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Description

Sondes d'acides nucléiques chimiquement modifiées en 5'(OH) et/ou en 3'(OH) en
vue de I'introduction en ces positions d'un ou plusieurs éléments de marquage non
radioactif et procédé de préparation.

La présente invention concerne les sondes d'acides nucléiques non radioactives, et les
composés chimiques utiles 2 la synthese des dites sondes. L'emploi de sondes d'acides
nucléiques pour détecter et diagnostiquer les maladies génétiques héréditaires, les
oncogenes, les maladies virales, bactériennes ou parasitaires, se généralise de plus en
plus et trouve des applications dans les domaines cliniques, vétérinaires et agro-
alimentaires. Ces sondes sont généralement des séquences d'ADN ou d'ARN simples
brins capables, sous certaines conditions expérimentales, de retrouver leurs séquences
complémentaires et de s'hybrider avec elles pour former des duplex stables.
A lorigine, la méthode de détection des hybrides ADN-ADN ou ADN-ARN faisait
appel & un marquage radioactif: la sonde est marquée avec un radioisotope, le plus
souvent du 32P et la détection aprés hybridation se fait par comptage ou
autoradiographie.
Etant donnés les inconvénients liés & l'utilisation des radioisotopes (temps de demi-
vie, colit et sécurité), l'utilisation de sondes "froides” (qui ne contiennent pas
d'élément radioactif) se développe de plus en plus. Les sondes froides mettent en jeu
des techniques de détection utilisant principalement des syst®mes enzymatiques qui,
en présence d'un substrat, donnent lieu A la production d'une couleur et, dans les
systtmes plus récents, A la production dune lumitre (fluorescence,
chémiluminescence, bioluminescence).
En ce qui concerne le marquage de telles sondes, les techniques qui ont été publiées
peuvent se ranger en deux grandes catégories:
1. La premilre consiste 2 coupler la sonde 2 un élément directement détectable par
exemple par couplage covalent d'une enzyme 2 la sonde (phosphatase alcaline,
peroxydase).
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2. La seconde catégorie consiste en la détection indirecte de I'hybride. Pour ce faire,
on a recours a des substances intermédiaires qui reconnaissent des motifs fixés sur
la sonde. 11 s'agit principalement de systmes basés sur l'interaction trés forte entre
la biotine et l'avidine ou la streptavidine, l'avidine ou la streptavidine étant
conjuguées & une enzyme. Cette approche nécessite l'incorporation d'une ou
plusieurs biotines  la sonde nucléique.

Les techniques basées sur l'utilisation de sondes froides, qu'elles relévent d'une
détection directe ou indirecte, nécessitent donc, au niveau de ces sondes, des
modifications chimiques de la chaine oligonucléotidique pour permettre son
marquage.
Des oligodésoxyribonucléotides portant des fonctions chimiques telles que des
amines primaires ou des thiols permettant le couplage avec des réactifs variés ont été
décrits dans 1a littérature. L'introduction de ces groupes peut se faire, soit sur une ou
plusieurs des bases, soit 2 une des extrémités 5' ou 3' de I'oligodésoxyribonucléotide.
Des modifications chimiques au niveau des bases de la chaine ont le désavantage
d'interférer avec les appariements des bases lors de la mise en hybridation de
l'oligonucléotide avec des séquences homologues. L'introduction de groupes
fonctionnels en 5’ ou en 3'est, & cet effet, plus judicieuse 4 condition que la technique
proposée permette d'éloigner suffisamment la partie détectable de 1la partie
oligonucléotidique de la sonde ainsi préparée.

Le but de la présente invention est donc d'obtenir des sondes d'acides nucléiques :

- offrant une bonne hybridation avec les séquences cibles complémentaires;

- permettant une détection directe ou indirecte par des méthodes non radioactives et

ce, avec un seuil de détection aussi bas que possible;

- facilement synthétisables, c'est-d-dire appropriées 2 une synth®se d'acides

nucléiques automatique ou manuelle, notamment sur support solide.

A cet effet, la présente invention concerne des sondes d'acides nucléiques pour

détecter une molécule d'ADN ou d’ARN, comportant

a) une partie oligonucléotidique ou oligodésoxynucléotidique constituée de

S : une séquence d'acide nucléique ADN ou ARN en fonction du type de molécule 2

détecter et

b) une partie non nucléotidique possédant des propriétés chimiques qui permettent la

fixation directe ou indirecte d'une ou plusieurs unités de détection ou éléments de

marquage M détectables de manitre non isotopique par production de couleur ou de
lumiére, caractérisée en ce que la partie b) est constituée d'une chaine d'unités
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phosphates entrecoupées de motifs alkyle A savoir

bl) certains motifs alkyle unissant les différents groupes phosphates et ne présentant
aucune fonctionnalité particulidre

b2) des motifs alkyle présentant des fonctions amines primaires qui permettent le
couplage avec des réactifs variés pour réaliser la détection de manidre directe ou
indirecte, les motifs b2) étant liés A la partie a) ou séquence S par l'intermédiaire des
motifs bl).

Conformément 2 I'invention, la séquence $ est liée A son extrémité 5' et/ou 3' 2 un ou
plusieurs éléments de marquage M.

Lédifice moléculaire qui posséde les fonctions chimiques X, permettant la fixation
directe ou indirecte d'une ou plusieurs unités de détection peut présenter entre autres
deux types de structure:

- une structure en "PEIGNE" ol les fonctions chimiques X sont disposées en chaine

X X X X
linéaire. . ,

L [ |
- une structure en "CANDELABRE" ot les fonctions chimiques X sont disposées en
chaine ramifiée. X
x _—_—> —
X j—>_
X

La présente invention concerne les deux types de structure.

'( r un édifice moléculaire en "PEIGNE"
Dans de telles sondes, la partie nucléotidique consiste en une séquence d'acides
nucléiques définie et homologue d'un fragment complémentaire cible, elle apporte
I'énergie de stabilisation et assure I'hybridation avec la molécule d'’ADN ou d'ARN
que l'on veut détecter. Elle est constituée d'une chaine d'unités phosphates
entrecoupées de motifs riboses.
La partie non nucléotidique qui fournit la réactivité permettant la détection de
T'hybride, directe ou indirecte, susceptible d' étre introduite en l'extrémité 5'(OH)
et/ou 3'(OH) de la séquence d'acides nucléiques décrite précédemment, est constituée
d'une chaine linéaire d'unités phosphates entrecoupées de motifs alkyle & savoir
L: certains motifs alkyle ne présentent aucune fonctionnalité chimique particulidre; la
succession de tels motifs, encore appelés "bras chimique" consistent 3 introduire des
espacements entre les unités de détection;
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M: certains motifs alkyle présentent des fonctions amine primaire qui permettent le
couplage avec des réactifs variés pour conduire 2 la formation de motifs de détection
directe ou indirecte.
Les motifs M sont séparés les uns des autres par un nombre variable de bras
chimiques L, M comporte une molécule, synthétique ou naturelle, directement ou
indirectement détectable de maniere non isotopique. Une sonde ainsi constituée
répond 2 la formule générale

. [M)y-(L)x]z’ -S- [L)x-M)y]z @)
dans laquelle S, L et M ont les significations données ci-dessus
X, X', Z, ' sont des nombres égaux ou supérieurs a 0, avec la restriction que z et z' ne
sont jamais simultanément égaux 4 0, y et y' sont des nombres supérieurs a 0.
La modification chimique se fait donc en 5' et/ou en 3' de la séquence d'acides
nucléiques de telle sorte que I'on peut détailler la formule I de la manigre suivante :

H-{0-CHz~CHz 0 T ]
z CH~CHz~NH~C- (CHz ) a=NHX M
; 0
% =§‘3—Ol") | y'
| I’O—CHz—QHz ‘
; l CH-(CHz2)n " —-CH3 L
' ! 0
! L 0=P-0(0) Jx!
. "O—CHz ,:0:]3 1.z (1a)
: 0 T S
! ;
! |
} -
'L O:E—O( ) | m -
i'O‘-CHz-QHz 1
! CH-(CH2)a'—CHs, L
| 0 :
«  0=P-0(5 ix
(0-CHz~CHa 0 :
CH-CHa=NH~-C- (CHz2) a-NHX |
0 My
0=P-0(~)
iyiz
- OH
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On peut décrire les unités S, L et M de la facon suivante :
S: la séquence d'acides nucléiques

J=HouOH

m représente le nombre de nucléotides de 1 2 1000

B base d'acide nucléique, purique ou pyrimidique, variable selon les nucléotides.
On rappelle que les acides nucléiques sont des polymeres de nucléotides,
ribonucléotides dans le cas des ARN, désoxyribonucléotides dans le cas des ADN.
Les monomeres, c'est-2-dire les nucléotides, sont constitués dans le cas de I'ARN par
de T'acide phosphorique, un ose & cinq atomes de carbone, le ribose (J=OH) et 1'une
des quatre bases fondamentales: adénine, guanine, cytosine, uridine. On rencontre
plus rarement des bases ou nucléosides dits mineurs, tels les bases méthylées ou
hydroxylées, le dihydrouracile et la pseudo-uridine. Dans le cas de 'ADN, I'ose des
désoxyribonucléotides est le D-2désoxyribose (J=H) et les quatre bases principales
sont I'adénine, la guanine, la cytosine et la thymine; dans de rares cas, la cytosine est
remplacée par la méthylcytosine ou I'hydroxyméthylcytosine. Une des
caractéristiques essentielles des polynucléotides est la liaison inter-nucléotidique 3'-5'
phosphodiester.
L : le bras chimique

x,x =02100
n'=0220
Le bras chimique est un polymere non-nucléotidique. Une des caractéristiques
essentielles de ce polymere est, tout comme pour I'ADN et I'ARN, le lien
phosphodiester qui unit les monoméres.
Le monomeére est constitué par de I'acide phosphorique, un diol: le propane 1-3 diol
substitué sur le carbone 1 par une chaine alkyle latérale.
M : I'élément de marquage
Y,y =12100
n=0220

X :le marqueur, soit direct: phosphatase alcaline, peroxydase, fluorescéine,

toute enzyme capable, en présence d'un substrat, de produire une coloration, ou

une lumiere;

soit indirect: biotine, digoxigénine, tout hapténe capable d'étre

reconnu par des anticorps marqués de maniére non-isotopique.
L'élément de marquage est un polymere non nucléotidique. Une des caractéristiques
essentielles de ce polymere est, tout comme pour I'ADN et I'ARN, le lien
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phosphodiester entre les monomeres.

Le monomere est constitué par de l'acide phosphorique, un diol: le propane 1,3-diol
substitué sur le carbone 1 par un méthyleéne acétamido-alcane, la chaine alkyle est
fonctionnalisée en position terminale par une amine portant le marqueur.

Enfin, I'élément LM responsable de la détection de la sonde peut &tre introduit en
5'(OH) pour z'#0; z=0 ou en 3'(OH) pour z'=0; z#0 ou encore simultanément en
5'(OH) et en 3'(OH) pour z'#0; z#0 avec de fagon générale z et z' =0 a 100.

La synthése du composé Ia peut donc se réaliser par synthése internucléotidique
claséique puisque les différents éléments de I, & savoir S, L et M sont des polymeres
dont les monomeres sont reliés entre eux par des liens phosphodiester.

La présente invention a donc pour objet un procédé de préparation de sondes de
formule Ia comportant:

Al) la synthése d'une séquence d'acides nucléiques S

H-<0-CH- 7

l B

N
\, /
f“T
C} J

0=F OH
0(-) In

par toute méthode de synthése d'assemblage internucléotidique manuelle ou
automatique connue, de préférence sur support solide,

et

A?2) la fixation d'un marqueur, caractérisé en ce que la dite séquence est soumise, de
préférence par la méme méthode de synthése, notamment sur support solide,

soit, & une extension en son extrémité 5'(OH) par une série d'unités M et L

soit, & une extension en son extrémité 3'(OH) par une série d'unités M et L

soit, & une extension en ses extrémités 5'(OH) et 3'(OH) par deux séries d'unités M et
L

B) les dites unités L sont obtenues par la synthése d'un polymere non nucléotidique L

H+0-CHz~CHz ]
| CH~(CHz) n " —CHa
| 0 |
| o=h -OH
L ot=) Jx
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dans laquelle n' et x ont les significations données plus haut,
et

C) les dites unités M sont obtenues par la synthdse d'un polymare non nucléotidique
M

H OCHz—QHz 9
CH-CH2~NH-C-(CHz) n NHX
0

0=p OH
L o Jy

dans laquelle n et y ont les significations données plus haut, et X représente

soit un marqueur: phosphatase alcaline, peroxydase, fluorescéine, biotine,
digoxigénine, tout haptine capable d'&tre reconnu par des anticorps marqués de
maniére non isotopique,

soit un groupe protecteur transitoire de la fonction amine primaire destiné 2 &tre
€liminé apres synthése totale de la sonde d'acides nucléiques I. A titre illustratif, dans

cette approche de synthése, x peut représenter un acétyle VI, un trifluoroacétyle VII,
un benzoyle VIII.

2 2 — 9
CH3-C~ FaC-C- { = ¢~

Vi Vi Vit

et les synthéses B et C ci-dessus se font de préférence aussi par toute méthode de
synthése d'assemblage internucléotidique manuelle ou automatique connue, et en
particulier sur support solide.
Plus particuliérement, chaque élément de bras chimique L est obtenu au départ d'un
alcanediol 1,3 de formule
HO-CHz-(%HQ

ClIH-(CHg)n!-CHg (IX)

OH
par les étapes suivantes de
a) protection de la fonction alcool primaire au moyen d'un groupe protecteur R1, pour
obtenir un composé de formule
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Rl‘O'CHZ'(l:HZ
C,ZH-(CHz)nv-CHg (Xa)
OH
b) transformation de la fonction alcool secondaire en un groupement ORy pour
obtenir un composé de formule
R1-O-CH2-('3H2
CIIH-(CHz)nr-CH_o, Im
ORjp
ol R2 représente un groupe approprié 2 l'introduction du composé II (synthon) 2
I'extrémité d'un nucléotide ou bien 2 l'extrémité d'un synthon déja existant.
Selon une autre particularité de I'invention, chaque élément ou unité de détection M
est obtenu au départ de buténe-3ol-1 de formule
HO-CH,-CH-CH=CH, XXX)
par les étapes de
a) protection de la fonction alcool primaire au moyen d'un groupe protecteur Rj pour
obtenir un composé de formule
R1-0O-CH,-CHy-CH=CHj XXXD)
b) €poxydation de la double liaison du composé (XXXI) pour former un composé de
formule
Rl-O-CHz-CHQ-C{-I-Ssz (XTIa)

C) ouverture de I'époxyde au moyen d'ammoniaque pour former un composé de
formule
R 1-O-CH2-CH2-CEH-CH2-NH2 (XIIIa)
OH
d) protection du groupe amino primaire d'un composé de formule
(“)
HO-C-(CHjp)n-NHj (XXX1I)
pour former un composé de formule
’Oi
HO-C-(CHp)p-NH-X (XXXTD)
ol X a les significations données plus haut
e) activation du composé (XXXIII)
f) condensation des composés (XIITa) et (XXXIII) entre eux pour former un composé
de formule
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9
9
R1-O-CH2-CH2-C_\H-CH2-NH-C_(CH?_)n—NH-X XVa)
OH
et
f) phosphorylation du composé (XVa) pour former un composé de formule
9
Rl-O-CH2-CH2-(]1H-CH2-NH-C-(CHz)n-NH-X (om
ORy

dans laquelle Ry représente un groupe phosphorylé apte 2 l'introduction du composé
IIa (synthon) a l'extrémité d'un nucléotide ou bien A l'extrémité d'un synthon déja
existant.

Dans les formules précitées, Ry est un groupe protecteur de la fonction alcool
primaire; 2 titre illustratif, en cas de synthese aux phosphoramidites sur support
solide, Ry peut représenter le groupe 4,4'-diméthoxytrityle de formule IV (DMT)
labile en milieu acide.

CHs-0—_©0 ~¢C DMT (IV)

et
Ry représente H ou tout groupe phosphorylé éventuellement protégé, approprié 2
lintroduction du synthon IT ou III 2 I'extrémité 5' d'un nucléotide ou d'un synthon,
déja condensé sur le support solide pour un type donné de synthése d'assemblage
internucléotidique.
Ry peut représenter, 2 titre illustratif en cas de synthése aux phosphoramidites sur
support solide, le groupe cyanoéthoxydiisopropylaminophosphoramidite de formule
V. Y,

NC—CHz—CHz-O-Iz .CH3

N
//L\ CHs ™)
CH3 CHj3

La présente invention a également pour objet deux composés synthétiques non
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nucléotidiques utiles respectivement comme intermédiaires pour la synthese des

fragments M et L du composé Ia par toute méthode de synthese d'assemblage

internucléotidique manuelle ou automatique connue, de préférence sur support solide.

Les deux composés synthétiques revendiqués sont représentés par les formules II et
5 IIL

Rl—O—CHz-QHz Rx-O-CHz—QHz 9
CH=(CHz2)n'~CHs CH~CH2—-NH—-C- (CH2 ) n=NHX
0
Ra Rz
Cin) (111)

10
dans lesquelles R, Ry, n, n' et X ont les significations données précédemment.
L'invention concerne également la préparation des composés intermédiaires II et ITI
par les procédés décrits ci-dessus.

