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L'ION BENZOHYDROXAMATE : NOUVEAU REACTIF DE DESARYLATION EN SYNTHESE D'OLIGONUCLEOTIDE

U, Asseline et N.T. Thuong

Centre de Biophysique Molé&culaire, C.N.R.S.
1A, avenue de la Recherche Scientifique, 45045 Orléans, France

Summary : Benzohydroxamate ion in aprotic solvent removes selectively the aryl masking group of
oligonucleotide-aryl-phosphotriesters.

(1,2)

Les aldoximates de tétraméthylguanidinium(TMG) introduits par Reese et coll, pour dé-

bloquer les groupes esters arylés d'oligonucléotides 1 représentent un progrds remarquable par
rapport aux autres réactifs nucléophiles tels que les ions hydroxyle et fluorure qui provoquent

d'importantes ruptures de la chalne nucléotidique.
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3,4 ont cependant observé que la pyridine-2 aldoximate de TMG conduit &

Miller et coll.
beaucoup plus de rupture de liaisons internucléotidiques que le fluorure de té&trabutylammonium 4
lorsque 1'oligodésoxynucléotide est modifi& et comporte des groupes méthylphosphonates ouun groupe

éthylphosphate en plus des groupes arylphosphates.

En vue de mettre au point un nouveau systéme de désarylation sélective des esters arylés

d'oligod&soxynucléotides, nous avons essayé l'ion benzohydroxamate dont l'effet catalytique a

8té signalé dans 1'hydrolyse d'organophosphorés anticholinestérasiques (6—8).

Nous décrivons la désarylation d'oligothymidylate-3' &thylphosphotriester & (DMTr)d (T), Et,
¥y P n

du dodécanucléotide (DMTx)dT £ T £ T =T = ¢z Gib £ 3 1 Gib T 2T T *T Bz et de 1'octa-
nucléotide (DMTr) dT * T % Abz rT £ Abz * Gib ks Gib Bz (* = p-chlorophénylphophotriester)
par 1'ion benzohydroxamate en comparant pour ce dernier exemple avec le p-nitrobenzaldoximate de

TMG. Les oligodesoxynucléotides utilis@s pour cette &tude ont &té& préparés selon la méthode au

(10-12)

phosphotriester en solution . Les essais de désarylation ont &té réalisés & la température

ambiante en utilisant 10 équivalents du couple acide benzohydroxamique, 1-8 diazabicyclo (5-4-0

undec-~7 &ne) (ABH-DBU) (solution IM en ABH et en DBU dans la pyridine anhydre) ou du p-nitroben-
(1,2)

~

zaldoximate de TMG par rapport au nombre de groupes “arylphosphate" i déprotéger.
La déprotection de tous les groupes "arylphosphotriester" peut &tre déterminée par chromato-

graphie sur couche mince en utilisant les systémes A et B as)

(13b)

et en vérifiant 1'absence de groupe
"arylphosphate" dans les composés loniques formés . Dans ces conditions on observe que le
temps nécessaire pour obtenir une désarylation compléte des oligoméres est de 1l'ordre de 25 mn

pour un mononucl&otide et de 48 heures pour un dodécanucléotide. Aprdés compldte désarylation puis
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déprotection totale (18 1es composés bruts obtenus sont analysés et purifiés par la chromatogra-

phie liquide 3 haute performance (HPLC) (13),

La désarylation des oligothymidylates par le syst®me ABH-DBU en milieu aprotique (fig. 1,2,3)
conduit essentiellement aux oligonucléotides correspondants avec des rendements respectivement
voisins de 94, 89 et 85 7. L'analyse en phase inverse du dodécathymidylate (fig. 4) (16) indique
1'absence d'ester arylé (T-)12 Ar (absence de pic possédant un temps de rétention supérieur a
celui de (T-);, Et). Ce qui montre que la désarylation par 1'ion benzohydroxamate est tré&s s&lec-
tive et ne touche pratiquement pas le groupe ester &thylé. Les composés obtenus sont dégradé@s par
1'exonucléase extraite de la rate de veau en thymidine-3' phosphate par contre le venin de serpent

(crotalus adamenteus) est inactif du fait du blocage de 1'hydroxyle-3' terminal.
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Figure 1, 2 et 3 - Chromatogrammes des oligonucléotides (T-), Et (n = 4, Fig. 1), (n = 8, Fig. 2)

et (n = 12, Fig. 3) sur colonne &changeuse d'ions. Colonne Polyanion, SI HR 5/5
(Pharmacia Fine Chemicals) 5 x 50 mm. Solvant A : 0,001 M KH,PO4, pH 6. Solvant B :
1 M KH,PO,, pH 6, débit : température 20°C, détecteur 254 nm, gradient :
0 - 38 7, solvant B, 15 mn,

