', ou par action 

d'ions Pb2 + 8c910. 

Nous decrivons ici une methode de preparation de fragments d'oligonucleotides totalement 

deproteges et lies de facon covalente a un support. La liaison entre le premier nucleotide 

et le support est assuree par le sommet C-4 d'une pyrimidine ou C-6 d'une purine. Tout 

support repondant aux criteres classiques de la methode au phosphotriester ou phosphoramidite 

convient, par ex. polyacrylmorpholide, billes de verre, silice. Le bras est constitue d'une 

chaine carbonee de longueur variable (4 a 20 atomes) pouvant comporter des heteroatomes (0, N). 

Celui-ci est, soit inherent au support commercial (Pierce, CPG-AALC, diametre des pores 500 i, 

taille des particules 125 I.I), soit synthetise par condensation d'une diamine (diamino-I, 10 
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decane, ethylenediamine, spermine) sur le polyacrylmorpholide 6a (Enzacryl Gel K-2) ou de la 

triethoxysilylpropylamine7e sur la silice. 
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L'activation de la base sur les sommets 4 ou 6 est effectuee de facon classique par un derive 

heterocyclique ". Nous avons utilise le triazole-1,2,4. Les derives 3a_, 4a et 5a sont prepares 

selon la methode utilisee pour les composes la et Ib'lc 

-- 

-- : 2 equivalents d'o.chlorophenylphos- 

phorodichloridate et 4 equivalents de triazole-1,2,4 dans la pyridine anhydre, avec des 

rendements de 68 %, 82 % et 79 % respectivement. Dans un premier temps, la substitution de 

ces nucleosides actives par des diamines aliphatiques modeles (diamino-I,6 hexane, diamino- 
11 

1,lO decane), est etudiee en solution dans le dioxanne. En accord avec la litterature , 

on observe les derives monoalcoyles. Compte tenu de ces resultats, le support est laisse 

au contact du nucleoside active dans le dioxanne ou la pyridine pendant plusieurs jours, puis 

il est essore et rince abondamment (dioxanne ou methanol). Les fonctions amines non substituees 

sont ensuite bloquees, avant toute &ape de couplage, par traitement a l'anhydride acetique 

dans la pyridine (l/9) ou le chloroformate d'isobutyle suivi du chlorure de trimethylsilyle 

(test negatif a la ninhydrine). Le degre de substitution des differents supports est @value 

par dosage a 507 nm du groupe dimethoxytrityl. Les resultats sont consign& dans le tableau. 
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TABLEAU 

Bras 

polyacryl- diamino-I,10 la 63 
morpholide decane 

- 

II diamino-I,10 2a 71 
decane 

- 

$I diamino-I,10 4a 29 
decane 

- 

II diamino-I,2 2a 32 
ethane 

- 

II spermine 
Silice 7734 3-amino propane g :z - 

Merck 
Silice porasil ,I 3a 16 
Waters (37-751.1) 

- 

CPG-AALC amine a longue la 25 
Pierce chaine 

- 

CPG-AALC ,I 5a 10 - 
Pierce 

Tps de 
contact 
(jour) 

a 

20 

25 

14 

:; 

20 

16 

17 

Nucleoside 
Substitution 

pmole/g 
Support 

No Polymere 

'dosage effect& apres acetylation des fonctions amines non substituees puis couplage avec 
DMTT Bz en presence de tri-isopropylsulfonyl-nitrotriazole (TPSNT). 

Ce type d'accrochage laisse libre les fonctions hydroxyles du sucre et permet ainsi l'elonga- 

tion de la chaTne nucleotidique dans le sens 3' - 5' (supports no 1, 5, 6, 7 et 8) ou 5' - 3' 

(support no 3) ou indifferemment dans les deux sens (supports no 2, 4 et 9). 

La stabilite de la liaison nucleoside-support vis-a-vis des conditions de deblocage 

(TMGPAO12, NH40H, Ht) est verifiee pour les differrents types de support. Ainsi le chauffage 

dans l'ammoniaque concentree a 50°C pendant 5 h n'altke en rien les supports 1 et 8, le dosage 

du dimethoxytrityle reste constant. Apres une nuit a 5O"C, on constate une perte de capacite 

de 10 % pour le support 1 alors qu'elle reste inchangee pour le support 8. Le contrdle des 

filtrats par CLHP13 confirme ces resultats. Le support 8 (200 mg, 25 umoles/g) est utilise 

pour synthetiser un la-mere ("TCG3T12 Me C-support) selon la methode au phosphotriester 

(rendement moyen de couplage de 85 %). AprPs deblocage des groupements protecteurs, la 

sequence est verifiee par hydrolyse du support dans l'acide chlorhydrique 2N pendant 5 heures. 

On retrouve dans le filtrat les trois bases utilisees dans un rapport convenable (dosage 

CLHP)13. 

L'ancrage par un ribonucleotide (supports 3 et 9) permet de decrocher si necessaire le 

fragment synthetise, dans des conditions autres que celles utilisees pour la deprotection des 

sequences 
aa,9,10 . Ainsi sur le support 9 (35 mg, IO pmoles/g) a et@ synthetise le t&ram&e 

(Tp)3T. Apres deprotection classique des phosphates, le traitement de ce support par la soude 

2N permet de decrocher sans alteration le t&ram&e. Le filtrat est contrdle par CLHP" en 
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presence d'un temoin (Tp)3T synthetise de facon classique (temps de retention de 8.93 mn). 

Cette methode permet de disposer d'oligonucleotides deproteges ancres de facon covalente 

a un support. La construction des sequences peut se faire indifferemment dans les deux sens : 

3' - 5' et 5' - 3'. L'ancrage par un ribonucleotide permet de decrocher chimiquement la 

sequence au moment voulu. Ces supports devraient &tre d'excellents outils pour la biologie 

moleculaire (chromatographie d’affinite, sonde ancree . ..). 
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