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@ Dérivé de nucléoside utilisable pour la synthése d'oligonu-
cléotides marqués, répondant & la formule :

1 ey
2o 8- (Ré2),

r20 23
dans laquelie :

— R’ représente un atome d'hydrogéne ou un radical labile
en milieu acide convenant 3 la synthése nucléotidique,

— R? représente un atome d’hydrogéne, un radical protec-
teur, un radical fonctionnel ou un support utilisables pour la
synthése nucléotidique,

~— R® représente un atome d'hydrogéne, le radical hydroxyle
ou un radical hydroxyle protégé, et

— B représente un radical dérivé d'une base purique ou
pyrimidique sur laquelle est fixé au moins un groupement R°Z
avec R représentant une simple liaison ou un radical hydrocar-
boné et Z étant un élément marqueur. :
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périvés de nucléosides utilisables pour la synthése

d'oligonucléotides marqués, ol1gonucléotides obtenus
3 partir _de ces dérivés et Leur synthése.”

7 L'invention a pour objet ,des dérivés de
nucléosides utilisables pour la syntpése'd'otigonuclé-p
otides marqués, Lles oLigonucléotideshobtehus_é partir
de ces dérivés et Leur.synthése.'

_ Les oligonucléotides marqués, par exemple
les sondes d'acides nucléiques, constituent un outil
de diagnostic trés intéressant dans différents domai-.
nes tels que tes maLadiés génétiques} les maladies

" infectieuses, le cancer et le typage celLuLa1re.

_ Ces techn1ques de diagnostic sont basées
sur L'utilisation de L'hybhidation, "~ c'est-a-dire

L'association par des _Lliaisons hjdrogéne rde deux

‘brins - d'écides nucléiques - C(ADN ou - ARN) -

compLéménfa{res. Cette réaction peut ainsi mettre
en jeu deux chaines;diAbN, une chaine d'ADN et une
chaine d'ARN, ou Bien enbore deux chaines dT"ARN.
Lors de cette réaction, la thymine (ou L'uracile
pour L'ARN) se blace en face de L'adénine et Lla
cytosine se place en face de la guanine. La formation
de cette double'hélicé dépend ‘de facteurs physico-cﬁi-

miques tels que Lle pH, la'_conCentration' en ions

sodium, la température et ;a durée de Lla réaction.
pans Lles techniques de 'diagnbstic, on utilise une
sonde oligonucléotidique présenfanf une séquence
complémentaire & celle de La cjblé)_ c'est-a-dire
de L'échantillon biologique & déterminer. be plus,
pour permettre la dé{ection de Lla sohqe, celle~-ci
comporte un élément marqueur abproprié susceptible
d'étre détecté par ‘des méthodes telles. que. les métho-
des rad1oact1ves, 1mmunoenzymat1ques, color1métr1ques,
fluorimétriques ou luminescentes.

Lorsqu'on utilise des ¢éléments marqueurs

non radioactifs, on peut 'préparer' directement Lles

" sondes nucléotidiques marquées bien avantrlebr utili-
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2
sation par des procédés biochimiques ou chimiques.

En revanche, lorsque L'élément marqueur
est radioactif, L'introduction de cet élément dans
la sonde doit &tre effectuéde extemporanément.

Parmi les procédés biochimiques de produc~-
tion d'oligonucléotides marqués, on connait par
Ltanger et al (Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 78,
n® 11, p. 6633-6637, novembre 1981, Biochemistry),
un procédé de marquage de polynucléotides par La
biotine utilisant diverses ADN ou ARN polymérases
et un dérivé de nucléoside comportant une partie
uracile sur laquelle est fixée La biotine par L'inter=-
médiaire d'un maillon allylamine. Cette méthode
présente L'ihconvénient majeur de ne pas é&tre applica~
ble au marquage de sondes courtes.

