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zz,q. Two branched trinucleotides, consisting of an adenosine linked at 3' to a cytidine and 
to a guanosine or to a Z-amino-6-phenylmercapto-purine riboside were synthesized from a 

common precursor. 

11 est maintenant bien Qtabli qu'au tours de l'epissage des precurseurs des ARN messagers', 

une liaison covalente phosphodiester s'etablit entre l'hydroxyle-2' d'une adenosine et le phos- 

phate porti! par 1'extremi'c.e 5' prealablement liberee de l'in'cron, generalement celui d'une gua- 

nosine. 11 en resulte la formation d'une structure branchee en lasso qui est ensuite degradee 

pour conduire d un triribonucleotide particulier, tel 5. 
-2 

Entre la decouverte en 1983, par Wallace et Edmonds , des ribonucleotides branches et l'a- 

boutissement de ce travail, trois manuscrits ont rapport6 la synthese chimique de diverses 

molecules de ce type 3,5 ; cependant, seul le dernier 
5 
decrit leur obtention en quantiti! notable 

et avec des rendements raisonnables. Enfin, tout recemment, une communication a Qte presentee 
6 

sur le mgme sujet . 

Pour notre part, nous presentons ici une synthese regiospecifique de deux triribonucleosides 

diphosphates : le premier, 5, a Qte trouve au point de branchement des structures lasso des ARN - 

precurseurs de la globine-0 humaine7 ; le second, 2. est un analogue de 2 dont la guanine est 

modifiee en position 6. 

Notre approche, basee sur une strategic totalement differente des deux premieres rapportees 
3,4 5 

mais similaire de la troisieme , a implique la preparation prealable, selon la methode au 

phosphotriester modifiee', du dimere totalement protege 'l'. Tous les essais d'elimination selec- 

tive dans des conditions acides du groupement methoxytetrahydropyrannyle en 2' de 1 nous ont - 

conduits B des coupures et migrations de la liaison internucleotidique et ce conformement aux 

resultats de la litterature 
10 . Par contre, le dimere partiellement dirprotege 2 fu'c facilement - 

obtenu en traitant dans un premier temps 1 par du fluorure de tetrabutylammonium 0,05M dans un 

melange THF-pyridine-eau (E1:1:1, v/v/v) durant 14 heures a temperature ambiante 
II 

et ce afin de 

former le phosphate diester ; puis en Qliminant le groupement acido-labile en 2' par de 1'HCl 

0,OlN dans un melange eau-dioxanne (l:'l, v/v) durant 3 heures a temperature ambiante. Notons que 
12 

dans ces conditions aucune isomerisation de 3' en 2' ne put Qtre decelee . 

L'Qtape suivante consista en une condensation, dans l'acetonitrile et an presence de tetrazo- 

1e5, de 2 avec le synthon phosphoroamidite derive de la guanosine 3, suivie d'une oxydation par - 
l'iode de l'atome de phosphore. Le triribonucl6otide protege 4 put ainsi Qtre obtenu avec un ren- 

12 
- 

dement satisfaisant . Le compose 3 a ete prealablement prepare dans l'acetonitrile a partir du 

nucleoside OH-5' correspondant 
13 

et de la bis(diisopropylaminolmethoxyphosphine , en presence de 
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diisopropylammonium tetrazolide . S particularite est de posseder l'hydroxyle en 6 protege par 

le groupement diphenylcarbamoyle [DPCI. le DPC ayant l'avantage de pouvoir gtre introduit pra- 

tiquement quantitativement, d'augmenter la lipophilicite et de pouvoir gtre facilement detecti! 
1.5 

sous forme de tache bleu fence par CCM apres chauffage . 

La deprotection finale a et& realisee en traitant le trinucleotide 4 successivement et dans 

l'ordre par : 11 un melange de thiophenol-triethylamine-dioxanne [1:2:2, v/v/v, 25 ml par mmole 

de 4 : 2 heures, temperature ambiante) afin d'enlever le methyle du phosphotriester 16 ; a ce 

stade, une rapide chromatographie sur colonne de silice a permis d'eliminer une grande partie 

du thiophenol ; 21 l'acide acetique aqueux 80 % (2 heures, 

ser la fonction methoxymethylene 
17 

temperature ambiantel afin d'hydroly- 

; 31 soit l'ammoniaque aqueux 20 % (22 heures, 55OC1, soit le 

p-nitrobenzaldoximate de tetramethylguanidinium IM dans un melange dioxanne-eau [l:l. v/v : 22 