En cas de synthése aux phosphoramidites, la synthése des composés II peut &tre

15 représentée par le schéma suivant:

HO-CH, =CH, (a) DMT-O-CH,-CH,
cH-(CH,)_ ,-CH, —> CH-(CH;) ,-CH,
bu n OH

(IX) (%)
| (s)
DMT-0-CH, -CH,

20

25 NC-CH, -CH, -0° N-—

(11a)/

Egalement en cas de synthése aux phosphoramidites, le procédé de préparation des
30 composés de formule III peut étre représenté par le schéma ci-dessous:

A B
HO~CHz-CH2—-CH=CHz =-—-> DMTO-CH2~CHz-CH=CHz —-—> DMTO—CHz-CHz-Q@—QHz
o

XXX XXXI X1

35
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c
——=> DMTO~CH2~CHz2 —QH-CHz ~NH2

OH

X111
9 Q
HO-C- (CHz) s=NHz + CH3=CHz~S-C—CF3
D 0 0 E L9 0
" {] § 1
- =—=> HO-C-(CHz) sNH~C~CF3  —-> E N-0-C- (CHz) s—NH-E-CF3
P XIV
F 2 ?
X111+ XIV ~==> DMTO~CHa~CHa=CH-CHa~NH-C- (CHz) s=NH-C~CF3
OH
XV

G 9 2
—-=> DMTO~CHz~CHz—~CH~CHz—NH-C— (CHz ) s—-NH-C—CF3

0

P

NC-CHz-CHz~0" "N—{
A "1 b

étape A) protection de l'alcool primaire du butdn-3 ol par le chlorure de 4,4'-
diméthoxytrityle

étape B) époxydation de la double liaison par I'acide méta-chloroperbenzoique

étape C) ouverture de I'époxyde par I'ammoniaque pour conduire au composé XII1.
étape D) protection par un groupe trifluoroacétyle de l'amine primaire de l'acide 6-
aminocaproique.

€tape E) activation de l'acide 6-trifluoroacétylamidocaproique par la N-hydroxy-
succinimide pour conduire au composé XIV.

étape F) préparation du composé XV par condensation entre XTI et XIV.

€tape G) phosphorylation de I'alcool secondaire XV avec un réactif qui permet le
couplage ultérieur en phase solide du dérivé II ainsi obtenu par un type de synthése
d'assemblage internucléotidique. La phosphorylation, en cas de synthdse aux
phosphoramidites, peut se faire avec la diisopropylaminocyanoéthoxy-
chlorophosphine XI.

Par ailleurs, la présente invention a pour objet un procédé de fonctionnalisation d'un
support solide CPG (controlled porous glass) par le composé de formule X. Le
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support solide ainsi fonctionnalisé permettra la préparation de sondes d'acides
nucléiques de type I dans lesquelles z est non nul, c'est-2-dire dans lesquelles un
marquage est introduit en 3' de la sonde. En effet, toute méthode de synthdse
d'assemblage internucléotidique manuelle ou automatique connue, de préférence sur
support solide, opere par une €longation de la chaine en formation du 3' vers le 5.
Dans le cas de sondes d'acides nucléiques de type I dans lesquelles z est non nul, il est
donc nécessaire de démarrer la synthése sur un support solide fonctionnalisé par un
compos¢ de formule X ou XV. Toutefois, en raison de la facilité d'obtention du
dérivé X par rapport au composé XV, nous avons choisi de fonctionnaliser le support
avec X.

La méthode revendiquée pour la fonctionnalisation du support solide - le support est
initialement recouvert de fonctions amine primaire - comporte les étapes suivantes :

- acylation de l'alcool secondaire de X par l'anhydride succinique pour conduire au
composé de formule XVII

DMTO-CHz~CHz

CH-(CHz) a* =CHs

0 9
G—CHz~CHz-C-0H XV
O%’

- activation de la fonction acide carboxylique du composé XVII par le
pentachlorophénol en présence de carbodiimide qui produit I'ester XVIII.

DMTO-CHz—~CHz
CH-(CHz) n*—CH3

0 ,9 Lq
/,C-CHz ~CH2-C-0< 0 )ClI XVIII
° <l (o]

- Fixation du dérivé XVIII sur un support solide aminé. Le support solide
fonctionnalisé XIX est ainsi obtenu.

DMTO-CHz2~CHa
CH~(CHz) n* ~CH3

0
. CH2~CH2~G-NH—— X1X

0
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II. Sondes d'acides nucléi himiquement modifiées en 5'(OH) par un édifice
moléculaire en "CANDELABRE"
Dans de telles sondes, la partie nucléotidique consiste en une séquence d'acides
nucléiques définie et homologue d'un fragment complémentaire cible, elle apporte
I'énergie de stabilisation et assure T'hybridation avec la molécule d'ADN ou d'ARN
que l'on veut détecter. Elle est constituée d'une chaine d'unités phosphates
entrecoupées de motifs riboses.
La partie qui fournit la réactivité permettant la détection de I'hybride, directe ou
indirecte, est introduite en l'extrémité 5'(OH) de la séquence d'acides nucléiques
décrite précédemment. Elle est constituée d'une chaine ramifiée d'unités phosphates
entrecoupées de motifs alkyle:
les motifs alkyle internes A la ramification, c'est-a-dire unissant les différents
groupes phosphates, ne présentent aucune fonctionnalité chimique particulitre.
les motifs alkyle externes 2 la ramification, c'est-3-dire terminant les différents
bras de la ramification, posstdent en bout de chaine une fonction amine
primaire.
La présente invention a donc pour objet une sonde d'acides nucléiques XX
comportant une séquence d'acides nucléiques S, ADN ou ARN, caractérisée en ce que
ladite séquence S est liée 2 son extrémité 5'  un élément de marquage M.
La modification chimique se fait donc en 5'(OH) de la séquence d'acides nucléiques
de telle sorte que l'on peut détailler la formule XX, par exemple, de la manitre
suivante :
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0
XHN- (CHz) a =0-P-0~ (CH2) n
. ot=) \ 9
CH-0-P—0(CHz)n
0 / 5t=)
XHN~ (CHz ) n *=0—P-0- (CHz2 ) n -

(=) 0
CH-0-P-0-(CH2)n
/ o)

0
XHN- (CHz ) 0 »~0-P=0~ (CHz) n

0(-) 0
CH-0-P-0(CHz ) n"
0 VA
XHN-= (CHz) n *~0-P-0~ (CHz) n " !
0t=) Q

CHIO-B-0-CHz g
0 / o)
XHN- (CHz ) a »—0~P-0-(CHz) _
ot-) \ 0 j J

} X
‘CH-0-P-0—(CHz2) n / o
0 0(=)
XHN-(CHz ) n +—0~B~0- (CHz)a - \\ ;
(=3 0 /
CH-0~B~0-(CHz) n-
0 0t-)
XHN-{CHz) o »=0-P-0~(CHz2) n
(=) N /
CH-0-8-0-(CHz ) n"

O. / é(")
XHN- (CH2 ) n»~0-P-0-(CH2)n"
(=)

X

On peut décrire les unités S et M de la facon suivante :
S: 1a séquence d'acides nucléiques

J-HouOH

X représente le nombre de nucléotides de 1 4 1000

B base nucléique, purique ou pyrimidique, variable selon les nucléotides
On rappelle que les acides nucléiques sont des polyméeres de nucléotides,
ribonucléotides dans le cas des ARN, désoxyribonucléotides dans le cas des ADN.
Les monomeres, c'est-2-dire les nucléotides, sont constitués, dans le cas de I'ARN,
par de l'acide phosphorique, un ose & cing atomes de carbone, le ribose (J=OH) et
I'ine des quatre bases fondamentales : adénine, guanine, cytosine, uridine. Dans le
cas de 'ADN, l'ose des désoxyribonucléotides est le D-2-désoxyribose (J=H) et les
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quatre bases principales sont l'adénine, la guanine, la cytosine et la thymine. Une des
caractéristiques essentielles des polynucléotides est la liaison internucléotidique 3'-5'
phosphodiester.

M: I€lément de marquage, il se termine dans l'exemple décrit cidessus par huit bras
amin€s. On l'appellera d&s lors d'ordre huit. Néanmoins, I'ordre de ramification peut

prendre des valeurs de 2 2 128 (l'ordre supérieur étant toujours double de celui quile
précede).
n,n'etn"=0220
X:le marqueur,  soit direct: phosphatase alcaline, peroxydase, fluorescéine, toute
enzyme capable, en présence d'un substrat, de produire une coloration ou
une lumiére.
soit indirect: biotine, digoxigénine, tout hapténe capable d'étre
reconnu par des anticorps marqués de manidre non-isotopique.
L'élément de marquage est un polymére ramifié non nucléotidique. Une des
caractéristiques essentielles de ce polymere est, tout comme pour 'ADN et I'ARN, le
lien phosphodiester entre les monomeres.
Le polymere ramifié M est constitué 3 partir de deux types de monomeres distincts:
- le monomére responsable de la construction de I'édifice ramifié. 11 est constitué par
de I'acide phosphorique et un triol: UN 1,n, @ alcane triol.
- le monomeére responsable de l'introduction en bout de ramification, des fonctions
amine primaire. I est constitué par de l'acide phosphorique et un amino-alcool, le 1-
amino hexan 6-ol.
La synthése du composé XX peut donc se réaliser par synthése internucléotidique
classique puisque les différents éléments de XX sont des polymeres dont les
monomeres sont reliés entre eux par des liens phosphodiesters.
La présente invention a donc également pour objet un procédé de préparation de
sondes de formules XX comportant la synthdse d'une séquence d'acides nucléiques S :

0. B
)
('3 T

02— OH
~ o(') o

HO-CHz

dans laquelle B et J ont les significations données précédemment,
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par toute méthode de synthése d'assemblage internucléotidique manuelle ou
automatique connue, de préférence sur support solide, caractérisée en ce que ladite
séquence est soumise, de préférence par la méme méthode de synthése, notamment
sur support solide, & une extension en son extrémité 5'(OH) par un édifice
moléculaire ramifié M dont les bras terminaux portent chacun une fonction amine
primaire.

L'édifice moléculaire ramifié peut répondre 2 la formule suivante :

XHN-(CHz2)n" —O—P-O— (CH2)n

o)

0
CH-0-F~0(CHz) n
q o(-=)
XHN- (CHz) o »~0~P~0-(CHz ) n"
0= 0
CH-0~P-0- (CHz)
0 0(-)
XHN-=(CHz ) n~~0~P-0— (CHz2)
o(-) 9
CH-0-P—0(CHz) -

0 / o=

XHN~(CHz ) o »~0-F=0~ (CHz Ya
0(-) . 0
CH-0-P—CH
o)
XHN- (CHz) o~ -o-#-o-(CHz)n
by 0
///CH—o-é-o—(CHz)n
0(=)

0
XHN=(CH2 ) o »=0~P~0 (CHa Y

0= i
CH-0-P-0- (CHz) n
0¢-)
XHN~ (CHz) n" -O-Z—O—{CHz)n
(-) 0
CH-0—F~0~(CHz) n
o(=)

9
XHN-(CHz ) n »=0~F=0— (CHz2) 7"
0(=)

et peut 8tre synthétisé plus particuliérement par toute méthode de synthése
d'assemblage internucl€otidique manuelle ou automatique connue, de préférence sur
support solide.

En particulier, aprés synthése de la chaine oligonucléotidique S dont les fonctions
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phosphates et les bases sont protégées, on condense 2 I'extrémité 5'(OH) de ladite
chaine une série de composés de formule
Rl-O-(CHz)n-('IH-(CH;g)nl O-Rg

o)

Ry

dans lesquels Ry et Ry ont les significations données précédemment.

Outre le composé XXI, la synthése de M nécessite encore l'utilisation du composé

XXITI pour l'introduction des bras aminés en bout de ramification.

~ XHN-(CHyp),"-ORy XXII

Ce composé est connu dans la littérature.

Dans la formule XXII, X représente  -soit un marqueur: phosphatase alcaline,
peroxydase, fluorescéine, biotine, digoxigénine, tout haptene
capable d'€tre reconnu par des anticorps marqués de manidre non
isotopique.

XXTI

- soit un groupe protecteur transitoire de la
fonction amine primaire destiné 2 étre éliminé aprés synthése totale
de la sonde d'acides nucléiques XX. A titre illustratif, dans cette
approche de synthése, X peut représenter un trifluoroacétyle VII, un
fluorénylméthoxycarbonyle XXTII.

@)
//O XXIII
CHz-0-C—-

et Rp a les significations données précédemment.
Conformément & I'invention, le composé de formule XXI est obtenu au départ d'un
alcanetriol de formule

HO-(CHz)n-(;H-(CHz)nv-OH

OH XX1vV
par les étapes suivantes de
a) protection de la fonction alcool primaire au moyen d'un groupe protecteur Ry
pour obtenir un composé de formule
R10-(CH2)H-CT‘H-(CH2)nv-OR1 (XXVa)
OH

b) transformation de la fonction alcool secondaire en un groupement OR; pour
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obtenir un composé de formule
R 10-(CH2)H-({H-(CH2)H*-OR1 (XXD
OR)
dans laquelle R a les significations données précédemment.

5 Plus particuliérement, 2 I'étape a) la protection se fait au moyen du chlorure de 4,4

10

diméthoxytrityle, et A I'étape b) a lieu une phosphorylation de la fonction alcool
secondaire au moyen de la diisopropylaminocyanoéthoxychlorophosphine (XT).
Linvention concerne également les composés de formule XXI, A titre
d'intermédiaires de synthése des sondes de formule XX, ainsi qu'un procéds, tel que
décrit ci-dessus, pour la préparation des composés intermédiaires de formule XXI.
D'autres caractéristiques et avantages de la présente invention apparaitront 2 la
lumigre des exemples qui vont suivre.
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EXEMPLE I: Préparation du 1-0-( 4 4'-diméthoxytrityl) Z-Q-lN,N'diisgprogvlaminoQ
an xyphosphinol 1.3-butanediol

Le dérivé 1-0-(4,4'-diméthoxytrityl) 3-0-[N,N"  diisopropylamino,2cyanoéthoxy-
phosphino] 1,3-butanediol 1 répond 2 la formule :
2
CH3-0-<:§>-C-O-CH2-QH2

) CH —CHs
0

~
O-Ciiz )

CHs )z

>—-N"0CHz~CH2~CN 1
CHs

CHs CHs

L'approche suivie a pour objectif la préparation d'un synthon non nucléotidique
portant cependant les groupes chimiques qui permettent son introduction dans une
chaine oligonucléotidique ou dans un polymére non nucléotidique dont les
monomeres sont unis par un lien phosphodiester dans les conditions de synthese
automatique d'ARN ou d'ADN habituelles. Ce synthon a l'avantage de fournir 2
l'utilisateur un outil permettant l'introduction de "bras chimiques” en 3'(OH) et (ou)
en 5(OH) d'une séquence d'acides nucléiques sans sortir de la routine de synthése
automatique ou manuelle. Le rdle du bras chimique dans cet assemblage est
dintroduire des espacements entre les différents éléments de marquage d'une part, et
entre les €léments de marquage et la séquence d'acides nucléiques d'autre part, en vue
d'une meilleure efficacité des deux parties respectivement dans leur role d’hybridation
et de détection.

Les  groupes  44'-diméthoxytrityle et 2-cyanoéthoxydiisopropylamino
phosphoramidite sont appropriés A une synthése aux phosphoramidites, notamment
sur support solide.

Le chemin réactionnel pour I'obtention du composé 1 présenté dans le schéma I ci-
aprés comporte les étapes suivantes :

1. Protection s€lective de l'alcool primaire du 1,3-butanediol 2 par le groupe 4,4
diméthoxytrityle (DMT) labile 4 pH acide.

2. Phosphorylation de l'alcool secondaire 3. L'exemple du phosphoramidite montré
dans le schéma n'est pas limitatif; on peut envisager aussi la synthése d'un phosphate
triester ou diester ou d'un phosphonate.
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AN
Schéma | ‘\O/‘
CH3 -0~ —&~C1
!
%D (DMTC!)
HO~CHz~CH2~CH~CHa l > DMTO-CHz~CHa~CH-CHs
OH OCHa OH
2 3
-+ NC-CHz=CHz~0,
CHs  P-Cl DMTO-CHz-CHz-CH-CHs
CHs /P
CHs CHs 0" "N

NC-CHz—CHs L
1

Procédé de préparation du 1-0-(4 4'-diméthoxvtrityl)1,3-butanediol

Dans un ballon bicol de 100cc, on met 2,25gr (25mmoles) de 1,3butanediol 2 sous
atmosphere d'argon. On ajoute 40cc de pyridine anhydre puis on ajoute 2 la solution,
par petites portions 11 gr (32.5mmoles) de chlorure de 4,4'-diméthoxytrityle. On
agite magnétiquement 3 température ambiante et sous argon pendant 1h30. On ajoute
alors au melange réactionnel 10cc de méthanol. Cette opération a pour but de
neutraliser l'excés de chlorure de 4,4-diméthoxytrityle. On hydrolyse alors le
mélange réactionnel (100cc de NaHCO3 5%), on extrait deux fois au
dichlorométhane (CH,Cly-2 fois 75¢cc). La phase organique obtenue est lavée trois
fois avec une solution de bicarbonate de sodium 5% (NaHCO3 5%). La phase
organique est ensuite séchée sur sulfate de magnésium (MgSQy), filtrée puis
évaporée (évaporateur rotatif p=20mm Hg).

Le résidu est purifié sur colonne de silice Merck 9385- éluant CH,Cly. La silice est
préalablement neutralisée par mise en suspension, dans une solution de CH)Cly
contenant 1% de diisopropyléthylamine (DIEA). Aprds purification, on récupere
6.79¢g du composé 3 (17.32mmoles) Rdt. 69%.

Chromatographie sur couche mince (C.C.M.) plaque Merck 5735 (gel de silice
60F254) €luant CH,Cly: RF =0.3.
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Procédé de préparation du 1-0-(4.4'-diméthoxvtrity]) 3-0-[N.N' diisopropvlamino)-2-

cyanoéthoxyphosphinoll.3-butanediol 1

Dans un ballon bicol de 100cc, on introduit 6.7gr de composé 3 (17.3mmoles). On
met sous atmosphere d'argon puis on ajoute 52cc de tétrahydrofuranne anhydre et 9cc
(51.9mmoles) de diisopropyléthylamine. On ajoute ensuite au mélange réactionne] 2
la seringue et goutte 2 goutte  5.52g (23.35mmoles, 5cc) de 2-cyano-
éthoxydiisopropylamino chlorophosphine.

