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Abstract : A method for the preparation of unprotected oligonucleotides, which remain
anchored by a covalent linkage to a solid support, is described. Synthesis of several sequences
up to a 18-mer by the phosphotriester method is reported.

Développée depuis & peine vingt ans1, la synthése en phase solide d'oligoribo- ou
désoxyribo- nucléotides présente l'avantage sur la phase liquide de supprimer les nombreuses
étapes de purification des oligoméres intermédiaires et d'étre ainsi une méthode de synthése
simple et rapide. L'automatisation de cette technique en série désoxyribose en est 1'illustra-
tion. Le choix du support est déterminant (solubilité, hydrophilie, porosité&, gonflement...),
selon la méthode de synthése utilisée : phosphodiester, phosphotriester ou phosphoramidite.
Divers polyméres ont été étudiés : polystyrénez, cellulose3, polyéthyléneglycol4, polydiméthyl-

acrylamides, polyacrylmorpholide6, silice7, billes de verre” ... L'accrochage du premier
nucléotide au support se fait le plus souvent sur 1'hydroxyle en 3' aprés activation (élongation
2e-f,6d

de la chaine dans le sens 3' - 5'), ou sur le groupe trityl en 5' (élongation dans le

sens 5' -~ 3'). Dans les deux cas, 1'oligomére ainsi construit est libéré du support lors des

réactions de déprotection. L'ancrage par un ribonucléotide proposé récemment8a

, S'avére
extrémement intéressant. La fonctionnalisation du polymére est ainsi réduite & un seul
nucléotide quelque soit la séquence voulue. Aprés décrochage de 1'oligomére, le résidu ribo-
nucléique est éliminé par oxydation au periodate suivie d'une B-éliminationg, ou par action
d'ions Pb2 + 8C’10.

Nous décrivons ici une méthode de préparation de fragments d'oligonucléotides totalement
déprotégés et 1iés de fagon covalente a un support. La liaison entre le premier nucléotide
et le support est assurée par le sommet C-4 d'une pyrimidine ou C-6 d'une purine. Tout
support répondant aux critéres classiques de la méthode au phosphotriester ou phosphoramidite
convient, par ex. polyacrylmorpholide, billes de verre, silice. Le bras est constitué d'une
chaine carbonée de longueur variable (4 & 20 atomes) pouvant comporter des hétéroatomes (0, N).
Celui-ci est, soit inhérent au support commercial (Pierce, CPG-AALC, diamétre des pores 500 Z,
taille des particules 125 u), soit synthétisé par condensation d'une diamine (diamino-1, 10
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décane, éthylénediamine, spermine) sur le polyacrylmorpholide6a (Enzacryl Gel K-2) ou de la
triéthoxysi1y1propylamine7e sur la silice.

N
~N H,N—(C, N, 0)-—( support HN—(C, N, 0)-<support
(2 -~ (&
o O
Ry R,0 O
RO X RO X
1aRy =DM ; Ry=Bz; X=H;B=T-1bB =Me-5
23Ry =DMT ; R, =® ; X =H;B=T-2bB = Me-5C
3aRy =DM ; Ry, =Bz ; X=H;B=G~3bB=Nj,-2A
43Ry =8z ;R =® ; X=08z;B=U~4bB=C
S5a Ry =DMT ; R, =® ; X =08z ;B=U~5B-=C
0-p-Cl
avec @ : ~P-0CH,CH,CN

