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La présente invention concerne un nouveau procédé
de synthése d'un DNA a longue chaine portant de 1'information
pour la synthése- de protéines déterminées, et plus partlcu-
l1idrement un procédé de synthése d'un DNA & longue chaine
par voie purement chimique, c'est-a-dire sans utiliser d'en-—
zymes, par un procédé dit "en phase solide", en utilisant
un bloc de 4 3 8 séquences de base et un CPG aminé comme
support.

I]1 est connu que la synthése de polypeptides par
l1a technologie des génes en utilisant un géne synthétique
est possible par les stades de (1) synthése d'un géne struc-

tural; (2) recombinaison du géne dans un plasmide approprié;
(3) transformation d'un héte approprié par le plasmide chi-
mdre formé&; et (4) préparation du polypeptide désiré par
culture de-la substance transformée.

Depuis une &poque récente, la mise au point
d'une sonde 3 DNA attire 1'attention du public en tant que

moyen nouveau de la technologie des génes. Il s'agit d'un
procédé d'identification d'un DNA et d'un RNA inconnus qui

20 est un produit transcrit par une hybridation d'un DNA et
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d'un RNA 3 toron unique, lesquels sont connus dans la techni-
que, en utilisant les propriétés du DNA et du RNA de former
un duplex en choisissant une substance complémentaire, rela-
tion qui est exactement celle du gabarit de moulage et de
1'objet moulé. Comme une identification trés sensible et
trds rapide est possible en utilisant le procédé d'hybrida-
tion, ce procédé peut é&tre appliqué au diggnOstic précis
d'une maladie en trouvant un DNA et un RNA particuliers au
niveau des génes dans le sang ‘et les cellules des malades et
dans les bactéries pathog&nes. En conséquence, le DNA est
important comme agent de diagnostic étant donné son utili-
sation comme sonde & DNA.

En ce qui concerne le DNA indiqué ci-dessus com-
me géne structural et son utilisation comme sonde & DNA,
il est connu, pour ce qui est de sa nature, que plus la
séquence de bases est longue, plus la source d'information
est importante et plus le domaine d'utilisation comme sonde

'3 DNA est vaste. Cependant, il est &galement connu que plus

la séquence des bases est longue, et plus sa synthése est

20 difficile.

En conséquence, i1 était souhaitable de disposer
d'une technique pour préparer par synthése d'une maniére
aisée un DNA 3 longue chaine.

Le procéde classique de synthése du DNA est le
suivant. On prépare d'abord par synthése chimique des frag-
ments de DNA relativement courts comprenant 10 a 20 radi-
caux basiques, puis on les combine pour préparer des frag-g
ments ayant une structure totale de DNA 3 double toron pré-.
sentant 1'information sur la synthé@se peptidique désirée,et
enfin on les combine en utilisant une enzyme appelée DNA
ligase.

Par ce procédé, cependant, on ne fabrique que
des fragments relativement courts comportant 1 base (monome-
re), 2 bases (dimere) ou 3 bases (trimére ) avant la conden-
sation en blocs, et il n'est pas possible de préparer par
synthése un DNA long avec par exemple 80 radicaux.
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En outre, dans ce procédé&, il est essentiel d'uti-~
liser une enzyme appelée DNA ligase. Par conséquent, lors-
qu'on prépare par synth2se un DNA 3 double toron comme g&ne,
il est nécessaire que toutes les gséquences de Bases cons-
tituant le DNA a double toron soient préparées par synth2se
en méme temps. En conséquence, le prbcédé Ei-dessus n'est pas'
aussi efficace dans un proc&dé de synth2se d'un DNA & dou-
ble toron. S ) '

La demanderesse a poursuivi des &tudes pour surmon-
ter la difficulté technique ci-dessus, et elle a réussi 2
préparer par synth@se un DNA comportant par exemple 46 bases,
en utilisant un procédé dit "procé&dé au triester" (perml les
proc&dés dits "solides"), dans lequel on utilise comme sup-
port du polystyréne 3 1 %, et les composés de 4 bases (té-
tramdre) ou 5 bases (pentamére) sont soumis 3 une condensa~
tion répétée. : : ' .
Méme par ce procédé, cependant, le nombre de ba-
ses dans le DNA obtenu est de 50 au maxlmum, et il reste
difficile de préparer par synthése un DNA ayant des chaines
comportant jusqu'd 80 & 150 radicaux.