Apres dix minutes de réaction, un important précipité apparait au sein du mélange
réactionnel (chlorhydrate de diisopropyléthylamine). On filtre ce précipité, on ajoute
au filtrat 100cc d'acétate d'éthyle, on lave la phase organique ainsi obtenue trois fois
avec une solution de NaHCO3 5%. La phase organique est alors séchée sur MgSQy,
filtrée et évaporée (évaporateur rotatif, p=20mm Hg). Le résidu est purifié sur
colonne de silice Merck 9385 - éluant acétate d'éthyle 4-hexane 6. La silice a
préalablement ét¢ neutralisée par mise en suspension dans de 1'éluant contenant 1%
de DIEA. Apr?s purification, on récupere 9.24g du composé 1. Rdt. 90%.
Chromatographie sur couche mince (C.CM.) plaque Merck 5735 (gel de silice
60F754), éluant Acétate déthyle 5 - hexane 5. RF : 0.8 (le produit de départ de cette
réaction 3 a, dans ces conditions, un RF de 0.5).
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2-cyanoéthoxyphosphino) 4-amido~(6-trifluoroacétylamido) caproate 4-amino 1.3-
butanediol 4

Le dérivé 1-0-(4,4'-diméthoxytrityl)3-0-(N,N'-diisopropylamino  2-cyanoéthoxy-
phosphino) 4-amido-(6-trifluoroacétylamido) caproate 4-amino 1,3-butanediol 4
répond 2 la formule :

DMT O-CHz-(I:Hz //O ”O
CIIH-CHz-NH-C-(CHz) 5-NH-C-CF3
?
P
IN
NC-CHj-CH3-O _,I\LI < 4

L'approche suivie a pour objectif la préparation d'un synthon non nucléotidique -
portant cependant les groupes chimiques qui permettent son introduction dans une
chaine oligonucléotidique ou dans un polymere non-nucléotidique dont les
monomeres sont unis par un lien phosphodiester dans les conditions habituelles de
syntheése automatique ou manuelle d'ARN ou d'ADN.

Ce syst2me a I'avantage de fournir 3 l'utilisatenr un outil permettant I'introduction en
3'(OH) et (ou) en 5'(OH) d'une séquence d'acides nucléiques, un ou plusieurs
€léments de marquage non isotopique, sans sortir de la routine de synthése
automatique ou manuelle. Les éléments de marquage sont séparés de la chafne
oligonucléotidique d'une part, et séparés les uns des autres d'autre part, par des "bras
chimiques”. Le réle direct de I'élément de marquage tel que décrit dans cet exemple,
est d'introduire en 5'(OH) et (ou) en 3'(OH) d'une chaine oligonucléotidique des bras
"amine primaire” séparés les uns des autres par des "bras chimiques”. Les bras aminés
sont capables, de par leur nucléophilicité, de fixer ultérieurement un élément de
détection directe ou indirecte (enzyme, fluorescéine, biotine, digoxigénine,..).

Les groupes 4,4'-diméthoxytrityle et N,N' diisopropylamino 2-cyanoéthoxy
phosphoramidite sont appropriés A une synthese aux phosphoramidites.

Le chemin réactionnel pour l'obtention du composé 4 présenté dans le schéfa T ci-
aprés comporte les étapes suivantes :

1. Protection de 1'alcool du 3-butene 1-ol 5 par le 4,4'-diméthoxytrityl (DMT) labile &
pH acide.

2. Epoxydation de I'oléfine terminale 6 par I'acide metachloroperbenzoique.

3. Ouverture de I'époxyde 7 par 'ammoniaque

4. Protection de l'amine primaire de I'acide 6-aminocaproique par le groupe
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trifluoroacétyle.

5. Activation de l'acide carboxylique du dérivé 9 en ester N-hydroxysuccinimique 10.
6. Condensation entre le composé 8 et le composé 10.

7. Phosphorylation de 1'alcool secondaire 11. L'exemple du phosphoramidite montré
dans le schéma n'est pas limitatif. On peut aussi envisager la synthése d'un phosphate
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triester ou diester ou d'un phosphonate.

Schéma i1
0-CH3

CH3-0-Co-C~ClI

HO~CH2-CH2~CH=CH2 > DMTO-CHz-CH2~CH=CH2
(DMTCI)

o
o

COOCH DMTO—CHz-CHz—Cﬂ-QHz NHaQH DMTO-CH2-CH2-CH-CH2-NH2

> OH

------ > 0

I~
[[o2}

0 L N-OH
CH3a~CH2-S-C-CF3 0 0 {

0
HO~C— (CHz ) s—NHz2 > Ho-8-(CHz) s-NH-C-CF3 —-L8—n >

g

§ 9 9
[ (N—O—C— (CHz2) s=NH-C—-CF3
\

0 10
Y by
8 + 10 ————> DMTO-CHa—CHz~CH~CHz~NH~C= (CHz ) s—NH-CCF3
OH

Y u

N—<
CI-P_

OCH2CH2CN 0 0

> DMTO-CHz~CHz~CH~CHa ~NH-C- (CHz) s~NH-C-CF 5

P
NCCH2CH20" > N—(

A

>
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Procédé de préparation du 1-0-(4 4'-diméthoxytrityl) 3-butdne 1-0l 6

Dans un ballon bicol de 250 ml, on met 3,6 gr (50 mmoles) de 3-butdne 1-ol sous
argon, en solution dans 80cc de pyridine anhydre. On introduit par petites portions 22
g (65 mmoles) de chlorure de 4,4'diméthoxytrityle (la réaction est Iégérement
exothermique).

On maintient & température ambiante et sous agitation magnétique pendant 4 h. On
ajoute alors au mélange réactionnel 10cc de méthanol afin de neutraliser I'excés de
chlorure de 4,4'-diméthoxytrityle. On hydrolyse alors le mélange réactionnel avec
100cc de NaHCO3 5%. On extrait le mélange deux fois avec 150cc de
dichlorométhane. La phase organique obtenue est lavée trois fois avec NaHCO3 5%,
trois fois 2 I'eau et une fois avec une solution aqueuse saturée en NaCl. La phase
organique obtenue est séchée sur MgSOQy, filtrée et évaporée (évaporateur rotatif p:
20 mm Hg).

Le résidu obtenu est ensuite coévaporé avec du toluéne afin d'entrainer
azéotropiquement la pyridine 1€siduelle, puis coévaporé avec du dichlorométhane
afin d'entrainer azéotropiquement Ie toluéne résiduel. Le résidu est alors purifié sur
colonne de silice Merck 9385 éluant: hexane 1 - dichlorométhane - 9. La silice est
préalablement neutralisée par mise en suspension dans I'éluant contenant 1% de
DIEA. Le composé 6 est obtenu avec 90% de rendement.

Chromatographie sur couche mince (CCM) plaque Merck 5735 (gel de silice 60F>54)
€luant dichlorométhane RF: 0.85.

Procédé de préparation du 1-O-( 4.4'-diméthoxytrityl) 3 4-butdne oxvde 1

Lacide m-chloroperbenzoique commercial contient 50% d'eau; afin d'éliminer cette
eau, on le met en solution dans du dichlorométhane et on €limine l'eau par
décantation. Dans un erlen de 100cc, on introduit 8,5 g d'acide m-chloroperbenzoique
a 50% (24.6 mmoles), on le met en solution dans 64cc de dichlorométhane. On
décante la phase aqueuse surnageant. Dans un ballon de 250cc, on met 6.35 g de
composé 6 (17 mmoles) sous atmosphere d'argon. On le met en solution dans 40cc de
dichlorométhane. On ajoute ensuite lentement la solution de peracide préparée
(comme décrit ci-dessus). On agite le mélange réactionnel magnétiquement pendant 8
h. On filtre alors le précipité qui s'est formé (acide m-chlorobenzoique). On ajoute au
filtrat 150cc de dichlorométhane et on T'hydrolyse avec 75cc de NaHCO3 5%. La
phase organique est lavée quatre fois avec 75cc de NaHCO3 5%, puis séchée sur
MgSQy, filtrée et évaporée (évaporateur rotatif p=20 mm Hg). Le résidu est purifié
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sur colonne de silice Merck 9385 - éluant hexane 2 - dichlorométhane 8. La silice est
préalablement neutralisée par mise en suspension dans l'€luant contenant 1% de
DIEA. Apres purification, on obtient 5.32 g d'epoxyde 7, Rdt 80%.

Procédé de préparation du 1-0-(4 4"-diméthoxytrityl) 4-amino 1.3-butanediol 8

Dans un ballon en pyrex de 25cc muni d'un bouchon 2 visser et capable de supporter
des pressions importantes, on introduit 3g (7,6 mmoles) d'époxyde 7, 10cc
d'acétonitrile et 25cc d'ammoniaque 3 32%. On chauffe 8 heures 2 60°C puis on
évapore I'eau et I'acétonitrile. Le résidu obtenu est purifié€ sur colonne de silice Merck
9385 €luant CH,Clp-CH30H, la proportion de méthanol est progressivement portée
de 2% & 10%. La silice est préalablement neutralisée par mise en suspension dans
I'éluant de départ contenant 1% de DIEA. Apres purification, on obtient le dérivé §
avec un rendement de 75%. Chromatographie sur couche mince (CCM) - plaque
Merck 5735, gel de silice 60Fs4 - éluant 20% CH30H - 80% CH,Cly, RF 0.2.

i« ion de V'acide 6-trifluoroacétami LOi 9

Dans un ballon rotavapor de 50cc, on introduit 2.62g (2x10-2 moles) d'acide 6-
aminocaproique. On le met en suspension dans 4cc de diméthylformamide anhydre,
puis on ajoute 3 la suspension 3cc (2,35 x 10°2 moles) de S-éthyl trifluoro
thioacgtate. On met sous atmosphére d'argon et on agite 4 heures, la solution est alors
limpide. On évapore la diméthylformamide sous pression réduite (P = 20mm Hg). Le
résidu est cristallisé dans le dichlorométhane. Le composé 9 est obtenu avec un
rendement de 84%. Chromatographie sur couche mince (CCM)- plaque Merck 5735,
gel de silice 60F;s, - éluant 20% CH30H-80% CH,Clp. RF 0.5.

rocéd reparation du 6-trifluoroacétamido caproate de N-hvdroxysuccinimi

10.

Dans un ballon de 100ml, on introduit 2,27 g (10-2 mole) de composé 9, 2,04 g (102
mole) de dicyclohexylcarbodiimide et 1,15 g (10-2 mole) de N-hydroxysuccinimide.
On ajoute 40cc de CH,Cly et on agite 5 heures sous atmosphare d'argon. Un précipité
blanc s'est formé, il est filtré. Le filtrat est évaporé. Le résidu obtenu ne présente
qu'une seule tache en chromatographie sur couche mince, il n'est pas purifié, le
rendement est quantitatif. Chromatographie sur couche mince (CCM) - plaque Merck
5735, gel de silice 60Fys, - éluant 5% CH30H-95% CH)Cl,. RF 0.7.
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Procédé de préparation du _1-O-(4 4'-diméthoxytrityl)  4-amido(6trifluoro-
ac€tylamido) caproate 4-amino 1.3-butanediol 11

Dans un bicol de 50cc, on met sous atmosphére d'argon 2,44 g (6 mmoles) de
composé § et 3,44 g de composé 10 (9,45 mmoles). On met en solution dans 25cc de
diméthylformamide anhydre et on agite 16 heures. On évapore alors la
diméthylformamide au rotavapor sous pression réduite (P = 20 mmHg). Le résidu
obtenu est purifié sur colonne de silice Merck 9385, éluant 5 hexane - 95 CHyCly,
puis CH30H 2=10 - CH; Cly 98=90. La silice est préalablement neutralisée par
mise en suspension dans I'éluant initial contenant 1% de DIEA. Aprés purification, le
composé 11 est obtenu avec 84% de rendement. Chromatographie sur couche mince
(CCM)- plaque Merck 5735, gel de silice 60F,54 - 6luant 10% CH30H-90%
CHyCly. RF 0.8.

oéthoxvphosphing) 4-amido-(6-trifluoroacétvlamido) caproate 4-amino 1.3-

butanediol 4

Dans un ballon bicol de S50cc, on met sous atmosphére d'argon 2 g (3 mmoles) de
dérivé 1l. On ajoute 17 ml de tetrahydrofuranne anhydre, 1,6cc de
diisopropyléthylamine et 0.88cc (4,1 mmoles) de NN diisopropylamino 2-
cyanoéthoxychlorophosphine. On agite 1 heure A température ambiante, on ajoute
alors 2 la solution 25cc d'acétate d'éthyle et 20cc de NaHCO3 5%. La phase
organique obtenue est ensuite lavée trois fois avec NaHCOg3 5%, elle est séchée sur
MgSOy, filtrée et évaporée sous vide (P = 20mm Hg). Le résidu est purifié sur
colonne de silice Merck 9385, éluant hexane 15 - acétate d'éthyle 85. La silice est
préalablement neutralisée par mise en suspension dans I'éluant contenant 1% de
DIEA. Aprés purification, on obtient le dérivé 4 avec 62% de rendement.
Chromatographie sur couche mince (CCM) - éluant hexane 10 - acétate d'éthyle 90.
RF 0.75.
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EXEMPLE HII: Etude de la réactivit
Les phosphoramidites non nucléotidiques 1 et 4 peuvent tre utilisés pour introduire
en 5'(OH) et (ou) en 3'(OH) d'un oligonucléotide, respectivement:
- des bras chimiques (dérivé 1)
- des bras "amine primaire" (dérivé 4)
Les bras "amine primaire” sont séparés les uns des autres et séparés de la chaine
oligonucléotidique par des bras chimiques.
Dans le but de réaliser de tels édifices biopolymériques,la réactivité des composés 1
et 4 a ét testée dans les conditions de synthése automatique d'ADN ou d'ARN
habituelles.
A cet effet, les dérivés 1 et 4 ont été condensés dans l'appareil de synthese
automatique des oligonucléotides, ils ont été condensés en 5'(OH) d'un dimere
thymidine-thymidine (T-T) fixé sur un support solide (support CPG - Controlled
Porous Glass, classique en synthase automatique).
Sil'on appelle N le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4 et S le bras
chimique provenant de la condensation d'une unité 1, les dimdres T-T modifiés en
5'(OH) qui ont été synthétisés sont les suivants :
NTT 12
STT 13
NSTT 14
SNSTT 15
Les dérivés 1 et 4 se fixent avec succds en 5'(OH) d'un oligonucléotide en €longation
(cfr. NTT, STT). Le composé 4 se fixe avec succes 2 la suite d'un bras chimique (cfr.
NSTT) et le composé 1 se fixe bien 2 1a suite d'un bras aminé (cfr. SNSTT).
Toutes les conditions (temps de couplage, concentration réactifs et solvants)
habituellement utilisées au cours d'un cycle d'élongation oligonucléotidique se sont
révelees adéquates en ce qui concerne la condensation de 1.
Néanmoins, pour la condensation de 4, les conditions habituellement utilisées
(concentration en phosphoramidite 0.1M et temps de condensation 25 sec) ont dfi &tre
optimalisées. En fait, le dérivé 4 se condense avec un rendement quasi quantitatif si
on utilise une concentration 0.1M en phosphoramidite et un temps de condensation de
10 minutes.
On obtient dans chacun des quatre essais de condensation effectués un produit
quasiment pur ainsi que le montrent les résultats d'analyse en électrophordse
capillaire (Fig. 1). Ces résultats montrent que les réactions de condensation,
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d'oxydation de capping et de clivage du support solide aprés synthése sont efficaces
et ne dégradent pas les triméres (NTT, STT), tetraméres (NSTT) et pentameres
(SNSTT) formés. Par ailleurs, en synthése oligonucléotidique, il est possible de
récupérer la solution de déprotection du groupe diméthoxytrityle et de mesurer
lntensité de la coloration orange du cation en vue d'estimer le rendement de chaque
condensation. Ces mesures ont été faites pour les condensations de S et N, elles
indiquent des rendements quasi quantitatifs.

La labilit€ du groupe protecteur de I'amine (groupe trifluoroacétyle) a également été
étudiée. En fait, les conditions classiques de clivage d'une chaine oligonucléotidique
du support solide (NH4OH 32%, 1h, RT) et les conditions classiques de déprotection
des phosphates et des amines des bases de la chaine oligonucléotidique (NH40H
32%, 8h, 55°C) se sont révélées suffisantes pour déprotéger l'amine primaire
introduite dans les polymeres 12, 14 et 15 par condensation d'un monomeére 4.

Couplage en phase solide du dérivé 1 ou du dérivé 4 avec un dimeére thymidine-
thymidine fixé sur un support solide insoluble.

Le dérivé 1, ou le dérivé 4, solubilisé dans I'acétonitrile anhydre 2 une concentration
de 0.IM est activé par le tétrazole 0.5M dans le méme solvant et condensé avec le
groupe hydroxylique en position 5' d'un dimére thymidine-thymidine fixé sur un
support solide insoluble habituellement utilisé en synthése oligonucléotidique dans
un synthétiseur ABI 394. En ce qui concerne la condensation du composé 1, toutes
les conditions sont identiques A celles utilisées dans un cycle d'élongation
oligonucléotidique (N.D.Sinha, J.Biernat, J.McManus et H.Késter, Nucleic Acids
Research (1984) 12(11), 4539).

En ce qui concerne la condensation du composé 4, toutes les conditions sont
identiques 3 celles utilisées dans un cycle d'€longation oligonucléctidique, 2
I'exception du temps de couplage qui est porté 3 10 minutes alors qu'il est de 25
secondes dans les conditions classiques de couplage.

Le clivage du support solide est réalisé dans les conditions habituelles (NH40H 32%)
et le produit final est obtenu avec un rendement comparable 23 ceux couramment
réalisés en synthdse oligonucléotidique.

