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

Les aldoximates de tdtramdthylguanidinium(TMG) introduits par Reese et ~011. (1,2) pour dB- 

bloquer les groupes esters arylds d'oligonucl6otides 1 reprcsentent un progres remarquable par 

rapport aux autres rdactifs nucl6ophiles tels que les ions hydroxyle et fluorure qui provoquent 

d'importantes ruptures de la charne nucleotidique. 

1 - 

Miller et ~011. (3,4) ont cependant observd que la pyridine-2 aldoximate de TMG conduit 1 

beaucoup plus de rupture de liaisons internuclEotidiques que le fluorure de t6trabutylammonium (5) 

lorsque l'oligod&aoxynuclCotide est modifi6 et comporte des groupes m6thylphosphonates ouun groupe 

ethylphosphate en plus des groupes arylphosphates. 

En vue de mettre au point un nouveau systi+me de dEsarylation sglective des esters aryl6s 

d'oligoddsoxynucl~otides, nous avons essay6 l'ion benzohydroxamate dont l'effet catalytique a 

6tC signal6 dans l'hydrolyse d'organophosphorEs anticholinest&asiques (6-8) 

Nous d&rivons la dssarylation d'oligothymidylate-3' dthylphosphotriester (') (DMTr)d (T+), Et, 

du dod6canucl6otide (DMTr)dT * T f. T + T 2 Can f Gib + Can f G 
ib 

2 T + T * T ?: T Bz et de l'octa- 
bz 

nuclgotide (DMTr) dT f T i A + T f. Can & A bz ? Gib + Gib Bz (2 = p-chloroph8nylphophotriester) 

par l'ion benzohydroxamate en comparant pour ce dernier exemple avec le p-nitrobenzaldoximate de 

TMG. Les oligodesoxynucl6otides utilis& pour cette Etude ont et6 pr6par& selon la methode au 

phosphotriester en solution 
(10-12) . Les essais de desarylation ont 6tB r6alis8s 1 la temparature 

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

undec-7 &re) (ABH-DBU) (solution IM en ABH et en DBU dans la pyridine anhydre) ou du p-nitroben- 

zaldoximate de TMG (1,2) par rapport au nombre de groupes "arylphosphate" 1 d6protEger. 

La d6protection de tous les groupes "arylphosphotriester" peut 8tre ddterminde par chromato- 

graphie sur couche mince en utilisant les syst&nes A et B (13) et en vdrifiant l'absence de groupe 

"arylphosphate" dans les composds ioniques form& (1%) . Dans ces conditions on observe que le 

temps necessaire pour obtenir une desarylation compllte des oligombres est de l'ordre de 25 mn 

pour un mononucl6otide et de 48 heures pour un dod&anucldotide. Apr&s complgte dgsarylation puis 
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ddprotection totale (14) les composds bruts obtenus sont analyses et purifi& par la chromatogra- 

phie liquide 1 haute performance (HPLC) (Is), 

La d&.arylation des oligothymidylates par le syst&ne ABH-DBU en milieu aprotique (fig. 1,2,3) 

conduit essentiellement aux oligonucl6otides correspondants avec des rendements respectivement 

voisins de 94, 89 et 85 %. L'analyse en phase inverse du dod6cathymidylate (fig. 4) (16) indique 

l'absence d'ester arylc (T-)12 Ar (absence de pit possedant un temps de retention superieur 1 

celui de (T-)L2 Et). Ce qui montre que la ddsarylation par l'ion benzohydroxamate est trPs sdlec- 

tive et ne touche pratiquement pas le groupe ester Cthyle. Les compos& obtenus sont degrades par 

l'exonucl6ase extraite de la rate de veau en thymidine-3' phosphate par contre le venin de serpent 

(crotazus adamenteus) est inactif du fait du blocage de l'hydroxyle-3' terminal. 

t 
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TEMPS DE RETENTION EN nm - 

Figure 1, 2 et 3 - Chromatogrammes des oligonucleotides (T-), Et (n = 4, Fig. l), (n = 8, Fig. 2) 

et (n = 12, Fig. 3) sur colonne echangeuse d'ions. Colonne Polyanion, SI HR 5/S 

(Pharmacia Fine Chemicals) 5 x 50 mm. Solvant A : 0,001 M KH2P04, pH 6. Solvant B : 

1 M KH2PO4, pH 6, debit : 1 ml/mn ; tempgrature 20°C, detecteur 254 nm, gradient : 

0 - 38 %, solvant B, 15 mn. 

t 
E 
C Figure 4 

2 00. I 

Q 
Figure 4 - Chromatogramme du dodEcanuclsotide (T-)12 Et en 

w 60. phase inverse sur une colonne CL8 (MicroPak-SPC 18) (Merck). 