0

L'activation de la base sur les sommets 4 ou 6 est effectuée de facon classique par un dérivé
hétérocyclique11. Nous avons utilisé le triazole-1,2,4. Les dérivés 3a, 4a et 5a sont préparés
selon la méthode utilisée pour les composés 1a et 1g11c : 2 équivalents d'o.chlorophénylphos-
phorodichloridate et 4 équivalents 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 nucléosides activés par des diamines aliphatiques modéles (diamino-1,6 hexane, diamino-
1,10 décane), est étudiée en solution dans le dioxanne. En accord avec la littérature11,

on observe les dérivés monoalcoylés. Compte tenu de ces résultats, le support est laissé

au contact du nucléoside activé dans le dioxanne ou la pyridine pendant plusieurs jours, puis
il est essoré et rincé abondamment (dioxanne ou méthanol). Les fonctions amines non substituées
sont ensuite bloquées, avant toute étape de couplage, par traitement & 1'anhydride acétique
dans la pyridine (1/9) ou le chloroformate d'isobutyle suivi du chlorure de triméthylsilyle
(test négatif & la ninhydrine). Le degré de substitution des différents supports est évalué
par dosage d 507 nm du groupe diméthoxytrityl. Les résultats sont consignés dans le tableau.
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TABLEAU
Tps de : .
Polymére Bras Nucléoside contact Subs;;}gﬁlon SUDESFt
(jour) " 9
polyacryl- diamino-1,10 1a 8 63 1
morpholide décane
! diamino-1,10 2a 20 71 2
décane -
" diamino-1,10 4a 25 29 3
décane
! diamino-1,2 2a 14 32 4
éthane
! spermine 1a 13 94 5
Silice 7734 3-amino propane 13 20 85 6
Merck
Silice porasil " 3a 20 16 7
Waters (37-75n)
CPG-AALC amine & longue 1a 16 25 8
Pierce chaine
CPG-AALC " 5a 17 10 9
Pierce

'dosage effectué aprés acétylation des fonctions amines non substituées puis couplage avec

DMT.

TBZ en présence de tri-isopropylsulfonyl-nitrotriazole (TPSNT).

Ce type d'accrochage laisse libre les fonctions hydroxyles du sucre et permet ainsi 1'élonga-
tion de la chaine nucléotidique dans le sens 3' - 5' (supports n® 1, 5, 6, 7 et 8) ou 5' - 3!
(support n° 3) ou indifféremment dans les deux sens {supports n° 2, 4 et 9).
La stabilité de la liaison nucléoside-support vis-a-vis des conditions de déblocage

(TMGPAO12, NH40H, H+) est vérifiée pour les différents types de support. Ainsi le chauffage
dans 1'ammoniaque concentrée a 50°C pendant 5 h n'altére en rien les supports 1 et 8, le dosage
du diméthoxytrityle reste constant. Aprés une nuit a 50°C, on constate une perte de capacité

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

filtrats par CLHP13

pour synthétiser un 18-mére (5|TCG3T12

confirme ces résultats. Le support 8 (200 mg, 25 umoles/g) est utilisé
Mec-support) selon la méthode au phosphotriester

(rendement moyen de couplage de 85 %). Aprés déblocage des groupements protecteurs, la
séquence est vérifiée par hydrolyse du support dans 1'acide chlorhydrique 2N pendant 5 heures.
On retrouve dans le filtrat les trois bases utilisées dans un rapport convenable (dosage

cLhp) 13,

L'ancrage par un ribonucléotide (supports 3 et 9) permet de décrocher si nécessaire le
fragment synthétisé, dans des conditions autres que celles utilisées pour la déprotection des

séquencesga’g’10

. Ainsi sur le support 9 (35 mg, 10 umoles/g) a été synthétisé le tétramére

(TD)3T. Aprés déprotection classique des phosphates, le traitement de ce support par la soude
2N permet de décrocher sans altération le tétramére. Le filtrat est contr6lé par CLHP13 en
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présence d'un témoin (Tp)3T synthétisé de fagon classique (temps de rétention de 8.93 mn).

Cette méthode permet de disposer d'oligonucléotides déprotégés ancrés de fagon covalente
3 un support. La construction des séquences peut se faire indifféremment dans les deux sens :
3" - 5' et 5' - 3', L'ancrage par un ribonucléotide permet de décrocher chimiquement la
séquence au moment voulu. Ces supports devraient &tre d'excellents outils pour la biologie
moléculaire (chromatographie d'affinité, sonde ancrée ...).
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