Murasugi et al dans DNA, vol. 3, n°3,
1984, p. 269-277, ont décrit lLa préparation de sondes
oligonucléotidiques marquées & Lla biotine par réaction
de deux oligonucléotides et de trois dérivés de
nucléosides dont Lle dérivé biotinylé de L'uridine
triphosphate, en présence d'ADN _poLymérase 1 de
Escherichia coli. Dans ce cas, il est donc nécessaire
d'utiliser deux 'oligonucléotides dont L'un en fort
excés. D'autre part, Lle rendement de marquage est
faible (10 & 30%) pour incorporer -une seule biotine
dans La sonde oligonucléotidique.

L'incorporation de nucléotides biotinylés
a 6été aussi réalisée suivant La méthode décrite
par WU dané Methods in Enzymology, vol. 65, 1980,
p. 43-62, en utilisant la terminale désoxynucléotidyl
transférase. Cette méthode est intéressante car
elle permet d'incorporer plusieurs biotines (3 2
5 généralement) sur une " sonde . oligonucléotidique
courte. Ce marquage nécessite une étape supplémentaire
aprés Lla synthése de Ll'oligonucléotide. Il est
difficile de préparer une sonde comportant un nombre

défini de marqueurs parce qu'on obtient un mélange
complexe de produits de différentes tailles qu'il
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3

faudrait séparer pour avoir une sonde de point de
fusion bien défini. Il seﬁbLe beaucoup plus difficile
de réaliser wun double - marquage. Pér aitleurs, . Le
marquage s'effectue uniquement en 3'. ' '

7 Parmi Lles méthodes chimiqueé, on connait
une méthode dans laquelle Lle marquage est effectué
en bout de chaine aprés synthése et déprotection
de L'b[igonucléotﬁde. Cette méthode consiste & fixer
L'élément marqueur sur Lla partie osidique de
L'oLigonucLédtide, comme il est décfit/par A. Chollet
et al dans Nucleic Acids Research, vol. 13, n°5,
1985, p. 1529-1540. L'utilisation de cette méthode
présénte L'inconvénient majeur de conduire & La

fixation d'une- seule molécuLe d'élément marqueur

_par oligonucléotide et,de néceséiter, aprés la synthé-

se olijgonucléotidique, des étapes "additionnelles
de réactions  chimiques pour . fixer cet élément
marqueur. o : ,

o Afin d'augmentef le nombre d'éléments

marqueurs fixés sur L'oligonuciéotide, on a envisagé

‘de fixer cet élément marqueur sur les bases de L'oli-

gonucléotide, aprés_ synthése et déprotgction de
celui-ci comme il eéf décrit par Roduit et'aL, dans
Nucleosides & Nucleotides, 6 (1 & 2), 349-352 (1987).
Dans ce bas, on . peut fixer plusieurs é(éments
marqueurs, mais il est " impossible d'utiliser des
marqueurs différents VSUn' certainé nucléotides de
La chaine oligonucléotidique. Par ailleurs, le
rendement de'marquage,reste"inféfieur a §0%. ’

Uné autre .méthode . de production
d'oLiQonucléotidés marqués par la biotine est décrite
par Kierzek et al, dans Nucleosides & nucleotides,
6(1 & 2>, 403-405 (1987). Dans ce cas on réalise
la synthése de L'oligonucléotide en dtilisant les
dérivés des nucléosides . ayant les groupements.
fonctionnels utilisés en synthése oligonucléotidique

ainsi que des dérivés de nucléosides ayant un maillon
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=(CH2)¢=NH-R (R représentant un groupement protecteur
tel que le groupe trifluoracétyle) fixé sur Lla
cytidine. A la fin de Lla synthése, et aprés avoir
réalisé Lla déprotection, on fixe Lla biotine sur
ces maillons de Lla cytidine. Ainsi gque dans les
publications citées précédemment, il est impossible
d'utiliser des marqueurs différents. De méme, il
est nécessaire d'effectuer diverses réactions
chimiques aprés la synthése et Lla déprotection de
L'oligonucléotide.