Compte-tenu de ce qui précéde, la demanderesse a
poursuivi des &études supplémentalres en portant son atten-
tion (1) sur la synth@se d'un DNA & longuerchaine portant
autant d'information de géne que,pbssible, et (2) sur la syn-
thase dans des conditions eneore plus avantageﬁses, et elle
a finalement réalisé la présente invention. -

Les caractéristiques-derla présente invention
sont les suivantes : , o '

(1) les nombres ar unlte avant la condensatlon
en blocs sont de 4 & 8 bases (octamére);

{2) parmi les procédés dits "en phase sollde", on
utilise le "procé&dé au triester"; et - ] :

(3) on utilise du CPG aminé comme sunport.

La présente invention sera encore 111ustree par
ce qui suit :

Avant la condensat;on, chaque bloc peut &tre
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obtenu de la maniére classique, dans laquelle chaque base
est soumise 3 une synth2se en phase ligquide.

Le CPG aminé (verre 3 pores de taille réglée)
(voir Tetrahedron, 24, 747-750, 1983) utilisé dans 1la pré-
sente invention est utilisé comme support dans le procédé
en phase solide. Au groupe amino de cette substance, on com-.

bine de la désoxythymidine qui est transformée en 3'-succi-

nate par le procédé habituel. Celui-ci est utilisé comme
support pour le nucléoside. Chacun des blocs désirés est pro-
longé successivement, sur cette résine, en direction de _
1'élément 5'-terminal. Comme agent de condensation, on peut
utiliser par exemple du mésityléne sulfonyl-3-nitrotriazoli-
de (MSNT). Le DNA ainsi obtenu est 3 un seul toron, et le DNA
3 toron complémentaire qui est nécessaire pour la piéparation
du DNA duplet peut &tre aisément obtenu d'une mani2re similai-
re. On peut aussi obtenir trés aisément ce DNA duplet au
moyen de DNA polymérase, en utilisant un fragment court (107
paires de bases, par exemple), qui est complémentaire de la
région 3'-terminale du DNA & toron unique obtenu. Le fait
gue la DNA polymérase puisse étre utilisée est un des méri-
tes les plus importants de la pré&sente invention, puisque
1a réaction de condensation peut &tre accomplie sans. 1'aide
de DNA ligase qui a &té largement utilisée dans les procé-
dés classiques. ' ,

Le DNA duplet obtenu est combiné pour donner un
plasmide vecteur par le procédé connu, puis transformé dans
des bactéries telles qu'Escherichia coli, et la souche est

cultivée pour donner le polypeptide désiré. Dans les stades
ci-dessus, on peut appliquer divers moyens de la. technolo-
gie des g&nes qui ont déja fait leurs preuves.

Il est possible, conformément a la présente inven-
tion, de préparer par synthése un DNA ayant jusqu'a 80 a 150
radlcaux, et on peut par conséquent préparer par synthése
des polypeptides ayant 15 a 30 aminoacides par les moyens
connus de la technologie des genes. Par exemple, on peut
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préparer par synth&se les polypeptides suivants : le facteur
d'inhibition de la libération des hormones (la somatostati-
ne contenant 14 aminoacides), le stimulant de la sécrétion
gastrique (gastrine, contenant 17 aminoacides), le reméde
3 1'uléere duodénal (secrétine, contenant 27 aminoacides),
le stimulant de la sécrétion de l'hormone de croissance,
1l'agent pour augmenter le taux d'insuline et de sucre
dans le sang (glucagon, contenant 29 aminoacides), un agent
analogue 3 la morphine (béta-endorphine, contenant 31 amino-
acides) et le remé&de contre 1'hypercalcémie (calcitonine,
contenant 32 aminoacides), etc. o

En outre, le DNA a longue chaine de la présente
invention s'applique non seulement 3 des séquences de bases
de DNA de parties structurales de génes, mais aussi a la
préparation d'un DNA général comprenant des sites régulateuis
et des séquences déterminées, ainsi qu'a une sonde de DNA a
longue chaine reconnaissant leurs structures. En conséquen-
ce, la présente invention peut étre utilisée avec succés pour
la mise au point d'agents de diagnostic.

conformément 3 la présente invention, un DHA a
longue chaine peut étre préparé par synthése d'une maniére
simple et en grandes quantités. Le DNA 3 longue chaine de
la présente invention peut &tre utilisé efficacement (1)
comme source d'information de gine concernant la synthése
de polypeptides et (2) comme source pour 1l'application
d'une sonde 3 DNA dans la technologie des génes.