1 ml/mn ;

E Figure 4

< Figure 4 - Chromatogramme du dodécanucléotide (T-)12 Et en

w 60( phase inverse sur une colonne Cyg (MicroPak-SPC 18) (Merck).
2 Reverse Phase Column (45 mm x 15 cm). Solvant A : acétate de
% 401 triéthylammonium 0,06 M dans CH5CN/H,0, 2:98, v/v, pH 5,9.

o

8 Solvant B : acétate de triéthylammonium 0,054 dans CH3CN/H20,
2 201 24:76, v/v, pH 5,9. Débit 1,2 ml/mn, 10 % B isochratique, tem-
NS 4J pérature 20°C, détecteur : 254 nm.
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Dans le cas de 1l'octanucléotide dT-T-A-T-C-A-G-G pour lequel la désarylation comparative a
8td réalisée (1'étape de désarylation a été maintenue pendant 48 heures puis la déprotection

totale a été& achevée selon le méme procé&dé dans les deux cas) (14) 1eg résultats obtenus par les
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deux méthodes sont peu différents (fig. 5) avec des rendements respectivement voisins de 80 7

avec 1'ion benzohydroxamate et de 75 7 avec la p-nitrobenzaldoxime an,

Il est admis que la désarylation par les oximes conduit 3 peu de ruptures internucléotidi-
ques (1’18). Les chromatogrammes de la figure 5 indiquent pour les deux méthodes la présence de
plusieurs produits tronqués en proportions identiques (TR * 6 mn) ou lég&rement différentes
(TR = 10 mn). Ces prodults secondailres peuvent provenir soit des ruptures internucléotidiques au
cours de la déprotection soit de la présence de produits plus courts accompagnant 1'oligonucléo-
tide totalement protégé dont la purification absolue est souvent difficile 4 réaliser (12’18’19).
Il convient de remarquer que dans le cas des oligothymidylates (fig. 2 et 3) certains produits
secondaires possident des temps de rétention correspondant aux '"blocs" utilisés au cours de la
synthése [(Ti)n Et, (T = 6 mn, n = 4) et (Tg = 10 mn, n = 8) ]. Le chromatogramme de la fipgure 6
confirme que 1l'ion benzohydroxamate permet la déprotection du dodécanucléotide :

(DMTr) dT £+ T = T = T * ¢80 = gib £ can Gib 2T T 2T T Bz sans ruptures internucléotidiques

importantes(17).
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Figure 5 et 6 ~ Chromatogrammes de 1'octanucléotide dT-T-A-T-C-A-G-G (Fig. 5 a) ABH, b) oxime)

et du dodécanucléotide dT-T-T-T-C-G-C~G-T-T-T-T (Fig. 6) sur colonne &changeuse
d'ions. Colonne polyanion SI HR 5/5 (Pharmacia Fine Chemicals) 5 x 50 mm.

Solvant A : 0,001 M KH,PO,, pH 6. Solvant B : 1 M KH;PO;, pH 6, débit : 1 ml/mm ;
temp&rature 20°C ; détecteur 254 nm, gradient : 2-40 7 solvant B, 20 mn (Fig. 5)

et gradient 2-50 7 solvant B, 15 mn (Fig. 6).

L'ensemble des rd&sultats montre que 1'ion benzohydroxamate en milieu aprotique permet la dé-
sarylation d'oligonucléotides totalement protégés sans ruptures internucléotidiques importantes.
Dans le cas de 1'octanucléotide dT-T-A-T-C-A-G-G comportant les quatre nucléosides la déprotection
des phosphates internucléotidiques par ce réactif conduit 3 d'aussi bons résultats qu'avec 1l'oxime,
I1 permet également le déblocage sélectif des groupes "arylphosphotriester" dans le cas des oli-
gothymidylates 3!&thylphosphate.

Ce nouveau systéme de dé&sarylation en milieu aprotique a &té utilisé pour désaryler des oli-

gothymidylates de type méthylphosphonate-arylphosphate, alkylphosphate-arylphosphate ainsi que des
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oligonucléotides modifiés comportant un groupe sensible 3 1'ion hydroxyle tel que la furocouma-

rine dont les synthéses seront décrites ailleurs.
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