' Ainsi, Lles ©procédés connus actuellement
de production d'oligonucléotides marqués ne permettent
pas d'introduire dans de bonnes conditions une ou
plusieurs molécules de marqueurs & des emplacements
parfajtement définis dans la chaine de Ll'oligonucléo-
tide, et de réaliser un marquage de Lla chaine par
des marqueurs différents. Par ailleurs, les procédés
connus ont Ll'inconvénient de nécessiter pour Lla
plupart des opérations compLéméntaires aprés la
synthése proprement dite de L'oligonucléotide.

La présente dinvention a précisément pour
objet des dérivés de nucléosides utilisables pour
la synthése d'oligonucléotides marqués, qui permettent
de pallier les inconvénients des procédés précités.

Selon Ll'invention, le dérivé de nucléoside
utilisable pour La synthése. d'oligonucléotides

marqués, répond & lLa formule :

1 B- (R4Z)p
RO ,

(1)

R20 R3
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dans lLaquelle :

.='R1 représente un atome ‘d'hydrogéne, ou un radical

Labile én milieu-acide convenant & la synthése nucléo-
tidique, | - ' o

- RZ2 représente un atome. d'hydrégéne, un radical
protecteur, . un radical’ fonctionnel adapté 2 la
synthése nucléotidigue, ou un support wutilisable
pour La synfhéée nucléotidique combortant un bras
espaceur de liaison avec L'atome d'oxygéne, ’

- R3 représente Un' atome d'hydrogéne, Lle radical
hydroxyle ou un radical,hydroxyle'prqtégé,

- B représente -un radical dérivé d'une base purique

" ou pyrimidique de formule :

dans Llesquelles R5'représente H ou CHz, et RS repré-
sente un groupement protecteur utilisable en synthése
nucléotidique ou Lle groupement R47, Lle radical de
formule B étant relié par le N en position 1 du

‘radical de formule III ou eh’posiﬁion 9 -des radicaux
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de formule IV et V & la partie osidique, et par
la ou les positions 2, 6, 8 des rédicaux de formule
(1IV) et (V) ou par la ou ltes positions 4, 5, 6 du
radical de formule III au(x) groupement(s) R4z,

- R4 représente une simple Liaison ou un radical

- hydrocarboné choisi parmi les radicaux de formules :
»—NH(CHz)n'X-(CHz)p-

~NH=(CH2) n=X=(CH2) p=NH~
=0=(CHR) p=X=(CHR) p-
=0=(CH) n=X=(CH2) p~NH-
=S§=(CH) n=X=(CHR) p~
-$=(CHp) n=X-(CHp) p=NH-
~NHCO=(CHp) n=X=(CHR) p

" =NHCO=(CHp) n=X=(CHp) p=NH-

~NHS02=(CHp) n=X=(CHR) p=

-NHSOZ-(CHz)n-X-(CHz)p-NH-

-(CHz)n-X-(CHz)p-

=(CH) p=X=(CH2) p-NH

=CO=(CHRI n=X=(CH2) p=

=C0-(CH2) n=X=(CHp) p=NH~= ,

dans Llesquelles n est un nombre entier allant de
1 4 6, p est égal & 0 ou est un nombre entier de
1 & 6, X représente CHp, 0, S, NH, €O, ~HC=CH-,
-(CHp) pZ, =(CHp) NHZ, ~SC=CH(CH2)(Z, SC=CH(CH2) pNHZ,
SNCCH2) 12, DN(CH2) (NHZ, DCH-0(CH) pZ, >CH-0=(CHZ) (NHZ,
SHCS(CHR) pZ, SHCS(CHR) nNHZ avec r= 146 ;

- 7 est un groupe protecteur utilisable en synthése
peptidique ou ‘un radical dérivé d'une molécule de
marquage choisie dans le groupe des molécules
susceptibles d'étre utilisées comme margueurs et
des précurseurs de ces molécules;

- m =0, 1 ou 2, & condition que m ne soit égal
& 0 que lorsque B reprééente Le radical de formule
III; IV, ou V avec R6é représentant R47 et que Z

ne. représente un groupe protecteur que Llorsque R
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‘est un support comportant un bras espaceur de Lliaison.