 Les tri-, tetra- et pentaméres synthétisés 12, 13, 14 et 15 ont été analysés en

€lectrophorese capillaire (cfr. fig. 1) ABI 270A, colonne capillaire MICRO-GEL100,
diamétre interne 50um, longueur 50cm, voltage 15kV, tampon 75mM Tris-phosphate
10% methanol pH 7.6.
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EXEMPLE IV : Préparation molécules mixtes olig xyribonucléotidiqu
portant en 5'(OH) un enchevétrement linéaire de bras chimiques
entrecoupés de bras aminés utiles dans la détection de séquences

'ADN méth non radioactiv

La synthése et l'utilisation de molécules mixtes composées d'une partie
oligodésoxynucléotidique et d'une autre partie possédant des propriétés chimiques
caractéristiques permettent la détection facile et rapide de cibles d'acides
désoxyribonucléiques par des méthodes non radioactives. La partie
oligodésoxyribonucléotidique de séquence définie et homologue d'un fragment
d'ADN cible apporte I'énergie de stabilisation et assure son hybridation avec la
molécule d'ADN que I'on veut détecter. La partie qui fournit la réactivité permettant
la détection directe ou indirecte de I'hybride peut étre introduite en l'extrémité 5'(OH)
et (ou) 3'(OH) de la séquence d'acides nucléiques. Dans cet exemple précis, la partie
responsable de la détection sera essentiellement introduite en 5'(OH) de la séquence
d'acides nucléiques.

La partie responsable de la détection sera introduite en 5'(OH) de la chafne

oligonucléotidique encore fixée sur le support solide et protégée sur ses bases et ses

phosphates en procédant 2 une série de condensations des dérivés 1 et 4 en utilisant
les mémes cycles de réaction dans le synthétiseur automatique d'’ADN que ceux mis
en oeuvre pour la synthése de la séquence d'acides nucléiques. Toutefois en ce qui

concerne le dérivé 4, le temps de condensation sera porté & 10 minutes au lieu des 25

secondes du cycle classique.

Apres clivage de la chaine oligonucléotidique 5" modifiée, de son support solide, et

déprotection des bases et des phosphates, la partie qui fournit la réactivité responsable

de la détection sera introduite par un lien chimique covalent. Parmi les différentes
molécules possédant les propriétés requises pour la détection, on utilise de préférence
la biotine, la digoxigénine, la fluorescéine, la peroxydase et l'alcaline phosphatase.

Ces molécules, judicieusement activées, sont fixées sur la chaine oligonucléotidique

au niveau des amines primaires introduites A cet effet en raison de leur

nucléophilicité.

SiTon appelle N le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4etS le bras

chimique provenant de la condensation d'une unité 1, les oligoméres modifiés en

5'(OH) qui ont été synthétisés sont les suivants :
NSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 16
NSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 17
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NSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 1

8
NSSNSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 19
Apres clivage de la chaine oligonucléotidique ainsi modifiée de son support solide et
déprotection des bases et des phosphates, les sondes 16, 17, 18 et 19 sont biotinylées,
pour conduire aux sondes biotinylées 20, 21, 22 et 23 qui sont analysées en
€lectrophorgse capillaire (Fig. 2a, 2b).
Si T'on appelle B le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4 suivie
d'une biotinylation, et S le bras chimique provenant de la condensation d'une unité 1
les sondes mono- ou polybiotinylées en 5'(OH) qui ont été obtenues sont les
suivantes:
BSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA
BSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA
BSSBSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA
BSSBSSBSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA
Fig. 2a, 2b.

Procédé_de préparation de molécules mixtes Qliggdégngribgnuglégtidigges portant

n_J3'(OH) un enchevétrement linéaire de bras chimi entrecoupés de bras aminés
16.17. 18 et 19

Une sonde ADN a été synthétisée avec une séquence oligodésoxynucléotidique
complémentaire d'une séquence cible. On prépare, en phase solide, dans un
synthétiseur automatique d'ADN ABI 394 simultanément quatre sondes identiques
(dans quatre réacteurs) de séquence 5' TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 3.

Le synthétiseur est programmé pour continuer des cycles de fixation en 5' d'unités 1
et 4 pour conduire respectivement aux biopolymeres 16, 17, 18 et 19. Pour ce faire,
on a utilis€ 6 mg de support CPG fonctionnalisé avec de la diméthoxytrityl isobutyl
guanosine 2 34 umoles/g, ce qui correspond 2 0.2 pmole. Le dérivé 1 et le dérivé 4
sont solubilisés dans I'acétonitrile anhydre 3 une concentration 0.1M et introduits
dans le synthétiseur aux endroits prévus pour des phosphoramidites non classiques.
Apr®s synthése automatique des biopolymeres 16, 17, 18 et 19, les chaines
oligonucléotidiques ainsi modifiées sont clivées des supports CPG par quatre
traitements successifs de 15 minutes avec 500 ul de NH4OH 32%. Les solutions
ammoniacales obtenues sont portées 5 h 4 55°C. Ce deuxidme traitement a pour but
de déprotéger les bases et les phosphates des chaines oligonucléotidiques. Les
solutions ammoniacales sont liophylisées, les quatre résidus sont soumis 3 une

SRR
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chromatographie par filtration moléculaire (gel sephadex G50) puis 3 une
électrophorése sur gel de polyacrylamide 20%.

Procédé de biotinylation de molécules mixtes oligodésoxyribonucléotidiques portant
n 5'(OH) un enchevétrement linéai ras chimi ntrec L inés.
Préparation des sondes biotinylées 20, 21. 22. 23
Dans un tube Eppendorf, on dissout 20DO de sonde aminée 16, 17, 18 ou 19 dans
120 pl de tampon phosphate 0.01M PH 7.5. On ajoute une solution de 20 mg de
sulfosuccinimidyl 6-biotinamidocaproate dans 240 ul de diméthylformamide. On
laisse incuber 2 température ambiante 16h. Chaque solution est soumise A une
chromatographie par filtration moléculaire (gel sephadex G50), puis 2 une
€lectrophorese sur gel de polyacrylamide 20%. Les sondes biotinylées 20, 21, 22 et
23 ont été analysées en €lectrophorése capillaire Micro-Gel;y diametre interne 50

um, longueur 50 cm, voltage 15kV, tampon 75 mM Tris-phosphate - 10% methanol
pH 7.6.
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EXEMPLE V : Préparation d'un support_solide CPG (controlled porous glass)
fonctionnalisé par le 1-0-(4.4' diméthoxytritvl) 1.3-butanediol

Le support CPG fonctionnalisé par le 1-O-(4,4' diméthoxytrityl) 1,3butanediol 3 a
pour formule 24
5 DMTO-CH2—(‘3H2

CH-CH3
9 9
//C-CHZ-CHZ-C-NH -----------

24

10 L'approche suivie a pour objectif la préparation d'un support solide judicieusement
fonctionnalisé en vue de la préparation de sondes d'acides nucl€iques dans lesquelles
un ou plusieurs éléments de marquage entrecoupés de bras chimiqiles sont introduits
en 3'(OH) de la sonde par toute méthode de synthése d'assemblage internucléotidique
manuelle ou automatique sur support solide.

15 La méthode adoptée pour fonctionnaliser le support CPG comporte les étapes
suivantes (schéma III).

Schéma ]
0
CHz=C”
20  DMTO-CHz—-CHz 0 DMTO-CH2-CHz
CH-CHs CHa~C[ CH-CH3
CH =0 0
> : /C—CHz—CHz-/SJ—OH
3 0 d
25
25 a a
HO—-)—O—>-51 DMTO=CH2~CHa
CH-CH3 a o HzN
~Lh——LLs g 0 >
~CHz2—CHz~E~0- !
0/
30 26 ¢l q
DMTO~CHz~CH
CH-CHa
0 Y
O/C—CHz-CHz—C/—NH -----(CPg)

35 24
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Le 1-0-(4,4' diméthoxytrityl)1,3-butanediol 3 est acylé sur I'alcool secondaire libre
par l'anhydride succinique puis l'acide généré 25 est activé sous forme d'ester
pentachlorophénolique 26. Le support CPG porte en surface des fonctions "amine
primaire” qui fixeront le dérivé 26 par formation d'un lien amide 2 partir de l'ester
activé.

Pr réparation de 1-O-(4 4' diméthoxytrityl) 3-succinate 1.3-butanediol 25
Dans un ballon bicol de 50cc, on met sous argon 2,35 g (6 mmoles) de composé 3, on
ajoute 22cc de pyridine anhydre, 0,74g (6.1 mmoles) de 4diméthylaminopyridihe et
0.64g (6.4 mmoles) d'anhydride succinique. On agite magnétiquement le mélange
réactionnel pendant 3 jours A température ambiante. On ajoute alors du toluene au
mélange réactionnel et on procdde 2 un entrainement azéotropique de la pyridine par
le toluene (évaporateur rotatif p=20mm Hg). Le résidu obtenu est dissous dans 75cc
de dichlorométhane. La phase organique ainsi obtenue est lavée deux fois avec une
solution d'acide citrique 4x10-2 M. La phase organique est alors séchée sur MgS0y4,
filtrée et évaporée (évaporateur rotatif p=20mm Hg). Le résidu est purifié sur colonne
de silice Merck 9385 - éluant: gradient Hexane 15 - CHyClp 85 = CHyCly 100 =
MeOH3-CHCl 97. La silice a préalablement été neutralisée par mise en suspension
dans I'éluant de départ contenant 1% de DIEA. On obtient aprés purification 1 g de
composé 23. Rdt: 34%.

I ion 1-:0-(44' diméthoxytrityl) _3-(pentachlorophenoxy-
Dans un ballon bicol de 25cc, on introduit 1 g de composé 25 (2mmoles), on met sous
atmosphere d'argon et on ajoute une solution de 14cc de diméthylformamide anhydre
contenant (.58g de pentachlorophénol (2.2 mmoles) et 0.62g de dicyclohexyl-
carbodiimide (3 mmoles). On agite le mélange réactionnel magnétiquement pendant
24h 2 température ambiante. On filtre le précipité de dicyclohexylurée puis le
précipité est lavé avec 50cc de benzéne. On évapore le benzéne.
Le résidu est purifié sur colonne de silice Merck 9385 - éluant hexane 15 -
dichlorométhane 85. La silice est préalablement neutralisée par mise en suspension
dans I'€luant contenant 1% de DIEA. Aprds purification, on obtient 1.7 g de
composé 26. Rdt = = 100%.
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Procédé de préparation d'un support solide CPG (Controlled Porous Glass)
fonctionnali ot ments 1-0-(4.4' diméthoxvtrityl) 1.3-butanediol 24

Le support solide utilisé (PIERCE Ref.24875) a une porosité de 5004, il est
fonctionnalisé en surface par des groupes "amine primaire". Dans un ballon de 10cc,
on introduit 0.5 g de support CPG aminé, 0.2 cc de triéthylamine fraichement
distillée, 0.385 g d'ester pentachlorophénolique 26 (0.26 mmole) et 1.3 cc de
diméthylformamide anhydre. On ferme le ballon et on agite & 37°C pendant 24h. A
ce moment, on contrdle sur un petit aliquot de support solide qu'il a effectivement été
fonctionnalisé par 26. L'aliquot est lavé plusieurs fois & I'éthanol puis a 1'éther, puis il
est traité avec une solution 0.1IM d'acide p toluéne sulfonique dans l'acétonitrile
anhydre. Cette opération a pour but de déprotéger l'alcool primaire et de faire
apparaitre la coloration orange du cation diméthoxytrityl formé dans ce milieu
anhydre. Si donc la coloration orange apparait, on peut poursuivre le traitement du
support ainsi fonctionnalisé.

On procéde alors 2 la neutralisation des fonctions amine primaire du support n'ayant
pas réagi. Pour cela, on ajoute au mélange réactionnel 70yl d'anhydride acétique et on
laisse agir 10 minutes & 37°C. On filtre ensuite le support solide. Le support est
ensuite successivement lavé avec 20cc de diméthylformamide, 20cc d'alcool
éthylique, 20cc de dioxanne et 20cc d'éther éthylique. 11 est ensuite séché sous vide
au dessicateur (p= 20mm Hg) en présence de pentoxyde de phosphore. On procéde
alors & une détermination du nombre de molécules 26 fixées sur le support par dosage
spectroscopique (visible) du nombre de groupes 4,4'-diméthoxytrityle libérés en
milieu acide par gramme de support.

Dans un flacon jaugé de 10cc, on introduit 8.1 mg de support CPG fonctionnalisé, on
ajoute 10 ml d'acide p toluene sulfonique 0.1 M dans l'acétonitrile anhydre. La
solution se colore en orange, la lecture se fait & 497 nm. € = 7.104. On mesure une
absorbance de 1.72.

C=A=172 =(.245 104 mole/l
€1 7.10%x1

La fonctionnalisation du support est donc de 30.3 ymole/g.
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EXEMPLE VI : Etude de 1a réactivité d'un PG fonctionnalisé par des unités
1-0-(4.4' diméthoxytrityl) 1.3-butanediol

Le support CPG 24 fonctionnalisé par des unités 1-O-(4,4' diméthoxytrityl) 1,3-

butanediol peut étre utilisé pour introduire en 3'(OH) d'un oligonucléotide

- des bras chimiques (condensation du dérivé 1)

- des bras "amine primaire" (condensation du dérivé 4).

Les bras "amine primaire” sont séparés les uns des autres et séparés de la chaine

oligonucléotidique par des bras chimiques.

Dans le but de réaliser de tels édifices biopolymériques, la réactivité du support CPG

24 a été testée dans les conditions de synthese automatique d'oligonucléotides. A cet

effet, le support CPG 24, introduit dans un réacteur de l'appareil de synthése

automatique d'oligonucléotides, a été soumis 2 une série de condensations

respectivement des phosphoramidites 1, 4 et celui de la thymidine (T).

SiTon appelle N le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4 et S le bras

chimique provenant de la condensation d'une unité 1, les polymeres qui ont été

synthétisés sont les suivants :

TTSS 21
TINS 28
SSTT 28
NSTTSNS 30

Le tetramére SSTT a uniquement 6té synthétisé pour une comparaison en
€lectrophorgse capillaire avec TTSS. Les phosphoramidites 1 et 4 se fixent donc avec
succes sur le support CPG 24 dans les conditions classiques (temps de couplage,
solvant, réactifs) de condensation dans un synthétiseur automatique
d'oligonucléotides. Toutefois, en ce qui concerne la condensation du composé 4, le
temps de couplage a dfi &tre porté A 10 minutes au lieu des 25 secondes du cycle
classique. De plus, les conditions classiques utilisées pour le clivage des
oligonucléotides de leur support solide (NH4OH 32% - 4x(500 pl-15 minutes) se sont
avérées adéquates puisque les composés 27, 28 et 30 ont été obtenus avec de bons
rendements.

On obtient dans chacun de ces essais de condensation effectués, un produit
relativement pur ainsi que le montrent les résultats d'analyse en électrophordse
capillaire (Fig. 3).

Par ailleurs, en synthése oligonucléotidique, il est possible de récupérer la solution de
déprotection du groupe diméthoxytrityle et de mesurer l'intensité de la coloration
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orange du cation en vue d'estimer le rendement de chaque condensation. Ces mesures
ont ét¢ faites pour chaque condensation sur le support 24, elles indiquent des
rendements quasi quantitatifs,

Condensation des phosphoramidites 1 et 4 sur le support CPG 24. Svnthdse des
polymeres 27, 28 et 3().

On réalise simultanément les trois polyméres 27, 28 et 30 dans un synthétiseur
automatique d'oligonucléotides ABI 394. Pour ce faire, on introduit dans trois
réacteurs 6,6 mgr (0.2 pmole) de support CPG 24 fonctionnalisé 2 30,3 pmole/g. Le
dérivé 1 et le dérivé 4 sont solubilisés dans 1'acétonitrile anhydre 2 une concentration
0.IM et introduits dans le synthétiseur aux endroits prévus pour  des
phosphoramidites non classiques. Le synthétiseur est programmé pour effectuer des
cycles de condensation de 1, 4 et T selon les séquences de 27, 28 et 30. Aprs
synthése automatique de 27, 28 et 30, les polyméres sont clivés des supports CPG par
quatre traitements successifs de 15 minutes avec 500 ul de NH4OH 32%. Les
solutions ammoniacales sont liophylisées et les résidus sont analysés en
électrophorése capillaire (ABI 270A), colonne Micro-Gely ) diametre interne 50 pm,
longueur 50 cm, voltage 15kV, tampon 75 mM Tris-phosphate - 10% méthanol pH
7.6.
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EXEMPLE VII : Pr ion de_molécules mix li xyribonucléotidi
rtant en 3'(OH) un enchevétrement linéai himi
n . in il 1 tection ne
'ADN m non-radioactiv

Les molécules mixtes composées d'une partie oligodésoxyribonucléotidique et d'une
autre partie possédant des propriétés chimiques caractéristiques permettent la
détection facile et rapide de cibles d'acides désoxyribonucléiques par des méthodes
non radioactives. La partie oligodésoxyribonucléotidique de séquence définie et
homologue d'un fragment d'ADN cible apporte I'énergie de stabilisation et assure son
hybridation avec la molécule d'ADN que I'on veut détecter. La partie qui fournit la
réactivité permettant la détection directe ou indirecte de I'hybride peut étre introduite
en l'extrémité 5'(OH) et (ou) 3'(OH) de la séquence d'acides nucléiques. Dans cet
exemple précis, la partie responsable de la détection sera essentiellement introduite en
3'(OH) de la séquence d'acides nucléiques. La partie responsable de la détection sera
introduite en 3'(OH) de la chaine oligonucléotidique en procédant d'abord 2 une série
de condensations des dérivés 1 et 4 sur un support solide CPG 24 dans le synthétiseur
automatique d'oligonucléotides. Lorsque la séquence souhaitée de bras chimiques et
amine primaire a été édifiée dans le synthétiseur automatique, on procade, 2 la suite
de I'édifice bati, A la construction de la chaine oligonucléotidique. Les condensations
des phosphoramidites 1 et 4 dans le synthétiseur automatique d'oligonucléotides sont
réalisées en utilisant les mémes cycles de réactions que ceux mis en oeuvre pour la
synthese de la séquence d'acides nucléiques. Toutefois, en ce qui concerne le dérivé
4, le temps de condensation est porté & 10 minutes au lieu des 25 secondes du cycle
classique. Apres clivage de la chaine oligonucléotidique 3' modifiée de son support
solide et déprotection des phosphates et des bases de la chaine oligonucléotidique, la
partie qui fournit la réactivité responsable de la détection sera introduite par un lien
chimique covalent. Parmi les différentes molécules possédant les propriétés requises
pour la détection, on utilise de préférence la biotine, la digoxigénine, la fluorescéine,
la peroxydase et l'alcaline phosphatase. Ces molécules, judicieusement activées, sont
fixées sur la chaine oligonucléotidique au niveau des amines primaires introduites a
cet effet en raison de leur nucléophilicité.