La production de DNA a &été de 0,1 OD (1. OD équi-
vaut a environ 50 micfogrammes)'pour un lot, au maximum,
Cependaht, conformément 3 la présente invention, il est
a présent possible de fabriquer dans des quantités allant
jusqﬁ'a 30 a 50 OD par lot. En conséquence, on peut s'atten-
dre 3 une expénsion du domaine d'utilisation du DNA a longué
chaine comme géne et comme sonde a DNA.

EXEMPLES

La présente invention sera encore illustrée par

des exemples concernant la synthése de 1'endorphine dont les
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activités, physiologiques telles que 1'action analgésique
sur le syst@me nerveux central et l'action d‘hormone endocri-
ne, sont connues.

(1) Synth2se de chacun des blocs constituant des
séquences de base contenant le géne endorphine.

La séquence d'aminoacides des endorphines est con-
nue , et la sé&quence de bases du DNA lui correspondant peut
&tre librement choisie en se référant 3 un tableau de 1l'uti-
lisation des codons. On les trouvera ci-dessous en méme temps
que leur relation avec chacun des blocs constituant les sé-
quences de bases de DNA utilisées dans la présente invention.
Les colonnes supérieure, moyenne et inférieure correspondent
respectivement & chaque bloc (les chiffres qui s'y trouvent
sont les numéros des blocs), & 1la séquence des bases et 3 la
séquence d'aminoacides correspondante. Incidemment, les sites
d'enzymes de restriction sont donnés aux deux extrémités
des séquences de bases du DNA. Ces sites sont utilisés pour
insérer le plasmide.
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= Endorphine

—13 12 —11- 10
f ACCTGCAGCC CGT CGC TAC 66T GGT TTC ATG
—

Pst 1 Arg Arg Tyr Gly Gly Phe Met

9 ‘ 8 1 6
ACT 7CT GAG AAG TCT CAA ACT CCA TTG 6TC

Thr Ser Glu Lys Se; Vﬁin Thr Pro Leu Val

5 4 3 :
ACT TAA TAG GGCTGCAGGT &

—

Q «

Ihr STOP STOP Pstl
- ( Les$ ) - Endorphiné

3 15 10—

§
1

13

. 16—-
’ ACCIGCAGCCUATG TAC 66T 66T TIC TIG

-

Pst 1 Bet Iyr Gly Gly 'Phe' Leu

) 8 -7 — — 6§
ACT TCT GAG AAG ICT CA3 ACT CCa TTIG €76

Thr Ses Glu Lys SerzGln Thr Pro Leu Val

[
LY

1
3 ,
A3 TAG GGCIGQAGGB ]

4
ACT 1

Thr STOP STOP Pstl
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@71~ ( LeuS ) — Endorphine

-13 16 15 10—
¢ ACCTGCAGCC ATG TAC 66T GGT TIC T76
Pst1  Met Tyr €ly G6ly Phe Leu

-9 +- 8 7 6
ACT TCT GAG AAG TCT _CAA ACT CCA TTG GTG
Thr Ser Glu Lys Ser 2Glnl‘lhr Pro Leu Val

5 17 3 ot
ACT TTG TAG GGCTGC&GGEVf

Thr Leu STOP Pstl

@ v - Endorphine

- 13 12— 11— 10
ﬁ‘ ACCIGCAGCC CGT C5C TAC 667 66T TIC ATG
Pst l . Arg Arg Tyr Gly Gly Phe Net

— g -7 g —
"ACT TCT GAG6 AAE TCT CAA ACT CCA T76 GTG
Tbr Ser Glu Lys'Ser 2.(.:lnii'hr P;b Leu Val

5 i7 3 o
ACT TI6 TAG GGTTGCAGST ’

Thr Leu ST0P Pstl

Parmi les blocs constituant les génes endorphine
ci-dessus, le bloc 7 a été préparé par synthé&se en passant

par les stades indiqués ci-dessous.
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bzbz bz (H)
d (DNTr) Agheo- d (DHTr) TeCpce
(V) , (V)
* bzbz TEA bzb:z
df’ec%cvf) d (DNTr) Celpce
NSNT ' bz BSA
d (DHTr) TeCpo-
_ bzbzbzbz (1)
d (dDN1r) AEAEAECEC%D() bzbz
' dCp A
TEA f 0D
| ]nsut
bzbzbzbz
d (DMIr) AefeheCeo” bzbzbz
(X1) d (D4Tr) TeCepCeplpece
l (X
BSa
bzbzbz
d7zCeCerpce
. — (X 1)
MSKHT
| (X 1)
bzbzbzbz bzbzbz
d (DMTr) ApAprpCepTpCpCpipce
-} TzA
: (XN)
bzbzbzbz bzbzbz _
¢ (DMTr) AphpipCpTeCelplpo —Block 7
DMIr: 4,4'-diméthoxytolityle
:f: N-benzoyladénosyle
22: N-benzoylcytidvlyvle
T: Tyridylyle
p: Phosphate d'o-chlorophényle
BSA: Acide benzé&nesulfonique
TEA: Triéthylamine
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D'autres blocs (1-6, et 8-17) constituant des g@nes
du type endorphine peuvent &tre préparés par synth@se d'une
mani2re similaire. Les rendements sont donnés ci-dessous.