Le dérivé de nucléoside mentionné ci-dessus
comporte ainsi une moLébuLe de mariuage qui peut
étre de d1fférents types. Ainsi, on peut utiliser
une molécule de marquage - détectable 'diréctemenf)
par exemple des marqueurs fluorescents ou .phosphores-
cents, des -molécules ‘antigéniques ou des .dérivés
ayant une forte affinité pour d'autres: moLécuLes.

A titre d'exemples, les molécules de marqua-
ge directement détectables peuvent étre des molécules
capables de s'associer & l'avidine ou la streptavidi-

ne, des molécules pouvant donner lieu & une réaction

~du  type antigéne-anticorps ou des molécules ayant

des propriétés fluorescentes ou Lluminescentes.

On peut aussi. utiliser des molécules  de
marquage capables dé ,recevoir' un étément radioacti?
juste au moment de Lleur utilisation. En effet,
lorsqu'on utilise. deé atomes radioacfifs,. il est
difficile d¥introduire ces élément§ bien avant L‘uti-

Lisation en raison de Leur pér%odé et des réactions

de. radipfySe 'qu'iLs' induisent.  Aussi, selon

l'invention, on utilise dans ce cas une molécule

_.de marquage susceptible d'étre 'mafqdée,\ensUite par .

un élément radioactif par 'exemple par de L'iode
radioactif. o o
' Oﬁ peut bien entendu utiliser dans Lle
dérivé de nucléoside de L'invention d'autres molécules
de marquage, en particulier celles utilisées habituel-
lement pour la détection des antigénes, des anticorps,
ou des hapténes en immunologie. 7

Ltutilication de dérivés de nucléosides
de ce type comme synthons pour La synthése d'oligonu-
cléotides par des procédés classiques présente de
nombreux avantages. 1 ', o

En effet, ces dérivés de nucléosides sont
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capables  de subir sans altération toutes les
opérations de Lla synthése oligonucléotidique, et
ils ont des réactivités treés proches' de celles des
dérivés de  nucléosides commerciaux utilisés
actuellemenf.

Ainsi, contrairemen¥ 4 ce qui se faisait
avec les procédés antérieurs, on peut préparer direc-
tement une sonde mafquée sans manipulations supplémen=-
taires par rapport & la synthése de L'oligonucléotide
normal en utilisant un dérivé de nucléoside comportant
déja L'élément marqueur, ce qui permet de simplifier
la mise en oeuvre et d'améliorer Lles rendements
finaux.

on peut automatiser cette préparation

" de la sonde marquée comme dans Lle cas des synthéses

d'oligonucléotides.

on peut introduire une - ou plusieurs
molécules de marquage de fagon parfaitement définie
guant au nombre et & Lla position dans Lla chaine

-de l'oligonucléotide.

pe plus, on peut utiliser des marqgueurs
différents sur certains sites particuliers de Lla
chaine oligonuctéotidique. )

Les dérivés de nucléosides de L'invention
sont paf ajilleurs bien adaptés & L'utilisation
d'atomes radioactifs car il est possible d'introduire
ceux=ci juste avant L'utilisation de
L'oLigochléotide, aprés avoir fixé sur celui=-ci
au cours de sa synthése, une molécule capable d'étre
marquéeﬂfacilement par cet élément radioactif.

A titre d'exemples, Llorsque Lla molécule
de marquage est une molécule capable de s'associer
4 L'avidine ou & la streptavidine, le radical I

peut répondre aux formules suivantes 3
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o
[«]
e
Y
I =]
x
~N
N
73
]
(o]
l\
o

. HU NH
07 N(eHp) ¢-cF , }"{ ]
N S TS &

. - (X1)
s=4,75,.§ ou 7 .
t=3, 4, 5, 6 ou 7 ef

R7 est un radical alkyle.
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10
Parmi ces vradicaux, Lle premier radical
de formule VI avec s=4 est dérivé de Lla biotine
et posséde une forte affinité pour L'avidine. -
A titre d'exemples, Lorsqbe la molécule
de marquage est une molécule pouvant donner lieu

3 une réaction du type antigéne-anticorps, le radical

7 peut répondre aux formules suivantes :

(XI11)