Sil'on appelle N le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4etS le bras
chimique provenant de la condensation d'une unité 1, les oligomeres modifiés en
3'(OH) qui ont été synthétisés sont les suivants :
TITTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNS 31



10

15

20

25

30

35

09300160

38
TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNS 32
TITTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNS 33

TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNSSNS 34

Apres clivage de la chaine oligonucléotidique ainsi modifiée, de son support solide et
déprotection des bases et des phosphates, les quatre oligonucléotides sont analysés en
€lectrophorese capillaire (Fig. 4).

Apres déprotection des amines primaires, les sondes 31, 32, 33 et 34 sont biotinylées.
Les sondes biotinylées obtenues 35, 36, 37 et 38 sont analysées en électrophorése
capillaire (Fig. 4).

Si I'on appelle B le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4 suivie
d'une biotinylation et S le bras chimique provenant de la condensation d'une unité 1
les sondes mono ou polybiotinylées en 3'(OH) qui ont été obtenues sont les suivantes:

TITTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBS Kh]
TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBS 36
TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBS KA

TITTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBSSBS 38

I .r ion molécules mix lig xvribonucléotidi rtant
'(OH) un enchevétrement linéai himi n de br: inés.
nth n 1,32 4

On réalise simultanément les quatre sondes 31, 32, 33 et 34 dans un synthétiseur
automatique d'ADN ABI 394, Pour ce faire, on introduit dans quatre réacteurs 6,6 mg
(0,2 umole) de support CPG 24 fonctionnalisé 3 30.3 umole/gr. Le dérivé 1 et le
dérivé 4 sont solubilisés dans l'acétonitrile anhydre a4 une concentration 0.1 M et
introduits dans le synthétiseur aux endroits prévus pour des phosphoramidites non
classiques. Le synthétiseur est programmé pour débuter par des cycles de fixation des
phosphoramidites 1 et 4 selon les séquences respectives 31, 32, 33 et 34, puis
poursuivre avec les phosphoramidites nucléotidiques, la synthése d'une séquence
d'acides nucléiques complémentaire d'une séquence cible :

5 TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 3'

Aprés synthése automatique des biopolymeres 31, 32, 33 et 34, les chatines
oligonucléotidiques ainsi modifiées sont clivées des supports CPG par quatre
traitements successifs de 15 minutes avec 500 ul de NH4OH 32%. Les solutions
ammoniacales obtenues sont portées 5 heures 2 55°C. Ce deuxidme traitement a pour
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but de déprotéger les bases et les phosphates des chaines oligonucléotidiques. Les
solutions ammoniacales sont liophylisées, les quatre résidus sont soumis A une
chromatographie par filtration moléculaire (gel Sephadex G50) puis A une
€lectrophorése sur gel de polyacrylamide 20%.

Procédé de biotinylation de molécules mixtes oligodésoxvribonucléotidiques portant

n 3'(OH) un enchevétrement linéaire d himi ntrecou in
Préparation des sondes biotinylées 35. 36. 37 et 38.

Dans un tube eppendorf, on dissout 20 DO de sonde aminée 31, 32, 33 ou 34 dans
120 1 de tampon phosphate 0.01 M pH 7.5. On ajoute une solution de 20 mg de
sulfosuccinimidyl 6-biotinamido caproate dans 240 pl de diméthylformamide. On
laisse incuber & température ambiante 16 heures. Chaque solution est alors soumise 2
une chromatographie par filtration moléculaire (gel Sephadex G50) puis A une
€lectrophorése sur gel de polyacrylamide 20%. Les sondes biotinylées 33, 36, 37 et
38 ainsi que les sondes aminées correspondantes 31, 32, 33 et 34 sont analysées en
€lectrophorése capillaire colonne Micro-Gelygy, diamétre interne 50 pm, longueur
50cm, voltage 15kV, tampon 75mM Tris-phosphate - 10% méthanol pH 7.6.



10

15

20

25

35

093061560
40

EXEMPLE VIII : Pr ion_de molécules mix 1i xyribonucléotidi
rtant en 3'(OH) et en S'(QH) un enchevétrement linéaire de bras
chimiques entrecoupés de bras aminés utiles dans la détection de
ences d'ADN m non-radioactivi
Les mol€cules mixtes composées d'une partie oligodésoxyribonucléotidique et d'une
autre partie possédant des propriétés chimiques caractéristiques permettent la
détection facile et rapide de cibles d'acides désoxyribonucléiques par des méthodes
non-radioactives. La partie oligodésoxyribonucléotidique de séquence définie et
homologue d'un fragment d'ADN cible apporte I'énergie de stabilisation et assure son
hybridation avec la molécule d'ADN que 'on veut détecter. La partie qui fournit la
réactivité permettant la détection directe ou indirecte de I'hybride peut &tre introduite
en l'extrémité 5'(OH) et (ou) 3'(OH) de la séquence d'acides nucléiques. Dans cet
exemple précis, la partie responsable de la détection sera introduite de part et d'autre
de la chaine oligonucléotidique simultanément en 5'(OH) et en 3'(0OH).
La partie responsable de la détection sera introduite en 3'(OH) de la chaine
oligonucléotidique en procédant d'abord 2 une série de condensations des dérivés let
4 sur un support solide CPG 24, dans le synthétiseur automatique d'oligonucléotides.
Lorsque la séquence souhaitée de bras chimiques et amine primaire a été édifide dans
le synthétiseur, on proctde, A la suite de 1'édifice construit, 2 la construction de la
chaine oligonucléotidique.
A la suite de la chaine oligonucléotidique, le synthétiseur est programmé pour
continuer des cycles de fixation en 5' d'unités 1 et 4. Les condensations des
phosphoramidites 1 et 4 dans le synthétiseur automatique d'oligonucléotides sont
réalisées en utilisant les mémes cycles de réactions que ceux mis en oeuvre pour la
synthése de la séquence d'acides nucléiques. Toutefois, en ce qui concerne le
compos¢ 4, le temps de condensation est porté 4 10 minutes au lieu des 25 secondes
du cycle classique.
Apres clivage de son support solide de la chaine oligonucléotidique 3'(OH) et 5'(OH)
modifiée et déprotection des phosphates et des bases de la chaine oligonucléotidique,
la partie qui fournit la réactivité responsable de la détection sera introduite par un lien
chimique covalent. Parmi les différentes molécules possédant les propriétés requises
pour la détection, on utilise de préférence la biotine, la digoxigénine, la fluorescéine,
la peroxydase et l'alcaline phosphatase. Ces molécules, judicieusement activées, sont
fix€es sur la chaine oligonucléotidique au niveau des amines primaires introduites 3
cet effet en raison de leur nucléophilicité.
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Sil'on appelle N le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4 et S le bras
chimique provenant de la condensation d'une unité 1, les oligoméres modifiés en
3'(OH) et 5'(OH) qui ont été synthétisés sont les suivants :
NSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNS 39
NSSNSSTITTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNS 40
NSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNS 41
NSSNSSNSSNSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSNSSNSSNSSNS 42
Apres clivage de la chaine oligonucléotidique ainsi modifiée de son support solide et
déprotection des bases et des phosphates, les quatre oligonucléotides sont analysés en
€lectrophorese capillaire (Fig. 5).
Les sondes 39, 40, 41 et 42 sont alors biotinylées; les sondes biotinylées obtenues 43,
44, 435 et 46 sont analysées en électrophordse capillaire (Fig. 5).
Si T'on appelle B le bras aminé provenant de la condensation d'une unité 4 suivie
d'une biotinylation et S le bras chimique provenant de la condensation d'une unité 1,
les sondes biotinylées en 3'(OH) et en 5'(OH) qui ont été obtenues sont les suivantes :
BSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBS 43
BSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBS 44
BSSBSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBS 45
BSSBSSBSSBSSTTTTCAAAGAAGATGGCAAAACASSBSSBSSBSSBS 46

r jon molécules mixtes olie xyribonucléotidi t
n 3'(OH n 5'(OH) un enchevétrement linéaire de bras chimigues entreco de
I, i f] n 40 41 et 42.

On réalise simultanément les quatre sondes 39, 40, 41 et 42 dans un synthétiseur
automatique d'ADN ABI 394. Pour ce faire, on introduit dans quatre réacteurs 6,6 mg
(0.2 umole) de support CPG 24 fonctionnalisé A 30.3 umole/g. Le dérivé 1 et le
dérivé 4 sont solubilisés dans l'acétonitrile anhydre 3 une concentration 0.1 M et
introduits dans le synthétiseur aux endroits prévus pour des phosphoramidites non
classiques.

Le synthétiseur est programmé pour débuter par des cycles de fixation des
phosphoramidites 1 et 4 selon les séquences respectives 39, 40, 41 et 42, puis
poursuivre avec les phosphoramidites nucléotidiques, la synthése d'une séquence
d'acides nucléiques complémentaire d'une séquence cible :

5'TTITTCAAAGAAGATGGCAAAACA 3'
et enfin continuer des cycles de condensation d'unités 1 et 4 en 5' de la chaine
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d'acides nucléiques.

Apres synthse automatique des biopolymeres 39, 40, 41 et 42, les chaines
oligonucléotidiques ainsi modifiées sont clivées des supports CPG par quatre
traitements successifs de 15 minutes avec 500 ul de NH4OH 32%. Les solutions
ammoniacales obtenues sont portées 5 heures 2 55°C. Ce deuxidme traitement a pour
but de déprotéger les bases et les phosphates des chaines oligonucléotidiques. Les
solutions ammoniacales sont liophylisées; les quatre résidus sont soumis 3 une
chromatographie par filtration moléculaire (gel Sephadex G50) puis & une
électrophorése sur gel de polyacrylamide 2 20%.

Procédé de biotinylation de molécules mixtes oligodésoxyribonucléotidiques portant
en 3(OH) et en 5'(OH) un enchevétrement lindaire de bras chimiques entrecoupé de
ras aminés. Préparation des sondes biotinylées 43, 44, 45 et 4

Dans un tube eppendorf, on dissout 20 DO de sonde 39, 40, 41 ou 42 dans 120 ul de
tampon phosphate 0.01 M pH 7.5. On ajoute unme solution de 30 mg de
sulfosuccinimidyl 6-biotinamido caproate dans 360 pl de diméthylformamide. On
laisse incuber & température ambiante pendant 16 heures. Chaque solution est alors
soumise 2 une chromatographie par filtration moléculaire (gel Sephadex G50) puis &
une €lectrophordse sur gel de polyacrylamide 20%. Les sondes biotinylées 43, 44, 45
et 46 ainsi que les sondes aminées correspondantes 39, 40, 41 et 42 sont analysées en
€lectrophorése capillaire colonne Micro-Gelyg, diamétre interne 50 pm, longueur
50cm, voltage 15kV, tampon 75 mM Tris-phosphate - 10% méthanol pH7.6
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EXEMPLE IX : Utilisation des son iotinyl crites dans les exempl

et VIII en hybridation sur support solide - limites de détection.
Afin de mettre en évidence les avantages de la présente invention, les sondes
polybiotinylées en 5'(OH) 20, 21, 22 et 23, les sondes polybiotinylées en 3'(OH) 35,
36, 37 et 38, ainsi que les sondes polybiotinylées en 3'(OH) et en 5'(OH) 43, 44, 45 et
46 ont €té testées en hybridation en vue d'étudier leur potentiel d'utilisation en
diagnostic.
De maniere générale, I'hybridation s'est faite entre un oligonucléotide (30 mer) fixé
sur un support solide en plastique par son extrémité 5'(OH) et complémentaire des
sondes 2 tester (23 mer) par son extrémité 3' (OH). Chaque support solide (tube)
revét de l'ordre de 10 ng d'oligonucléotide (30 mer) complémentaire aux sondes A
tester, ce qui représente environ 1012 copies. Chaque oligonucléotide biotinylé
mentionné ci-dessus est soumis A 8 hybridations différentes partant de 1 pg
d'oligonucléotide marqué (~ 108 copies) et allant jusqua 300 atg (3x104 copies) en
procédant A des dilutions 1/3 d'une cuvette A I'antre. Aprés hybridation, la révélation
se fait par chémiluminescence (CSPD-Tropix); la lecture se fait au luminometre.
Les résultats repris au schéma IV concernent 'hybridation des sondes polybiotinylées

en 5'(OH) 20, 21, 22 et 23 avec le 30 mer complémentaire fixé sur tube en plastique.
Schéma IV

OLIGO Nombre de Biotines Limite de détection
fg nombre de copies

20 1 5'(0H) 30 3 x 102

21 2 " 30 3 x 106

22 3 " 30 3 x 105

23 4 " 3 3 x 10

Pour les sondes polybiotinylées en 3'(OH) 33, 36, 37 et 38, les résultats d'hybridation
sont repris au schéma V.

Schéma V
OLIGO Nombre de Biotines Limite de détection
fg nombre de copies

6

35 1 3' (0H) 30 3 x 10

36 2 " 10 106
5

37 3 " 3 3 x 10

38 4 " ) 3 3 x 105
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En ce qui concerne les sondes polybiotinylées en 5'(OH) et en 3'(OH) 43, 44, 45 et
46, les résultats sont repris au schéma VL

Schéma VI

OLIGO Nombre de Biotines Limite de détection
fg nombre de copies

43 2 3'+5'(0H) 30 3 x 106

44 4 u 10 106

45 6 " 3 3 x 105

46 8 " 1 105

Procédé d'hybridation d'une_sonde momo ou polybiotinvide (23 mer) avec un
oligomer complémentaire (30 mer) fixé sur un tube en plastique.

Les tubes, recouverts de I'oligonuciéotide complémentaire (30 mer) sont d'abord
saturés une heure  37°C avec 200 pl d'une solution 2 5% de lait écrémé liophylisé
dans le TBS 1x contenant une trace d'azide. Les tubes sont ensuite préhybridés 2
heures a 50°C avec le tampon d'hybridation (100 ub): 5x Denhardt's, 6xSSC, 0.1%
SDS, 100 pg/ml de DNA de sperme de saumon.

Pour chaque oligonucléotide A tester, on réalise 8 essais avec les quantités suivantes
(dans 100 pl de tampon d'hybridation): 1 pg (108 copies), 300 fg, 100 fg (107 copies),
30 fg, 10 fg (106 copies), 3 fg, 1 fg (105 copies), 0.3 fg. On réalise également une
série de huit tubes avec un oligomere non complémentaire et non biotinylé et huit
tubes sans oligonucléotide.

L'ensemble des tubes est mis en hybridation 2 h 2 50°C, puis chaque tube est lavé
trois fois pendant dix minutes 4 50°C avec une solution SSC 6x, ils sont ensuite lavés
une fois pendant cing minutes avec le tampon L

Tampon I: 0.1 M Tris, 2 mM MgCly, 0.05% triton, 1 M NaCl

On prépare alors une solution de streptavidine-phosphatase alcaline (fournie avec le
kit Tropix): 1 pl de la solution du kit dans 5.500 ul de tampon I On met 100 pl de
cette solution dans chaque tube, on laisse incuber trente minutes 2 température
ambiante, on lave ensuite chaque tube six fois avec le tampon I. On prépare la
solution d'agent chemiluminescent, le CSPD: (3-(4-méthoxyspiro[1,2-dioxétane-3,2"-
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tricyclo[3.3.1.1.]chlorodecane]-4-yl) phenyl phosphate.

La solution est préparée comme suit : 80 pl de CSPD (Tropix), 500 pl d' "emerald”
(Tropix) et 4.420 pl de tampon de révélation.

Tampon de révélation: 0.1 M diéthanolamine, 1 mM MgCly, 0.02% azide de sodium.

On dépose 100 pl de cette solution dans chaque tube, on laisse incuber 45' puis on lit
au luminometre.
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EXEMPLE X : Préparation du 1.6-O-(4.4' diméthoxytrityl) 2-0-(N. N' diisopropvi-

amino 2-gyanggthgxyghogphing) 1.2, 6- hexane triol.

Le dérivé 1,6-O-(4,4' diméthoxytrityl) 2-O-(N,N' diisopropylamino 2-cyanoéthoxy-
phosphino) 1,2,6-hexane triol 47 répond 2 la formule:

¢ 0
CH3O—®-?-O-CHz-gH-CHz-CHz—CHz-—CHz—O-C-@-OCHs

P
*N,\OCHzCHzCN
OCH3 * CHs 47

L'approche suivie a pour objectif la préparation d'un synthon non nucléotidique
portant cependant les groupes chimiques qui permettent son introduction en 5'(0OH)
d'une chaine oligonucléotidique ou dans un polymere non nucléotidique dont les
monomeres sont unis par un lien phosphodiester, dans les conditions de synthése
automatique d'ARN ou d'ADN habituelles.

Ce synthon a I'avantage de fournir A l'utilisateur un outil permettant I'introduction de
chaines ramifiées, en 5'(OH) d'une séquence d'acides nucléiques, sans sortir de la
routine de synthése automatique ou manuelle.