2 Reverse Phase Column (45 mm x 15 cm). Solvant A : acBtate de 
Qm 40. 

P 20. 

tri&hylammonium 0,06 M dans CH3CN/H20, 2:98, v/v, pH 5,9. 

Solvant B : acetate de tri6thylannnonium 0,054 dans CH3CN/H20, 

Q 
24~76, v/v, pH 5,9. D6bit 1,2 mlfmn, 10 % B isochratique, tem- 

9 0 pSrature 2O"C, ddtecteur : 254 nm. 

5 10 

TEMPS DE RETENTION EN nm - 

Dans le cas de 1'octanuclEotide dT-T-A-T-C-A-G-G pour lequel la dssarylation comparative a 

BtB realisee (l'ltape de dgsarylation a 6t6 maintenue pendant 48 heures puis la d6protection 

totale a dte achevee selon le mgme procedd dans les deux cas) (14) 1 es resultats obtenus par les 
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deux mdthodes sont peu differents (fig. 5) avec des rendements respectivement voisins de 80 % 

avec l'ion benzohydroxamate et de 75 % avec la p-nitrobenzaldoxime (17). 

11 est admis que la dgsarylation par les oximes conduit 1 peu de ruptures internucl8otidi- 

ques (ly18). Les chromatogrammes de la figure 5 indiquent pour les deux mdthodes la prdsence de 

plusieurs produits tronqu& en proportions identiques (TR z 6 mn) ou l&gbrement diffcrentes 

(TR = 10 mn). Ces produits secondaires peuvent provenir soit des ruptures internucldotidiques au 

tours de la dgprotection soit de la presence de produits plus courts accompagnant l'oligonucldo- 

tide totalement protege dont la purification absolue est souvent difficile 1 rdaliser (12,18,19). 

11 convient de remarquer que dans le cas des oligothymidylates (fig. 2 et 3) certains produits 

secondaires possedent des temps de retention correspondant aux "blocs" utilisds au tours de la 

synthese 
[ 
(Tk), Et, (TR = 6 mn, n = 4) et (TR = 10 mn, n = 8) 

1. 
Le chromatogramme de la fi8ure 6 

confirme que l'ion bensohydroxamate permet la dsprotection du dod&anuclgotide : 

(DMTr) dT i T 5 T fr T. k Can i Gib i Can + Gib 2 T f T * T .? T Bz sans ruptures internucleotidiques 

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

et du dod&anucliZotide dT-T-T-T-C-G-C-G-T-T-T-T (Fig. 6) sur colonne Qchangeuse 

d'ions. Colonne polyanion SI HR 5/5 (Pharmacia Fine Chemicals) 5 x 50 mm. 

Solvant A : 0,001 M KH2P04, pH 6. Solvant B : 1 M KH2PO4, pH 6, ddbit : 1 d/mm ; 

tempdrature 2O'C ; ddtecteur 254 nm, gradient : 2-40 % solvant B, 20 mn (Fig. 5) 

et gradient Z-50 % solvant B, 15 mn (Fig. 6). 

L'ensemble des r&sultats montre que l'ion benzohydroxamate en milieu aprotique permet la d6- 

sarylation d'oligonuclcotides totalement prot8g6s sans ruptures internucldotidiques importantes. 

Dans le cas de 1'octanuclEotide dT-T-A-T-C-A-G-G comportant Ies quatre nuclgosides la dEprotection 

des phosphates internucleotidiques par ce rdactif conduit 1 d'aussi bons resultats qu'avec l'oxime. 

I1 permet Qgalement le dCblocage selectif des groupes "arylphosphotriester" dans le cas des oli- 

gothymidylates 316thylphosphate. 

Ce nouveau systsme de dcsarylation en milieu aprotique a 6tP. utilis6 pour ddsaryler des oli- 

gothymidylates de typemdthylphosphonate-arylphosphate, alkylphosphate-arylphosphate ainsi que des 
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oligonucl6otides modifibs comportant un groupe sensible 1 l'ion hydroxyle tel que la furocouma- 

rine dont les synthises seront d&rites ailleurs. 

Remerciaments : Nous remercions vivement Mme V. ROIG pour l'aide technique importante qu'elle a 

apportge 2 la rgalisation de ce travail. 
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