A

=NH

NO>

titre

d'exemples,

torsque Lla

NOp (XIII)

molécule

de marquage est une molécule possédant des propriétés

fluorescentes, le radical Z peut répondre aux formules

suivantes @
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dans lesquelles R15 et R16 qui peuvent gtre identiques
ou différents,sént un atome d'hydrogéne ou un radical
alkyle. o o o
_Lorsque La molécule de \marqqage est une
molécule pouvant &tre marquée & L'iode, on utilise
de préférence une molécule comportant une ou plusieurs
fonctions phénoliques ou amine. aromatique primaire,
secondaire ou tertiaire. Dans ce cés, les radicaux
z susceptibles d'8tre utilisés, péuvent répondre

aux formules suivantes :-

Y - (CHp)y - CHy {.@— oaﬂ, (XXIV) o et
Y - (CH), = CHy [ 4<:j>rNHR8]H (xxv)”

dans lesquels u=0 ou “est un nombre entier de 1 a

6,
v=20,1T0u2, :
w=23,20u1l, avec vtw=3,

R8 représente uh “atome d'hydrogéné ou un radical
acyle, et ' ' )
Y représente CHz, NH, 0, S, €0, SO0, CONH ou SO2NH.
Le radical acyle peut ‘&tre par exemple
le radical acétyle. o '
Selon L'invention, Z peut aussi représenter,
dans certains cas, 'un groupement protecteur de R4,

Ce groupement protecteur peut. &tre Ll'un des groupes
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12

protecteurs utilisés en synthése peptidique, par
exemple Lle groupement trifluorcacétyle. D'autres
groupements utjlisables tels que le Fmoc, sont décrits
par Roduit et al dans Nucleosides & 'Nucteotides
(1987), 6 n® 1 et 2, p. 349-352.

Dans les dérivés de nucléosides de L'inven-
tion, Lle radical B dérivé d'une base purique ou.
pyrimidique est relié a (R4Z) en position 2, 6 ou
8 pour les radicaux dérivés des bases puriques,
soit dans le <cas des radicaux de formules IV et
V, ou en position &, 5,-6 pour lLes radicaux dérivés
des bases pyrimidiques, soit dans le cas des radicaux
de formule III.

Ainsi, lorsque m est supérieur a 1,
plusieurs positions des bases puriques ou pyrimidiques
sont substituées par un groupement R4Z.

Dans Lles radicaux B dérivés des bases
pyrihidiques et puriques comportant un groupement
NHp exocyclique, soit dans les radicaux de formules
111, IV et V, ce groupement NHp peut é&tre protégé
par un groupehent protecteur R6 tel que ceux utilisés
habituellement en synthése oligonucléotidique.

A titre d'exemple de tels radicaux protec-
teurs, on peut citer les radicau# benzoyle, anisoyle,
ijsobutyryle ainsi que ceux décrits dans Lle brevet
européen EP-A- 0 241 363. 7

De préférence, dans L'inventioh, on utilise
un groupement benzoyle dans le cas des radicaux
de formules (II1) et (IV) et un groupement isobutyryle
dans le cas du radical de formule (V).

Les dérivés de nucléosides de L'invention
sont destinés en particulier & &tre utilisés comme.
synthons pour la synthése d'oligonucléotides marqués.
Dans ce cas, Lle radical R1 représente un radical
labile en milieu acide convenant 4 la synthése nucléo-
tidique, et Lle radical RZ représente un radical

fonctionnel  adapté & la synthése nucléotidique.
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ﬁéLon que R3 représente uﬁ atome d'hydrogéne 6u
un radical hydroxyle protégé ou non, on obtiendra
un oLigonUcLéotﬁde du type ADN ou ARN. ' _,-

- A titre d'exemple de radicaux Labiles

en milieu acide susceptibles d'étre utilisés pour

former R1, on peut citer en particulier les radicaux

' phényl-9-xanthényle et ~Lles radicaux trityle  de

formule :
- calo— ' (XXVVI) o

dans LaquéLle R9, R10 et r11 qui,peuveﬁt étre identi-
ques. ou différents; représentent unrafomerd'hydrogéne,
un radical alkyle, qLcoxy ou- amino. De préférence,
R1T est le radical méthoxy ou dﬁméthoxytrity[e, soit
le radical’ répondaﬁf & la formule XXIV précitée
dans laquelle RY ou RY et R10 représentent des groupes
méthoxy. o