En effet, il posstde deux fonctions alcool primaire protégées par un groupe
diméthoxytrityle et donc, 2 chaque cycle de condensation, il double le nombre de
sites pour la condensation suivante.

L'intérét de multiplier le nombre de sites de condensation réside dans la possibilité de
pouvoir introduire sur ces sites en fin de synthése, des chaines alkyle portant une
amine primaire. Cette introduction est possible par condensation, en fin de synthése,
du dérivé 48 sur les n sites alcool primaire créés.

D, ; _O-CH2CH2-CN
| >-CH2-0-C-NH- (CH2) 6~0-P
© e
A

48
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Le dérivé 48 est connu dans la littérature et n'est donc pas revendiqué ni décrit.

En ce qui concerne le composé 47, les groupes 4,4-diméthoxytrityle et 2-
cyanoéthoxydiisopropylaminophosphoramidite sont appropriés 2 une synthese aux
phosphoramidites notamment sur support solide.

Le chemin réactionnel pour I'obtention du composé 47 présenté dans le schéma VI
comporte les étapes suivantes :

1) protection sélective des deux alcools primaires du 1,2,6-hexane triol 49 par le
chlorure de diméthoxytrityle (DMT) labile & pH acide.

2) phosphorylation de I'alcool secondaire 50. L'exemple du phosphoramidite montré
dans le schéma VII n'est pas limitatif; on peut envisager aussi la synthése d'un
phosphate triester ou diester ou d'un phosphonate.

Schéma VII

OCHs3
CH30—<::>E§ic1
HO-CH2=CH- (CHz2) 4=OH —==m=—m—mmmmem >  DMTO-CH2-CH-(CHz) 4~ODMT
OH (DMTCI) OH
49 50
NC-CHzCHzO\
P~CI
)\N/
------:i: ------ >  DMTO-CHz2-CH-(CH2) 4~ODMT

OCHz2CH2CN 47

i
>_ ~
A

Procéd¢ de préparation du 1.6-0-(4.4'-diméthoxytrityl) 1.2.6- hexanetriol 50

Dans un ballon bicol de 50cc, on introduit 1.34 g de 1,2,6-hexane triol 49 (10-2
mole). On le met sous atmosphere d'argon puis on ajoute 20cc de pyridine anhydre.
On ajoute ensuite 2 la solution 8.45 g (2.5 x 102 moles) de chlorure de
diméthoxytrityle. On agite 2 heures 2 température ambiante. On hydrolyse le mélange
réactionnel (25cc NaHCO3 5%) et on extrait au dichlorométhane (2 x 50cc). La
phase organique obtenue est lavée trois fois 2 'eau puis une fois avec une solution
aqueuse saturée en chlorure de sodium, elle est séchée sur MgSOy puis filtrée et
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¢vaporée sous pression réduite (évaporateur rotatif p = 20mm Hg). La pyridine
résiduelle est ensuite éliminée par entrainement azéotropique sous pression réduite
avec du toluéne. Le toluene résiduel est alors €liminé par entrainement azéotropique
sous pression réduite avec du dichlorométhane. Le résidu obtenu est purifié sur
colonne de silice Merck 9385 - éluant éther 0=40 - hexane 100=>60. La silice est
préalablement neutralisée par mise en suspension dans I'éluant initial contenant 1%
DIEA. Aprés purification, on récupére 4.5 g (6.1 x 10-3 moles) Rdt. 61%.
Chromatographie sur couche mince (CCM) - plaque Merck 5735 (gel de silice
60Fs,4) éluant éther 4 - hexane 6 RF: 0.3.

Procédé de préparation du 1.6-Q-(4.4' diméthoxytrityl 2-O- (N.N'- diisopropvlamino-
2-cyanoéthoxyphosphino) 1.2.6 hexane triol 47

Dans un ballon bicol de 25cc, on introduit 1.1 g de composé 50 (1.5 x 10-3 moles).
On met sous atmosphére d'argon puis on ajoute 6cc de tétrahydrofuranne anhydre et
0.84cc de diisopropyléthylamine. On ajoute alors au mélange réactionnel, 2 la
seringue et goutte a goutte, 0.45cc (2 x 103 moles) de 2-cyanoéthoxy
diisopropylamino chlorophosphine. Aprds dix minutes de réaction, un important
précipité apparait au sein du mélange réactionnel (chlorhydrate de
diisopropyléthylamine). On hydrolyse le mélange réactionnel (15¢cc NaHCO3 5%),
on extrait au dichlorométhane (2 x 30cc). La phase organique obtenue est lavée 3
I'eau (3 x 20cc), puis avec une solution aqueuse saturée en chlorure de sodium (1 x
20cc), elle est séchée sur MgSOy, filirée et évaporée sous pression réduite
(évaporateur rotatif p = 20 mm Hg). Le résidu est purifié sur colonne de silice Merck
9385 - €luant acétate d'éthyle 3 - hexane 7. La silice est préalablement neutralisée par
mise en suspension dans l'€luant contenant 1% DIEA. Aprés purification, on obtient
1.2 g de 47. Rdt. 84%.

Chromatographie sur couche mince (CCM) plaque Merck 5735 (gel de silice 60F7s4)
- €luant acétate d'éthyle 3 - hexane 7. RF : 0.6.
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EXEMPLE X1 : Etude de 1a réactivité du composé 47

Le phosphoramidite non nucléotidique 47 peut étre utilisé pour introduire en 5'(OH)
d'une séquence d'acides nucléiques, une chaine ramifiée : I'intérét de 47 est de
multiplier par deux 2 chaque condensation, le nombre de sites de condensation. En
fin de synthese, il est alors possible d'introduire sur les sites de condensation ainsi
créés, des chaines alkyle portant une amine primaire. L'introduction des amines
primaires est réalisée par condensation finale du dérivé 48 sur les n sites alcool
primaire créés.

Dans un premier temps, le dérivé 47 a été condensé dans I'appareil de synthese
automatique d'oligonucléotides en 5'(OH) d'un dimére thymidine-thymidine T-T fixé
sur un support solide (support CPG: Controlled Porous Glass) classique en synthese
automatique.

Si I'on représente par —__)—s-le motif provenant de la condensation d'une unité 47
dans lequel e représente un phosphate, les diméres TT modifiés en 5'(OH) qui ont
€té synthétisés peuvent se représenter de la fagon suivante :

TT 52

Comme le montrent les analyses en électrophorése capillaire (Fig. 6), le dérivé 47 se
fixe avec succes en 5'(OH) d'un oligonucléotide en élongation (cfr 51), il se fixe avec
succes sur les deux sites de condensation créés aprés une premire condensation de
47 sur TT (cfr 52) et il se fixe bien sur les quatre sites de condensation créés aprés
deux condensations successives de 47 sur TT (cfr 53).

Etant donné que I'on multiplie par deux le nombre de sites de condensation 2 chaque
cycle, la solution de 47 qui a été utilisée pour préparer simultanément les dérivés 51,
32 et 33 dans le synthétiseur automatique d'oligonucléotides est 0.4 M (conditions
classiques: 0.1 M); de plus, le temps de couplage est porté 2 10 minutes (conditions
classiques 25 sec.).
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Ces résultats montrent aussi que les réactions de condensation, d'oxydation, de
capping et de clivage du support solide aprds synthése sont efficaces et ne dégradent
pas les polymeres 51, 52 et 53. '

Par ailleurs, en synthése oligonucléotidique, il est possible de récupérer la solution de
déprotection du groupe diméthoxytrityle et de mesurer l'intensité de la coloration
orange du cation en vue d'estimer le rendement de chaque condensation. Ces mesures
ont ét€ réalisées pour la synthdse de 53 A chaque cycle; elles indiquent de bons
rendements comme le montrent les résultats ci-dessous (schéma VII).

Schéma VIII

1° condensation (T) 1DMT Aygs: 0.93 Rdt:100% (imposé€)

2° condensation 2DMT Ag7:1.78  Rdt: 95%

3° condensation 4DMT Ayg7:34 Rdt: 95%

4° condensation 8 DMT A4gy: 5.3 Rdt: 77%

Dans un deuxi®me temps, nous avons réalisé un nombre x de condensations de 47 (x
= 1=3) sur un dimére thymidine-thymidine TT fixé sur un support solide (support
CPG, Controlled Porous Glass) classique en synthdse automatique, puis nous avons
terminé par une condensation de 48 sur les n sites de condensation créés en vue
dintroduire n sites amine primaire pour la fixation ultérieure de n éléments de
marquage.
Sil'on représente par ~__)-le motif provenant de la condensation d'une unité 47 od
o représente un phosphate,
par HoN—e- le motif résultant de la condensation d'une unité 48 ot
e représente un phosphate,
les dimeéres TT modifiés qui ont été synthétisés sont les suivants:
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Comme le montrent les analyses en électrophordse capillaire pour le composé 35
comme exemple (Fig. 7), le dérivé 48 se fixe efficacement sur les 4 sites de
condensation créés dans le polymére 52 puisque l'on ne trouve qu'une trace de 52
dans I'€lectrophérogramme de 55.

Etant donné que I'on multiplie par deux le nombre de sites de condensation 2 chaque
cycle, la solution de 47 qui a ét€ utilisée pour préparer simultanément les composés
24, 33 et 56 dans le synthétiseur automatique d'oligonucléotides, est 0.4 M et la
solution de 48 est 0.8 M (conditions classiques 0.1 M). De plus, le temps de couplage
est porté 2 10 minutes pour les condensations de 47 et 48 (conditions classiques 25
secondes).

uplag h lide d rivés 47 et 48 av imére thymidine-thymidin
ix i PG.
Le phosphoramidite 47 est solubilisé dans I'acétonitrile anhydre 2 une concentration
de 0.4 M et le phosphoramidite 48 est solubilisé dans le méme solvant i une
concentration de 0.8 M. Ils sont introduits dans le synthétiseur automatique
d'oligonucléotides aux endroits prévus pour les phosphoramidites non classiques.
Pour les condensations de 47 et 48, toutes les conditions de condensation sont les
conditions d'un cycle d'élongation d'oligonucléotide, exceptés la concentration en
phosphoramidite et le temps de couplage. Le clivage du support solide est réalisé
dans les conditions habituelles (NH40H 32%) et le produit final est obtenu avec un
rendement comparable A ceux couramment réalisés en synthise oligonucléotidique.
Les polyméres 51, 52, 53, 54, 55 et 56 ont été analysés en électrophorése capillaire
ABI 270A, colonne capillaire Micro-Gel; g, diamétre interne 50 um, longueur 50cm,
voltage 15 kV, tampon 75 mM tris-phosphate 10% méthanol pH 7.6.
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52
EXEMPLE XII: Préparation de molécules mixtes oligggésgxyribonuglggtidiggeg
It n S'(OH) un enchevétrement ramifi hain 1

terminant par_des chafnes amindes utiles dans la détection de
séquences d'ADN par des méthodes non radioactives

La synthése et lutilisation de molécules mixtes composées d'une partie
oligodésoxyribonucléotidique et d'une partie possédant des propriétés chimiques
caractéristiques permettent la détection facile et rapide de cibles d'acides
désoxyribonucléiques par des méthodes non radioactives. La partie
oligbdésoxyribonucléotidique de séquence définie et homologue d'un fragment
d’ADN cible apporte l'énergie de stabilisation et assure son hybridation avec la
molécule d'’ADN que I'on veut détecter. La partie qui fournit la réactivité permettant
la détection directe ou indirecte de I'hybride peut étre introduite en l'extrémité 5'(OH)
et (ou) 3'(OH) de la séquence d'acides nucléiques. Dans cet exemple précis, la partie
responsable de la détection sera essentiellement introduite en 5'(OH) de la séquence
d'acides nucléiques.

De par la stratégie utilisée, la partie responsable de la détection ne peut étre introduite
quen 5'(OH). Elle le sera en procédant 3 une sére de condensations du
phosphoramidite 47 sur la chaine oligonucléotidique encore fixée sur le support
solide et protégée sur ses bases et ses phosphates. Aprés la série de condensations de
47, une condensation finale du phosphoramidite 48 permettra d'introduire n fonctions
amine primaire par condensation de 48 sur les n sites de condensations (sites alcool
primaire) créés par les condensations successives de 47.

Les condensations de 47 et de 48 se feront en utilisant les mémes cycles de réaction
dans le synthétiseur automatique d'oligonucléotides que ceux mis en oeuvre pour la
synthese de la séquence d'acides nucléiques. Toutefois, étant donné que les
condensations successives de 47 ont pour effet de doubler 2 chaque cycle le nombre
de sites de condensation, la concentration en 47 utilisée est 0.4 M et celle de 48 est
0.8 M (concentration classique 0.1 M). Pour les deux phosphoramidites 47 et 48, le
temps de couplage est porté & 10 minutes au lieu des 25 secondes du cycle classique.
Apres clivage de la chaine oligonucléotidique 5' modifiée de son support solide et
déprotection des bases et des phosphates, la partie qui fournit la réactivité responsable
de la détection est introduite par un lien chimique covalent. Parmi les différentes
molécules possédant les propriétés requises pour la détection, on utilise de préférence
la biotine, la digoxigénine, la fluorescéine, la peroxydase et la phosphatase alcaline.
Ces molécules, judicieusement activées, sont fixées sur la chaine oligonucléotidique
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au niveau des amines primaires introduites 3 cet effet en raison de leur

nucléophilicité.

Sil'on représente par ~__)~sle motif provenant de la condensation d'une unité 47 ot
e représente un phosphate,
par HyN—o le motif provenant de la condensation d'une unité 48
ol e représente un phosphate,

les oligomeres 5'(OH) modifiés qui ont été synthétisés sont les suivants:

H:N
)—— TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA
H,N

TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA

TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA

Apres clivage de la chaine oligonucléotidique ainsi modifiée de son support solide et
déprotection des bases et des phosphates, les sondes 57, 38 et 59 sont biotinylées pour
conduire aux sondes biotinylées correspondantes 60, 61 et 62.(Fig. 8).

Si l'on appelle B l'unité biotine provenant de la condensation de la biotine N
hydroxysuccinimide sur les fonctions amine primaire, les sondes polybiotinylées en
5'(OH) qui ont ét¢ obtenues sont les suivantes :

Biot
-—:>——- TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 60
Biot

Biot TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 61

Biot

Biot

Biot
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TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA

Pri réparati lécules mixt 1i Xyri 1éotidi
ns' un enchevétrement ramifié de chain les se terminant par des chaine
aminées.

Une sonde ADN a 6té synthétisée avec une séquence oligodésoxynucléotidique
complémentaire d'une séquence cible. On prépare en phase solide, dans un
synthétiseur automatique d'ADN ABI 394, simultanément trois sondes identiques
(dans trois réacteurs) de séquence: 5' TTTTCAAAGAAGATGGCAAAACA 3. Le
synthétiseur est programmé pour continuer des cycles de fixation en 5' d'unités 47
puis en fin de synthése d'une unité 48 pour conduire respectivement aux sondes 57,
S8 et 39.

Pour ce faire, on a utilis€é 6 mg de support CPG fonctionnalisé avec de la
diméthoxytrityl benzoyl adénosine 4 34 umoles/g, ce qui correspond 2 0.2 pmole. Les
dérivés 47 et 48 sont solubilisés dans I'acétonitrile anhydre A une concentration 0.4 M
pour 47 et 0.8 M pour 48. Ils sont introduits dans le synthétiseur aux endroits prévus
pour les phosphoramidites non classiques.

Aprés synthése automatique des biopolyméres 57, 38 et 59, les chaines
oligonucléotidiques ainsi modifiées sont clivées des supports CPG par quatre
traitements successifs de 15 minutes avec 500 pl de NH4OH 32%. Les solutions
ammoniacales obtenues sont portées 5 h & 55°C. Ce deuxi®me traitement a pour but
de déprotéger les bases et les phosphates des chaines oligonucléotidiques. Les
solutions ammoniacales sont liophylisées, les quatre résidus sont soumis 2 une
chromatographie par filtration moléculaire (gel sephadex G50) puis A une
électrophorese sur gel de polyacrylamide 20%.

I iotinvlati mol ixtes olig vri 1éotidi rtan
'(OH) un enchevétrement ramifié de chain 1 terminant des chaine

aminées.

Dans un tube Eppendorf, on dissout 20 DO de sonde aminée 57, 38 ou 59 dans 120 ul

de tampon phosphate 0.01 M pH 7.5. On ajoute une solution de 20 mg de

sulfosuccinimidyl 6-biotinamidocaproate dans 240 pl de diméthylformamide. On

62
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laisse incuber 2 température ambiante 16 h. Chaque solution est soumise A une
chromatographie par filtration moléculaire (gel sephadex G50) puis 2 une
électrophorese sur gel de polyacrylamide 20%.

Les sondes 37, 58, 59, 60, 61 et 62 ont été analysées en électrophordse capillaire sur
un ABI 270A, colonne Micro-gely, diamétre interne 50 pm, longueur S0 cm,
voltage 15 kV, tempon 75 mM tris-phosphate - 10% méthanol pH 7.6.



10

15

20

25

30

35

09300140
56

EXEMPLE XIII: Utilisation d ndes biotinylées décrites dans l'exemple XII en
hybridation sur rt solide - Limit tection.

Afin de mettre en évidence les avantages de la présente invention, les sondes

polybiotinylées en 5'(OH) 60, 61 et 62 ont été testées en hybridation en vue d'étudier

leur potentiel d'utilisation en diagnostic.

De maniére générale, I'hybridation s'est faite entre un oligonucléotide (30 mer) fixé

sur un support solide en plastique par son extrémité 5'(OH) et complémentaire des

sondes 2 tester (23 mer) par son extrémité 3'(OH). Chaque support solide (tube) revét

de l'ordre de 10 ng d'oligonucléotide (30 mer) complémentaire aux sondes 2 tester, ce

qui représente environ 1012 copies.