Blocs Séquences de bases Rendement

1 CAGG 77
2 GCTG 9
3 TAGG 70
4 TTAA 104
5 TGAC 93
6 TIGG 67
7 AAACTCCA 70
8 . GAAGICTC 62
9 ACTICIGA 65
10 GTTTCATG 65
1n CTACGETS 70
12 GCCCGICA 65
13 ACCTGCA 65
14 GITTCTIG 70
15 GTACGGTG 67
16 GCCAT 75
17 TIT o5

(2) Synthése des genes endorphines :

) Le géne alpha-endorphine (désoxy 80 mére) contenant
des sites d'enzyme de restriction a é&té préparé par synthése
par un procédé en ohase solide de la mani&re suivante :

1. Une résine désoxytynidine CPG est lavée avec
CH2C12/MeOH.

2. La détritylation est effectuée avec de la
BSA 3 2 %/CH2012 (ceci est effectué 3@ plusieurs ieprises et
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rapidement jusqu'd ce que la coloration disparaisse).

3. On effectue un séchage azéotropique aprés
substitution par. de la pyridine. _

on ajoute une solution de chacun des blocs, on
la soumet 3 un séchage'azéotropique et on ajoute du MSNT
et de la pyridine pour l1a réaction. On laisse reposer & la
température ambiante et on lave avec de la pyridine.

4. On ajoute une solution de “diméthylaminopyri-

‘dine 0,1M/pyridine et de 1'anhydr1de acétique, on laisse

reposer a la température ambiante et on lave 2 la pyrldlne.
" on effectue plusieurs fois l'opératlon ci-dessus,
13 fois au total. Le rendement moyen de la réaction est de

84 . Puis, on déprotage la résine, '3 la temperature ambian-

te, avec une solution de tétraméthylguapld;ne 0,1M~pyridine
aldoxime (voir C. B. Reese, et coll.: Tetrahedron Lett.,
2727, 1978) dans du dioxane=-eaun; pUlS on la lave avec de la
pyridine-eau, on concentre le llqulde de lavage sous v;de,

'on y ajoute de 1 ammonlaque concentrée et on chauffe le

mélange. On en fait &vaporer 1'ammoniac -et une partle du ré-—
sidu est prise en utilisant le groupe diméthoxytrltyle comme
cible pour calculer le rendement du stade final.

On soumet la solution réactlonnelle ré51due11e
des chromatographies ouvertes en phase 1nversée {gel de sili-

- ce c18 pour Prep 500 fabrigué par Waters), par échange d'ions

(DEAE~-toyopal) et en .phase inversée (gel de silice C18’ Gel
PSK 10-20 microns), ce qui donne le géne alpha-endorphlne
pur (contenant des 51tes d'enzyme de restrlctlon) (= désoxy
80 mére). 7 '

La pureté est confirmée per HPLC (Nuclgosil -
300-7 Cla) et par &lectrophorése, et ses séquences de base
sont confirmées par la méthode de Maxam-Gllbert. Le résultat
est donné dans les figures l1a3. o 7 7

On prépare de la méme mahiére le géne alpha-
(Leu )-endorphlne contenant un site d'enzyme de restriction)
(désoxy 77 mére), 1e géne gamma—(Leu )—endorphlne (contenant
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un site d'enzyme de restriction) (d&soxy 77 mére) ét le géne
gamma-endorphine (contenant un site d'enzyme de restriction)
(désoxy 80 mére).

(3) Synthése du DNA duplet et sa combinaison avec
le plasmide vecteur.

On mélange chaque mol&cule de désoxy 80 mére et
d'amorce de nucl&otide synthétique qui est complémentaire
de l'élément 3'-terminal du premier, on les chauffe 3 65°C
et on les refroidit 3 la température ambiante pour cuire
le désoxy B0 mdre et 1l'amorce. Puis on ajoute de la E. coli
polymérase I (fragment de Klenow) par un moyen classique et
on la fait réagir & 37°C pendant 30 minutes, de fagon & trans-
former le DNA en sa forme 3 double toron. '

On récupdre le DNA sous forme de précipité dans
1'éthanol, on fait réagir a 37°C pendant.3o.minutes en utili-~
sant de la polynuclé&otidekinase T4 et qn'phosphoryle les
deux &léments 5'-terminaux du DNA 3 double toron.