Pour Lla synthése des oligonucléotides,
le radical RZ est un_'radical fonctionnel adapté
é la synthése nucléotidique, par exemple un radical
phosphoré ou un radical Rjzco_dans Lequel R127repré-
sente. une chaine bermettant -L*accrochage -sur un
support par :L‘inte}médiaife éventuel(emgnf- d'une
chaine alkylaminée. ] :

A titre d‘exemple de radicahx phosphorés’
susceptibles d'étre wutilisés, on —peut citer Lles

radicaux de formule :
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0= % - 0~ (CpHg)zNH* ‘
0CgH4CL (XXVII)

tHy - 0 - ; - N[cuccu3)z] 5 (XXVIID)

Nccuzcﬂzo-r-n [cu(cu3)2]2 (XXIX)

!
et H - P =07
g COXXX)

0

Pour Lla synthése d'oligonucléotides, R2
peut aussi @&tre formé d'un support utilisable pour
la synthése d'oligonucléotides, comportant un bras
espaceur de liaison avec L'atome d'oxygéne.

Les supports peuvent &tre de différents
types. Généralement, ils sont 4 base de silice et
constitués par des grains de diamétre contrdlé,
situé par exemple dans Lla gamme de 50 & 100nm. tLe
bras espaceur doit permettre la fixation du nucléoside
sur le support. Il peut é&tre formé par une chaine
alkylaminée comportant par exemple un radical dérivé
d'un diacide tel que L'acide succinique, comme radical
de Liaison avec L'atome d'oxygéne du nucléoside.

Lorsque R3 représente un radical hydroxyle
protégé, bn utilise comme groupe protecteur de cet
hydroxyle, les groupements habituellement wutilisés
dans lLa synthése des ribonucléotides.
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Les dérivés de nucléoside§ répondant &
ta formule I dans Laquelte'R1 est un radical pfotec-
teur et RZ est un- radical fonctionnel adapté 3 Lla
synthése nucléotidique peuvent Etre utilisés pour
la préparation chimique “directe d'oligonucléotides
combortant au moins une moiétule dé marquage qui
peut &tre, comme on l'a vu précédemment, une molécule
détectable directement ou Oﬁe molécute susceptible
d'étre transformée en molé&uterfdétectabLe par -des
méthodes classiques. 7 7 o

Cette préparation .- -chimique . de
l'oligonucléotide peut éthe effectuée soit par la
syn;hése du phosphotriéstgr Lorsque—R? est le radical
de formule (XXVII), soit par - la synthése du
phosphoramidite dans le cas ou R2 est le radical
de formule (XXVIII) ou (XXIX), soit par la synthése
des phosphonates dans le cas ou RZ est Lle radical

‘de formule (XXX).

La synthése beut gtre effectuéde soit par
des méthodes en solution, soit bar des méthodes
de synthése sur suppbrt. Oh_ utilise ,de’,préférénce
les méthodes de synthése sur sUppdrt. qui' donnent
actuellement Lles meilleurs résultats.

Le procédé de synthése d'oligonucléotides
conforme & L'invention consiste 2 effectuer plusieurs
cycles de condensation dahs- chacun desquels on
condense un dérivé de nucléoside sur un déffvé de
nucléoside ou sur ~un- oligbhucléotide, et il se
caractérise en ce que Ll'un au.,hoins des dérivés
de nucléoside utilisé est un dérivé de nucléoside

"~ répondant a la formule @

1+ '
RO B- (R!‘Z)'m

R20 r3
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dans laquelle :
- R! représente un radical labile en milieu acide,
- RZ représente un radical fonctionnel adapté a
la synthése nucléotidique ou un support utilisable
pour la synthése nucléotidique, comportant un bras
espaceur de Liaison avec L'atome d'oxygéne,
- R3 représente' un atome d'hydrogéne, Lle radical
hydroxyle ou un radical hydroxyle protégé, et
- B, R4 et Z ont les significations données ci-dessus.