Chaque oligonucléotide biotinylé mentionné ci-dessus est soumis 2 8 hybridations

différentes, partant de 1 pg d'oligonucléotide marqué (~ 108 copies) et allant jusqua

300 atg (3 x 104 copies) en procédant 2 des dilutions 1/3, d'une cuvette A l'autre.

Apres hybridation, la révélation se fait par chemiluminescence (CSPD - Tropix); la

lecture se fait au luminométre.

Les résultats des hybridations des sondes 60, 61 et 62 sont repris au schéma IX.

Schéma IX

OLIGO Nombre de Biotines Limite de détection
fg nombre de copies

60 2 5'(oH) 10 106

61 4 " 10 106

62 8 " 3 3 x 105

¢d¢ dhybridation d'une sonde mono ou polybiotinylée (23 mer) avec un
igomer I i mer) fixé sur un n_plasti
Les tubes, recouverts de I'oligonucléotide complémentaire (30 mer) sont d'abord
satur€s une heure 4 37°C avec 200 ul d'une solution A 5% de lait écrémé liophylisé
dans le TBS 1x, contenant une trace d'azide. Les tubes sont ensuite préhybridés 2 h &
50°C avec le tampon d'hybridation (100 pl): 5x Denhardt's, 6xSSC, 0.1% SDS, 100
ug/ml de DNA de sperme de saumon.
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Pour chaque oligonucléotide 2 tester, on réalise 8 essais avec les quantités suivantes
(dans 100 pl de tampon d'hybridation) : 1 pg (108 copies), 300 fg, 100 fg (107
copies), 30 fg, 10 fg (105 copies), 3 fg, 1 g (105 copies) 0.3 fg. On réalise également
une série de huit tubes avec un oligomeére non complémentaire et non biotinylé et huit
tubes sans oligonucléotide. L'ensemble des tubes est mis en hybridation 2 h & 50°C
puis chaque tube est lavé trois fois dix minutes & 50°C avec une solution SSC 6x, ils
sont ensuite lavés une fois cing minutes avec le tampon L

Tampon I: 0.1 M tris, 2 mM MgCly, 0.05% triton, 1 M NaCl.

On prépare alors une solution de streptavidine-phosphatase alcaline (fournie avec le
kit Tropix): 1 pl de la solution du kit dans 5500pl de tampon I. On met 100 pl de
cette solution dans chaque tube, on laisse incuber trente minutes température
ambiante, on lave ensuite chaque tube six fois avec le tampon I. On prépare la
solution d'agent chemiluminescent, le CSPD: (3-(4-méthoxyspiro[1,2 -dioxétane-3,2'-
tricyclo[3.3.1.1.Jchlorodécane]-4-yl)phenylphosphate. La solution est préparée
comme suit: 80 ul de CSPD (Tropix), 500 ul d'emerald (Tropix) et 4420 pl de
tampon de révélation.

Tampon de révélation: 0.1 M diéthanolamine, 1 mM MgCly, 0.02% azide de sodium.
On dépose 100 pl de cette solution dans chaque tube, on laisse incuber 45' puis on lit
au luminomatre.
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REVENDICATIONS

1. Sonde d'acides nucléiques pour détecter une
molécule d'ADN ou d'ARN, comportant

a) une partie oligonucléotidique ou oligodé-
soxynucléotidique constituée de
S : une séquence d'acide nucléiques ADN ou
ARN en fonction du type de molécule a
détecter et

b) une partie non nucléotidique possédant des
propriétés chimiques qui permettent la
fixation directe ou indirecte d'une ou
plusieurs unités de détection ou éléments
de marquage M détectables de maniére non
isotopique par production de couleur ou

de lumiére,

caractérisée en ce que la partie b) est constituée
d'une chaine d'unités phosphates entrecoupées de
motifs alkyle & savoir

bl) certains motifs alkyle unissant les
différents groupes phosphates et ne présentant aucune
fonctionnalité particuliére

b2) des motifs alkyle présentant des fonctions
amines primaires qui permettent le couplage avec des
réactifs variés pour réaliser la détection de maniére
directe ou indirecte,

les motifs b2) étant liés & la partie a) ou séquence §
par l'intermédiaire des motifs bil).
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2. Sonde d'acides nucléiques suivant la revendi-
cation 1,
caractérisée en ce que la partie b) est en forme de
chaine linéaire dans laquelle les motifs bl) forment
des "bras chimiques" L servant a introduire des espa-
cements entre les motifs b2) qui constituent les &lé-

ments de marquage M proprement dits.

3. Sonde d'acides nucléiques suivant la
revendication 2, répondant & la formule

[M)y'-(L)x]z' -S- [L)x-(M)yz (1)

dans laquelle S, L et M ont les significations données
dans les revendications 1 et 2, et
X, x', 2, z' sont des nombres égaux ou supérieurs
& 0, avec la restriction que z et z' ne sont
jamais simultanément égaux a O
y et y' sont des nombres supérieurs a 0.

4. Sonde d'acides nucléiques suivant la revendi-
cation 3, caractérisée en ce qu'elle répond a la for-
mule géndérale Ia
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S, L et M ont les significations données dans

60
H-fo~CH I
~CHz~CHz 0 b
CH~CHa =NH-C~ (CHz ) a~NHX M
0
0=P-01-) '
, ly
0-CHz2—CH2 ]
CH=(CHz) n =CH3 L
0
L o=p-0c-) Jx
[0-CHa :io:ls 11z
o T S
=P-0(-) m
[0~CHz-CHz ’
CH-(CH2)n'=CH3| L
0
0=pP-0(-) x
0~CHz2~CHz 0
CH~CHz~NH~-C- (CHz ) a=NHX
0
0=P-0(-)
- OH

09300166

(Ia)

les revendications 1 et 2, et dans la séquence S,
J désigne H ou OH

B désigne une base d'acide nucléique, purique
ou pyrimidique variable selon les nucléoti-

des et

m=12a 1.000.
dans la séquence L

Xx et x' =0 a 100

netn'" =0a20
dans la ségquence M

vety' =13a100

netn' =0a20



10

15

20

25

30

35

61. 09300160

X désigne le marqueur proprement dit, pouvant
étre :
soit direct, auquel cas il est choisi parmi les
enzymes telles gque phosphatase alcaline, peroxy-
dase et fluorescéine, capables de produire une
coloration ou une lumiére en présence d'un sub-
strat,
soit indirect, auquel cas il est choizsi parmi
les hapténes tels que la biotine ou la digoxigé-
nine, capables d'étre reconnus par des anticorps
marqués de maniere non isotopiqgue,
1'élément LM responsable de la détection de la
sonde pouvant étre introduit
en S'(OH) pour z%0 et z=0
ou en 3'(OH) pour z'=0 et Z%O
ou simultanément en 5'(OH) et en 3'(OH)
pour z'%0 et 230
z et z' étant de maniére générale = 0 a 100.

S. Sonde d'acides nucléiques suivant la revendi-
cation 1, caractérisée en ce que la partie b} for-
mant 1'élément de marquage M est constituée d'une
chaine ramifiée d'unités phosphates entrecoupées de
motifs alkyle comprenant les motifs bl), comme motifs
internes & la ramification et les motifs b2) comme
motifs externes a la ramification, c'est-a-dire termi-

nant les différents bras de la ramification.

6. Sonde d'acides nucléiques suivant la revendi-
cation 5, caractérisée en ce gqu'elle répond & la for-
mule générale XX
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0
XHN- (CHz ) a =0~P-0-(CHz ) n
o= \\ 9
CH-0-P—0(CHz) n
,0 (=)
XHN- (CHz ) n »=0~P—-0- (CHz ) n

(=) 0
CH-0-P-0~ (CHz) n
0 / o=
XHN= (CHz ) n*~0~P-0-(CHz) n ///
0t-) 0
CH-0-B—0(CHz) "
: 0 S0 i
XHN- (CHz) n=0~P-0- (CHz) n" !
0= p
CHIO-B—0-CHz | g B
0 / hIGS!
XHN=(CHz )  +=0~P~0~(CHz ) n /
o N g j 7
CH-0-P-0~(CHz) ! oA
0 '// ot-)
XHN-(CHz) a+~0-P-0-(CHz2)n" \\
0= . 0 /
CH-0~R=0~(CHz ) n-
9 Q=)
XHN- (CH: ) n "‘O‘?‘O‘ (CHZ ) a
0 0
\\CH-o-é—o—(CHz)n-

0 / o=)
XHN=(CHz2) n"—0~P-0~{CHz )} n"
(=)

XX
dans laguelle

dans la séquence S,
J désigne H ou OH
B désigne une base nucléique, purique ou
pyvrimidique, variable selon les nucléotides
X représente le nombre de nucléotides de 1 a
1.000

n, n' et n'' sont égaux a 0 a 20

M désigne l'élément de marquage dont 1l'ordre de
ramification peut prendre des valeurs de 2 a 128,
par exemple 8, l'ordre supérieur étant toujours

double de celui qui le précéde;
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X désigne le marqueur proprement dit, pouvant &tre
soit direct, auquel cas il est choisi parmi les
enzymes telles que phosphatase alcaline, peroxy-
dase et fluorescéine, capables de produire une
coloration ou une lumidre en présence d'un sub-
strat,
soit indirect, auquel cas il est choisi parmi les
hapténes tels que la biotine ou la digoxigénine,
capables d'é@tre reconnus par des anticorps
marqués de maniére non isotopigue.

7. Procédé de préparation de sondes de formule Ia

telle que définie & la revendication 4, comportant

Al) la syntheése d'une séquence d'acides nucléiques S

H-40-CH-

[¢]

~

=P OH

dans laquelle B et J et n ont les significations
données & la revendication 4

par toute méthode de synthése d'assemblage inter-
nucléotidique manuelle ou automatique connue, de
préférence sur support solide,

et

A2) la fixation d'un marqueur ,

caractérisé en ce que, pour la fixation du marqueur,
ladite séquence est soumise de préférence par la méme

méthode de synthése, notamment sur support solide,
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soit & une extension en son extrémité 5'{OH) par

une série d'unités M et L

soit & une extension en son extrémité 3'(CH) par

une série d'unité M et L

soit & une extension en ses extrémités 5'{CH) et
3'(OH) par deux séries d'unités M et L,

M et L étant tels que définis & la revendication
4,

B) les dites unités L sont obtenues chacune par syn-
thése d'un polymere non nucléotidique

H-{0-CH2-CHz )
QH—(CHz)n"CHﬁ
0 I
o=p —OH
b 2

dans laquelle n' et x ont les significations
données & la revendication 4,

C) lesdites unités M sont obtenues chacune par syn-

thése d'un polymére non nucléotidique

H{OCH2~CHz 0
CH~-CHz~NH-C— (CH2) n NHX
0
=p OH
t Q=) J y
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dans laquelle
n et y ont les significations données & la reven-
dication 4

et

X représente soit un marqueur tel que phospha-
tase alcaline, peroxydase, fluorescéine,
biotine, digoxigénine, tout hapténe capable
d'étre reconnu par des anticorps marqués de
maniére non isotopique, soit un groupe protec-
teur de la fonction amine primaire destiné a
8tre éliminé aprés synthése totale de la sonde
d'acides nucléiques, par exemple un groupe
acétyle (VI), trifluoracétyle (VII) ou
benzoyle (VIII):

CHa-C¢- Fac-C- { = Hc-

Vi AR Vit

et les synthéses B et C ci-dessus se font plus parti-

culiérement par toute méthode de synthése d'assemblage
internucléotidique manuelle ou automatique connue, de

préférence sur support solide.

8. Procédé suivant la revendication 7 pour la
préparation d'une sonde constituée par une chaine oli-
gonucléotidique portant en S5'(OH) un enchevétrement
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de bras chimiques entrecoupés de bras aminés utiles

dans la détection de séquences d'ADN par des méthodes

non radioactives, caractérisé par les opérations
consistant &

- synthétiser sur un support solide une chaine
oligonucléotidique dont les fonctions phosphates
et les bases sont protégées;

- condenser & 1 'extrémité S5'(OH) de ladite chaine
une succession de dérivés générateurs de bras
chimiques et de bras aminés en mettant en
oeuvre les mémes cycles de condensation que pour
la synthése de la chaine oligonucléotidique;

- séparer la chaine oligonucléotidique 3' modifiée
de son support solide;

- déprotéger les bases et phosphates de ladite
chaine;

- introduire au niveau des groupes amino primaire
la partie qui fournit la réactivité responsable
de la détection.

9. Procédé suivant la revendication 7, pour la
préparation d'une sonde constituée par une chaine oli-
gonucléotidique portant en 3'(OH) un enchevétrement de
bras chimiques entrecoupés de bras aminés utiles dans
la détection de séquences d'ADN par des méthodes
non-radioactives, caractérisé par les opérations sui-
vantes consistant a
- condenser sur un support solide des dérivés généra-
teurs de bras chimiques et de bras aminés selon les
mémes cycles de condensation que pour la synthése
d'acides nucléiques, pour former une séguence sou-
haitée de bras chimiques et de bras aminés,

- construire & la suite de cette séquence, une chaine
oligonucléotidique, pour obtenir ainsi une chaine

oligonucléotidique 3'(OH) modifiée, dont les fonc-
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tions phosphates et bases sont protégées,
- séparer cette chaine modifiée du support solide,
- déprotéger les phosphates et bases,
- introduire au niveau des fonctions amino primaires

la partie qui fournit la réactivité responsable de
la détection.

10. Procédé suivant la revendication 7, pour la
préparation de sondes & chaine oligodésoxyribonucléo-
tidique portant en 3'(OH) et en 5'(OH) un enchevétre-
ment de bras chimiques entrecoupés de bras aminéds uti-
les dans la détection de séquences d'ADN par des
méthodes non-radiocactives, caractérisé par les opéra-
tions consistant a
- condenser sur un support solide des dérivés généra-~

teurs de bras chimiques et de bras aminés sur un
support solide selon les mémes cycles de condensa-
tion que pour la synthése d'acides nucléiques, pour
former une séquence souhaitée de bras chimiques et
de bras aminés,

- construire, a la suite de cette séquence, une
chaine oligonucléotidique fixée & son extrémité
3'{OH) modifiée dont les fonctions phosphates et
bases sont protégées,

- construire, & l'extrémité 5'(OH) de la chaine oligo-
nucléotidique, une séquence de bras chimiques et de
bras aminés,

- Séparer la chaine oligonucléotidique modifide en
3'(OH) et en 5'(OH) de son support solide, déproté-
ger les phosphates et bases et

- introduire au niveau des fonctions amino primaires
la partie fournissant la réactivité responsable de
la détection.

11. Procédé suivant 1l'une quelconque des reven-
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dications 7 & 10, caractérisé en ce que chaque élément

de

bras chimique L est obtenu au départ d'un alcane

diol 1,3 de formule

HO-CH-CHy
(‘IH-(CHz)n'-CHg (X)
OH

par les étapes suivantes de

a)

b)
un

ou
du
ou

protection de la fonction alcool primaire au
moyen d'un groupe protecteur Rﬂ, pour obtenir un
composé de formule

R1-0-CH-CHy
CH-(CHp)y-CH3 (Xa)
OH

transformation de la fonction alcool secondaire en

groupement ORl pour obtenir un composé de formule

R l-O-CHz-(’IHz
CI:H-(CHz)n'-CH:; m
ORp

Ry représente un groupe approprié a 1'introduction
composé II (synthon) a 1l'extrémité d'un nucléotide
bien a l'extrémité d'un synthon déja existant.

12. Procédé suivant la revendication 11, caracté-

risé en ce que & l'étape a) R, signifie
4,4'-diméthoxytrityle (en abrégé DMT) de formule
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o

CHz~0< 0 ) ? DMT (Iv)

@

{
OCHj

et la protection de la fonction alcool primaire est
réalisée au moyen du chlorure de 4,4'-diméthoxytrityle
(DMT-Cl) pour obtenir un composé de formule

DMT-0-CH, -CH,
CH-(CH,) ,-CH;
OH

(X)

et l'étape b) comprend une phosphorylation du composé
{X) pour obtenir un composé de formule

DMTO - CH, -CH,
CH-(CHy )y ~CHy (IIa)
OR,,

dans laquelle R, représente un groupe phosphorylé
éventuellement protégé approprié & 1l'introduction du
composé X'(synthon) & 1'extrémité d'un nucléotide ou
bien d'un synthon déja condensé sur un support solide
approprié pour un type donné de synthése d'assemblage
internucléotidique.

13. Procédé suivant la revendication 12,

lorsqu'il est appliqué & la synthése aux phosphorami-
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dites, caractérisé en ce que l'agent de phosphoryla-
tion utilisé & 1l'étape b) est la diisopropyvlaminocya-

noéthoxychlorophosphine de formule

/O—CHz-CHz—CN

I\\_q<?H3
N
/k CH3 "

CHs CHs

si bien que, dans le composé de formule Ila obtenu 2
1'issu de cette étape, R, est un groupe
diisopropylaminocyanoéthoxyphosphine ou cyanoéthoxy-

diisopropylaminophosphoramidite de formule
/7
NC-CH2-CH2-O-E\’ CHj

N
/k CHz \%)
CH3 CHjz

14, Procédé suivant 1'une gquelconque des revendi-
cations 7 & 13, caractérisé en ce que chaque élément
ou unité de détection M est obtenu au départ de
buténe-30l-1 de formule

HO-CH,-CH5-CH=CH, XXX)

par les étapes de
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b)

c)

d)

e)

protection de la fonction alcool primaire au moyen
d'un groupe protecteur R, pour obtenir un cOomposé

de formule

R1-0O-CH,-CH,-CH=CHj (XXXD)

époxydation de la double liaison du composé (XXXI)

pour former un composé de formule

R1-O-CHy-CHp-CH-CHy (XIIa)

ouverture de 1l'époxyde au moyen d'ammoniague pour

former un composé de formule

R}-0-CHy-CHy-CH-CHy-NHy (XIITa)
OH

protection du groupe amino primaire d'un composé
de formule

0
]
HO-C-(CHa)q-NHp (XXXID)

pour former un composé de formule

o

HO-C~(CHp)y-NH-X (XXX

ot X a les significations données & la revendica-
tion 7.

activation du composé (XXXIII},
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f) condensation des composés (XIIIa) et (XXXIII) entre
eux pour former un composé de formule

0
C
R}-0-CHy-CH,-CH-CHy-NH-C-(CHy)p-NH-X (XVa)
OH

et

f) phosphorylation de composé (XVa) pour former un

composé de formule

0
i
R}-0-CHy-CHy-CH-CH;-NH-C-(CHy)y NH-X ()
OR»y

dans laquelle RL représente un groupe phosphorylé
apte a l'introduction du composé IIla {synthon) a
l'extrémité (3' et/ou 5') d'un nucléotide ou bien
4 l'extrémité d'un synthon déja existant.