heures, 55"Cl afin d'eliminer tous les groupements baso-labiles restants 
ti, 18 . Apres extraction 

avec du chloroforme, une CCM 
19 

de la phase aqueuse montre dans les deux cas la presence princi- 

palement de deux taches correspondant aux composes 5 et 6. - - Ces derniers ont Qte isoles par chro- 

matographie sur colonne de DEAE-Sephadex A25 avec un gradient lineaire d'hydrogenocarbonate de 

triethylammonium, pH 7.5 [de 10m3 b 0,3Ml et leur purete verifiee par HPLC9. Apres transformation 

sous leur forme de se1 de sodium par passage a travers une colonne de resine Qchangeuse d'ions 

Dowex 50W (forme Na+l, leur structure a Ote confirmee par RMN 
9,20 

9,21 
et par spectrometrie de masse 

. Ces deux composes 5 et 6 se sont montres resistants a l'action de la phosphatase alcaline, -- 

de la RNase T2 et de la phosphodiesterase de rate de veau. Par contre, chacun d'eux a ete comple- 

tement hydrolyse en 16 heures a 37'C par la phosphodiesterase de venin de serpent en leurs unites 

monomeriques correspondantes dans un rapport Bquimolaire 
9 . 

Quoique surprenante, l'obtention de 6 peut s'expliquer par une substitution nucleophile du - 

groupement diphenyl carbamate par l'ion thiophenolate. Des experiences sont en tours dans notre 

Laboratoire pour Qtudier d'une part la stabilite de ce groupement, d'autre part, la possibilite 

d'obtenir de nouveaux analogues de 5_, modifies tant au niveau de la position 6 de la guanine que 

du phosphate internucleotidique 2'-5'. De plus, une elimination selective' du groupement o-dibro- 

momethylbenzoyle [DBMS1 de 4 devrait permettre l'introduction de chaines oligonucleotides en po- 

sition 5'. 

L'utilite du compose nature1 2 et de son analogue 

ARN messagers des eucaryotes est actuellement evaluee 

notre Universite. 

6 dans l'etude du mecanisme d'epissage des - 

par diverses dquipes de biologistes de 
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Merck Silica Gel 6OF2S4 (Art. 5554). Solvant [V/VI, NH40Ac lM/EtOH [2/6l. Rf : 0.15 rrl et 

0,35 (6) i - isopropanol/NH40H/H20 [7/2/l) , Rf = 0.17 (21 et 0,43 CL). 

RMN 'H CD201 : les valeurs de 6 sont exprimees en ppm par rapport a HO0 fixi! a 4,79 ppm ; 

5 : 6,31 (s, IH, H-B(A)), 7,96 (s, IH, H-2[All, 7,94 cd, IH. H-6[Cl i J5 6 = 7,5 Hz), 7,61 - > 
[s. IH, H-B(G)), 6,27 cd, IH, H-l'[Al : J1, 2, = 5,6 Hz), 6,07 (d. IH. H-5(C)), 6,02 cd. IH, 

H-'l'[Cl : J1, 2, = 4.2 Hz). 5,74 (d. IH. H-i’(G) : J1, 2, = 4,9 Hz1 i 5 : 8.29 Cs, IH. H-6 

[All. 8,05 (s: IH, H-B[G modifieell.7.99 (s. IH, H-ZIA;l, 7.92 cd, IH. H-6(Cl : J5 5 = 7.6 
, 

Hz), 7,76-7,75 et 7,64-7,62 (2m, 2 et 3H, S-C6h5 I , 6,26 (d. IH, H-l'(A) : J,, 2, = 5,2Hzl. 
, 

6,03 cd, IH, H-5(Cll, 5,99 cd, IH, H-l'[C] i J,,, 2, = 4.0 Hzl. 5,85 cd, IH. H-l'(G modifi@: 
, 

J 
1',2' 

= 4,7 Hzl. 

Spectres de masse: FAB < 0 [thioglyceroll , (M-HI- : S , talc. = 1006,19, trouve = 1008.36 ; 

FAB) 0 (thioglycgrol] , (M+Na]+ : 2 , talc. = 940.18 , trouve = 940,15 . (M-H+2Nal+ : 2 3 

talc. = 962.16 , trouve = 962.25 . Resultats du Or. A. Gouyette , ViIIejuif , qUe nous tenon: 

B remercier . 

(Received in France 28 June 19 86) 