On coupe.ensuite le plasmide vecteur pUC 8 DNA
avec une enzyme de restriction Pst 1, on l'ajoute & la solu-
tion de DNA 3 double toron ci-dessus, on le fait réagir & 16°C
pendant une nuit avec de la Ty DNA ligase, et on combine le
DNA désoxy-80 mére 3 double toron avec le plasmide vecteur.

(4) Clonage du géne endorphinercontenant le plasmi-
de. '

On transforme le plasmide préparé comme ci-dessus
dans une souche de E. coli JM 103 par des moyens classiques,
puis on le choisit en utilisant une déficience d'activité
de béta-galactosidase présente dans le puC 8 comme cible,
et on recueille les molécules de plasmide par clonage & par-
tir de la souche. - '

I1 est confirmé que le plasmide dans lequel le gé-
ne endorphine a &té inséré dans l'orientation et la position
correctes est tel que désiré conformément 3 la méthode de
Maxam-Gilbert. - '

(5) Préparation d'endorphines

Une souche d'E. coli JM 103 transformée est
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pré-cultivée une nuit dans un milieu LB, elle est transplan-
tée dans un milieu 2YT et soumise & une culture agitée 3
37°C.

pe 1'IPTG est ajouté aux stades de la phase produc-
tive logarithmique (stades initial, moyen et final) pour le
rendre 0,5 mM, et on amorce la synthése de 1'endorphine.
Apr2s avoir &té induite par 1'IPTG, la protéine condensée
est extraite et analysée par HPLC, et 1'on trouve qu'il s'est
formé une quantité adéquate de protéine (1-5,0 x 105 molécu-
les par cellule) lorsque 1'induction est appliquée au stade
initial de la phase productive logarithmique. o

En ce qui concerne 1'endorphine alpha du type natu--
rel et l'endorphine gamma ayant un radical méthionine dans
une molécule} on les traite par la trypsine de la maniére
classique. En ce qui concerne l'alpha—(Leus)—endorphine et la
gamma-(Leus)-endorphine ayant un radical leucine & la place
de la_méthionine, on la traite par BrCN. En tout cas, chacune
des protéines endorphines désirée est soumise & une chromato-
graphie sur colonne conformément au procédé général de puri-
fication des protéines, aprés quoi chacune d'elles est sépa=-
rée et purifiée.

Le fait que chacune des molécules d'endorphine
obtenues présente la séquence d'aminoacides désirée est confir-
mé par le fait qu'elles sont jdentiques & des é&chantillons
déja obtenus par synthese peptidique dans l'essai par HPLC
en utilisant un support de phase inversée.

La figure 1 est un autoradiogramme aux rayons X
montrant le résultat d'une électrophorése sur polyacrylami-
de 3 20 % de désoxy 80 mére contenant le géne alpha-endor-
phine préparé par synthése aprés détermination par la métho-
de Maxam-Gilbert.

La figure 2 est un autoradiogramme aux rayons X
montrant le résultat d'une électrophorése sur polyacrylami-
de 3 8 % du désoxy 80 mére contenant le géne alphé—endor—
phine préparé par synthése aprés détermination par la mé-
thode Maxam-Gilbert. -
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La figure 3 montre le résultat d'une chromatogra-
phie liquide 3 hautes performances (Nucléosil 300-7 C,g) du
désoxy 80 mre contenant le géne alpha-endorphine préparé
par synth2se aprés détermination par la méthode Maxam-Gil-
bert. En ordonnées et en abscisses, on a respectivement
1'absorbance et le temps. Le syst@me de solvants ﬁtilisé
est 1'acétate de triéthylamine-acétonitrile et le débit est
de 1,0 ml/minute. 7

La présente invention n'est pas limit&e aux
exemples de réalisation qui viennent d*&tre décrits, elle est
au contraire susceptibie de modifications et de variantes
qui apparaitront & 1'homme de l'art.
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REVENDICATIONS o
1 - Procédé de synth2se d'un DNA 3 longue chalne,
caractérisé en ce que des blocs ayant 4 & 8 séquences de

base sont liés par voie purement chimique par un procédé
"en phase solide” (procédé au triester) en utilisant un CPG

aminé comme support.
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