15. Procédé suivant la revendication 14, caracté-
risé en ce que,

& l'étape a) R, signifie 4,4'-diméthoxytrityle

(en abrégé DMT) et la protection de la fonction alcool
primaire est réalisée au moyen de chlorure de
4,4'-diméthoxytrityle (DMT-Cl) pour obtenir un composé
de formule

DMTO—CHL-CHL-CH=CHL (XZXIa)
a l'étape b) 1l'époxydation est réalisée par l'acide

métachloroperbenzoique pour former un composé de for-
mule
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DMTO—CHZ -CH, —C{{—CHL (XII)

& l'étape c) 1l'ouverture de 1'époxyde est réalisée au

moyen d'ammoniaque pour former un composé de formule

DMTO-CHy -CHy ‘CQ'CH,‘L‘NHL (XIII)
CH

& l'étape d) 1la protection du groupe amino primaire
de composé (XXVI) est réalisé par un groupe trifluor-
acétyle pour former un composé
i 7
HO-C-(CHz ),~ —NH-C-—CE:3 {X¥XIla)

a l'étape e} le composé (XXXIIa) est activé par la

N-hydroxysuccinimide pour former le composé

O 0 c
‘ KN—O—g-(CH }»—NH-lCII-CF (XIVa)
7/ 3 3
0

& l'étape f) 1les composés (XIII) et (XIVa) sont

condensés pour former un composé de formule

]
DMTO-CHL °CHZ. 'C,:H'CHZ. -NH-C- (CH, g —NH-CO-CFB (XVb)
OH

a l'étape g) le composé (X¥Vb) est phosphorylé pour

obtenir un composé de formule
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Il
DMTO- CHL—CHL—fH—CHL-NH-C—(CHzL_-NH-CO—C% (IIIa)
ORL
dans laquelle Ry représente un groupe phosphorylé
éventuellement protégé, approprié & 1l'introduction du
composé ou synthon (IIIa) a l'extrémité d'un nucléo-
tide ou bien d'un synthon déja condensé sur un support
solide approprié pour un type donné de syntheése
d'assemblage internucléotidique.

16. Procédé suivant la revendication 15,
lorsqu'il est appliqué & la synthése aux phosphorami-
dites, caractérisé en ce que l'agent de phosphoryla-
tion utilisé & 1'étape g) est la diisopropylaminocya-

noéthoxychlorophosphine de formule

/O—CHz-CHz—CN

-p
Cl \

y _*<$H3
N
’/J\\ CHs L

CHs CHs

si bien que dans le composé de formule III obtenu &
1'issue de cette étape, RL est un groupe diisopropvla-
minocyanoéthoxyphosphino ou cyanoéthoxydiisopropylami-
nophosphoramidite de formule

/
NC-CHp -CHz-O-li .CHj3

N
P CH3 V)
CH3 CHs
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17. Procédé suivant la revendication 16 caracté-
risé en ce que dans les formules (¥XXXIIa, XIVa, XVb
et IIIa) n est égal & 5.

18. Procédé de préparation de sondes de formule
XX telle que définie & la revendication 6 comportant
la synthése d'une séquence d'acides nucléiques S

HO-CHa ]
O\r
o T
:5‘3——— oH
-~ O(') .

dans laquelle B et J ont les significations données
précédemment & la revendication 4, par toute méthode
de synthese d'assemblage internucléotidigque manuelle
ou automatique connu, de préférence sur support
solide,

et la fixation d'un marqueur

caractérisé en ce que pour la fixation du moyen de
marquage, ladite ségquence est soumise, de préférence
par la méme méthode de synthése, notamment sur support
solide, a une extension en son extrémité 5'(OH) par un
élément de marquage M tel gque défini & la revendica-
tion 6 formant un édifice moléculaire ramifié dont les
bras terminaux portent chacun une fonction amino pri-

maire.

19. Procédé selon la revendication 18 pour la

préparation d'une sonde constituée par une chaine
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oligonucléotidique portant en 5'(OH) un enchev@&trement

ramifié de chaines alkyles se terminant par des chai-

nes aminées utiles dans la détection de ségquences

d'ADN par des méthodes non radiocactives, caractérisé

par les opérations consistant a

synthétiser sur un support solide une chaine
oligonucléotidique dont les fonctions phosphates
et les bases sont protégées;

condenser & l'extrémité 5'(OH) de ladite chaine

une série de composés de formule

Rl-O-(CI-Iz)n-(,:H-(CHz)n' O-Rj
? XXI
Ry
o R=1 ast un groupe protecteur des fonctions
alcool primaire et RL représente H ou tout autre
groupe phosphorylé, éventuellement protégé,
approprié a l'introduction du synthon XXI a
l'extrémité 5' d'un nucléotide ou d'un synthon
déja existant, ce qui donne lieu & n sites de
condensation étant des sites alcool primaire puis
sur chacun desdits sites alcool primaire, effec-

tuer une condensation finale d'un composé de for-
mule

XHN-(CHjp),"-OR2 XX1I

dans laquelle
Ry a les significations données ci-dessus et
¥ représente
- soit un marqueur: phosphatase alcaline,
peroxydase, fluorescéine, biotine, digoxigeée-

nine, tout hapténe capable d'&tre reconnu
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par des anticorps marqués de maniére non
isotopigue

- soit un groupe protecteur transitoire de la
fonction amine primaire destiné & &tre é&li-
miné aprés synthése totale de la sonde
d'acides nucléique X¥X; & titre illustratif,
dans cette approche de synthése, X peut
représenter un trifluoroacétyle VII, un

fluorénylméthoxycarbonyle XXIII

0
4 3 I
FsC-CL hb—O—éL XXII

Vil

les condensations des composés XXI et XXII met-
tant en oeuvre les mémes cycles de réaction que
pour la synthése de la séquence oligonucléotidi-
que,

- déprotéger les bases et phosphates de ladite
chaine oligonucléocidique et

- introduire au niveau des groupes amino primaire
la partie gui fournit la réactivité responsable
de la détection.

20. Procédé suivant la revendication 189, caracté-
risé en ce que le composé de formule XXI est obtenu au

départ d'un alcanetriol de formule

HO-(CHy)y-CH-(CHy)y-OH
OH XXIV
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par les étapes suivantes de

a) protection de la fonction alcool primaire au
moyen d'un groupe protecteur R, pour obtenir un
composé de formule

Rlo-(CHz)n-cgz(CHz)n'-OR 1 (XXVa)

et

b) transformation de la fonction alcool secondaire
eén un groupement OR; pour obtenir un composé

R 10-(CH2)n-C‘H-(CH2)n'-OR 1 (XXI)
ORy

dans laquelle R; a la signification donnée & la
revendication 19.

21. Procédé suivant la revendication 20, carac-
térisé en ce que
a l'étape a) R1 signifie 4,4'-diméthoxytrityle (en
abrégé DMT) de formule

_
CHz=0—_ © /—C]. oMT (IV)

N,
)
\

OCH;
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et la protection de la fonction alcool primaire est
réalisée au moyen de chlorure de 4,4'-diméthoxytrityle

(DMT~Cl) pour obtenir un composé de formule

DMTO= (CHz ) a—CH~(CHz ) n * ~ODMT
&H XXV

et l'étape b) comprend une phosphorylation du composé

XXV pour obtenir un composé

DMTO-(CHL%_-CH-(CHg%d-ODMT (XXIa)

ORgy .
dans laquelle Ry représente un groupe phosphorylé
éventuellement protégé approprié & l'introduction du
composé XXIa (synthon) a l'extrémité 5' d'un nucléo-~
tide ou & une extrémité d'un synthon déja condensé sur
un support solide approprié pour un type donné de
synthése d'assemblage internucléotidigue.

22. Procédé suivant la revendication 21, lorsqu'il
est appliqué & la synthése aux phosphoramidites,
caractérisé en ce que l'agent de phosphorylation uti-
lisé & 1'étape b) est le diisopropylaminocyanoéthoxy-
chlorophosphine de formule
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/O-CHz-CHz-CN
Cl-P

y -*<éH3
N
/k CHs "

CHs CHs

si bien que dans le composé XXIa obtenu & 1'issue de
cette étape, Ry est un groupe diisopropylaminocya-
noéthoxyphosphine ou cyanoéthoxydiisopropylamino-
phosphoramidite de formule

/
NC-CHz-CHTO-li .CHsz

N
\%
/k CH; V)
CH3 CH3z

23. Procédé suivant la revendication 19, carac-
térisé en ce que, dans le composé XXII, le groupe Ry
a en particulier les significations données aux
revendications 19 et 22 et X représente un groupe pro-
tecteur transitoire de la fonction amino primaire des-
tiné & é&tre éliminé aprés synthése totale de la sonde
d'acides nucléiques XX.
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24. Procédé suivant la revendication 23, caracté-
risé en ce que dans le composé XXII, le groupe X
représente un trifluoracétyle VII ou un fluorénylmé-
thoxycarbonyle XXIII

0 O

’ 0 III
FaC-C- XX

17
CHz~0-C-
Vil

23. Procédé suivant la revendication 21 et 22,
caractérisé en ce que, dans le composé XXIa n est égal
ad 1, n' est égal a 4 et Rz est un groupe cyanoéthoxy-
diisopropylaminophosphoramidite, en sorte que le com-
posé XXIa mis en oeuvre répond a la formule

~N

o o
CHsO—-@-?-O—CHz-gH-CHz-CHz-CHz-CHz-O-C-—@-OCHs
P
N7 N ocHacHaCN
OCHs | CH3 a7

26. Procédé suivant la revendication 24, carac-
térisé en ce que dans le composé XXII,
le groupe Riest un groupe cyanoéthoxydiisopropylamino-

phosphoramidite et

X est un groupe fluorénylméthoxycarbonyle et
n" est égal & 6
en sorte que le composé XXII mis en oeuvre répond & la
formule

o 8 /O—CHzCHz-CN
| >~CHz2-0- -NH-(CHZ)S_O-P\N/L

e/ by

48
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27. Procédé suivant 1l'une quelconque des reven-
dications 7 a 26, caractérisé en ce que le support
solide est un CPG (Controlled Porous Glass) fonction-
naliss.

28. Procédé suivant la revendication 27, carac-
térisé en ce que dans le cas de oligonucléotides mar-
qués en 3'(OH), le CPG est fonctionnalisé par un com-
posé de formule

DMT-0-CH, -CH,
GH-(CH,) ,-CH,
oH

(X)

dans laquelle DMT et n' ont les significations données

aux revendications 7 et 12.

29. Procédé suivant la revendication 28, caracté-
risé en ce que la fonctionnalisation du CPG comprend
les opérations consistant a
- acyler la fonction alcool secondaire d'un composé

de formule X pour former un composé de formule

DMTO—CH:-QH:

CH=(CHz2) a* —CHs

0 0

&~CHz-CH2~C—0H XV1 |
O%’

dans laquelle DMT et n' ont les significations don-
nées aux revendications 7 et 12

- activer la fonction acide carboxylique du composé
de formule XVII par le pentachlorophénol en présence

de carbodiimide pour former un ester de formule

093007 ¢g
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DMTO~CHz~CHz
QH- (CH2)n'~CHs a g
N
0

0 ?
C-CHz=CHz-C~0~ 0 )CI XVIII
O/

a «

et
- fixation du dérivé XVIII sur le support solide

aminé pour former un support fonctionnalisé

DMTO-CH2-CH2
CH-(CHz2)n *~CHs

0
. (/(f:—CHz—CHz—g—NH—— XIX

30. A titre d'intermédiaires utiles pour la pré-
paration des bras chimiques L, les composés de for-
mule

R1=0~CHz-CHz
gH—(CHz)n--CHa

Ra
G

dans laquelle

n' représente un nombre entier de 0 a 20

R4 est un groupe protecteur de la fonction alcool
primaire

et
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R% représente H ou tout groupe phosphorylé éventuelle-

ment protégé approprié a l'introduction de synthon

IT & 1l'extrémite 3° et/ou S' d'un nucléotide

ou d'un synthon déja condensé sur un support solide
pPour un type donné de synthése d'assemblage inter-
nucléotidique.

31. A titre d'intermédiaire utiles pour la pré-

paration des unités de marquage M, les composés de

formule

R1-0-CHz~CH2 9
CH-CHz =NH-C- {CHz ) n=NHX

0
Rz
(111)

dans laquelle

n
Ry

Ry

et

représente un nombre entier de O a 20,

est un groupe protecteur de la fonction alcool
primaire et

représente H ou tout groupe phosphorylé éventuel-
lement protégé approprié & l'introduction du
synthon III & l'extrémité d'un nucléotide ou

d'un synthon déja condensé sur un support

solide pour un type donné de synthése d'assemblage
internucléotidique

représente tous des marqueurs soit un groupe
protecteur transitoire de la fonction amine
pPrimaire destiné a &tre é&liminé apres syntheése
totale de la sonde d'acides nucléiques.
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32. Composés selon l'une quelconque des revendi-

cations 30 et 31, caractérisé en ce gque

R.4 représente un groupe 4,4'-diméthoxytrityle (abrégé
(DMT) labile en milieu acide

et

RL représente un groupe cyanoéthoxydiisopropylamino-
phosphoramidite.

33. Composés selon les revendications 31 et 32,
caractérisés en ce que
X représente un groupe acétyle trifluoracétyle ou
benzoyle.

34. A titre d'intermédiaires utiles pour la syn-
thése d'éléments de marquage M ramifiés dans une sonde
d'acides nucléiques en candélabre, les composés de
formule

R 1-0-(CH2)H-(,:H-(CH2)H' O-Ry

? XXI
Ry

dans laguelle

n et n' représentent des nombres de 0 a 20,

R, représente un groupe protecteur des fonctions

alcool primaire, tel que 4,4-diméthoxytrityle
{en abrégé DMT)

et

Ry représente H ou tout groupe phosphorylé
éventuellement protégé, approprié a l'intro-
duction du synthon (XXI) & l'extrémite 5
d'un nucléotide ou d'un synthon déja condensé
Sur un support solide pour un type donné de
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synthésed'assemblage internucléotidique, tel
que cyanoéthoxydiisopropylaminophosphorami-
dite.

35. Procédé de préparation des intermédiaires de
formules II telle que définie & la revendication 30
caracteérisé en ce qu'il part d'un alcanediol 1,3 de

formule

HO-CHz-C%Hz
CI:H-(CHz)n'-CH3 (IX)
OH

et comporte les étapes de protection des fonctions
alcool primaire et secondaire telles que décrites a la
revendication 11, avec, de préférence, les particula-

rités décrites aux revendications 12 et 13.

36. Procédé de préparation des composés intermé-
diaires de formule III telle que définie a la reven-
dication 31, caractérisé en ce qu'il part d'un buténe-
3-0l-1 de formule

HO-CH5-CHy-CH=CH, | XXX)

lequel est soumis successivement & des étapes, de

protection de la fonction alcool primaire,
d'époxydation de la liaison double, d'ouverture de
l'époxyde, de réaction de condensation avec un COomposé
de formule
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0
It
HO-C-(CHp)-NH-X (XXXTI)

et de phosphorylation du produit de condensation,
telles que décrites & la revendication 14 avec, de
préférence, les particularités décrites aux revendi-
cations 1S a 17.

37. Procédé de préparation des composés intermé-
diaires de formule XXI telle que définie & la reven-
dication 34, caractérisé en ce qu'il part d'un alca-
netriol de formule

HO-(CHy)p-CH-(CHp)-OH
OH XXIV

et comporte les étapes de protection des fonctions
alcool primaire et secondaire telles que décrites a la
revendication 20 avec, de préférence, les particula-
rités décrites aux revendications 21 et 22.
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Réactivité du bras aminé :
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Oligo 23 mer avec bras aminés en 5° OH

5"N*SS-OLIGO 5"N*SSN*SS-OLIGO

16. BIO 92017 NH2 BIO 92018 NH2 17.
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90.
Oligo 23 mer avec bras aminés en 5° OH

5 N*SSN*SSN*SS-OLIGO

: BIO 92019 NH2
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Oligonucléotides biotinylés en 3’OH

] 23mer-SSBS 23mer-SSNS
; 35 3 23mer-SSBS
[ :
i i~
23mer-(SSN),S
23mer-(SSB),S 32

N L 23mer-(SSB),S

= 3
. 23mer-(SSB),S 23mer-(SSN);S
i 37 3 23mer-(SSB);S
A | SN
i J—\‘\ﬂ-_,v ———— n

23mer-{SSB),S
38

| 23mer-(SSN),S
34

23mer-(SSB),S
38
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Oligonucléotides biotinylés en 3’ et 5 OH

BSS-23mer-SSBS
]

(BSS);-23mer- (SSB),S
44

(BSS);~23mer- (SSB),S
45

(BSS),~23mer- (SSB),S
46

Fi?. 5

NSS-23mer-SSNS

2 BSS-23mer-SSBS

! 43

%ML )

(NSS);-23mer- (SSN);S

40 (BSS);-23mer- (SSB),S

o

| (NSS);-23mer- (SSN);S
4 (BSS);23mer- (SSB)S

a8
[
| (NSS)4-23mer- (SSN),S
%2 (BsS),-23mer- (SSB),S
E 46
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Constructions en candélabre
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