' Lorsque l'on utilise dans le procédé décrit
ci-dessus plusieurs dérivés de nucléosides conformes
3 L'invention comportant des Z différents, on obtient
un oligonucléotide marqué dans Llequel différents
nucléotides de Lla chafne oligonucléotidique portent
des marqueurs- différents, ce qui n'était pas possible
en utilisant les procédés de L'art antérieur.

Aussi, la présente dinvention a également
pour objet un oligonucléotide marqué comportant
une séquence de différents nucléotides, dans Llequel
au moins deux nucléotides de la séquence sont margqués
par des marqueurs différents, ou dans lequel au
moins deux nucléotides voisins situés & L'extrémité
5' de Lla séquence sont marqués par des molécules
de marquage ou des précurseurs de ces molécules.

Les dérivés de nucléosides de L'invention
peuvent ainsi trouver des applications pour La prépa-
ration des sondes froides marquées, par exemple
par la biotine ou un de ses analogues, par un dérivé
fluorescent tel que le dansyle ou le pyréne sulfonyle
ou par un réactif antigénique tel que le dinitrophé-
nyle.

Ces dérivés de nucléosides peuvent aussi
gtre utilisés pour la préparation de sondes pouvant
ensuite 8tre marquées spécifiquement a L'iode
radioactif sur la ou Lles molécules de marquage 2Z
utilisées dans les dérivés de nucléosidés de départ.

L'invention a encore pour objet des
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oligonucléotides "marqués. comportant ~une séguence

‘de différents nucléotides dans iaqueLle au moins

L'un des nucléotides est marqué par un radical choisi
parmi _ o - - '
- Les radicaux de formule

v-(cnz)u-cuvkz:)—oaaj; ou

Y —(cnz)u-cnv-'[@- NHRE]

dahs Lesquelles _

= 0 ou est un nombre entier de 1 & 6,

=0, 10u2, ' ' ‘

=3,20ul avec v+w=3, T

R8 représente. un étcme d'hydrogéne ou un radicatl

< C
[l

L 4
Ll

acyle, et 7 L 7 :
Y représente CHz, NH, O, s, €0, S0p, CONH, ou SO2NH,

- tes radicaux de formule :

. o 7 ) ) 1%
Y - (CHp)y - CHv[-@{RS v
| = L
Y - (CHR)y - cug[-(%nznsju

dans lesquelles Rsiest un atome d'hydrogéﬁe et u, v, w et

Y ont La signification donnée ci-dessus, y =1, 2, 3ou 4
et I* est un atome d'iode radioactif ;  '
- les radicaux de formule :
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dans laquelle R15 et r16 qui peuvent &tre identiques ou

différents, représentent wun atome d'hydrogéne ou

un radical alkyle ; et
- les radicaux pyrényle de formule :

SONH—
XVIII XIx ) XX
L'invention concerne également un

oligonucléotide marqué comporiant une séquence de
différents nucléotides, . caractérisé en <ce qu'au
moins 5 nucléotides situés & au moins L'une des
extrémités de Lla séquence sont marqués par des
molécules de marquage ou des précurseurs de ces
molécules., . v

Ce mode de réalisation de L'oligonucléotide

.est trés intéressant car la présence d'au moins

5 molécules de marquage & une extrémité de La séquence
permet d'améliorer la sensibilité.

Les dérivés de nucléosides de _l'invenfion
peuvént étre préparés par des procédés classiques
tels que ceux décrits dans Organic Chemistry of
Nucleic Acids. Part B.N.K. Kochetkov and E.I.
Budovski, 1972 (Plenum New York). Généralement,
on part des dérivés de nucléosides répondant & La

formule =

XX1
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dans laquelle R, RZ, R3 et B ont les'sighifications_
données' ci-dessus, et on fixe sur ceux-ci un ou
blusieurs radicéuxrR4Z par des méthodes classiques.
Lorsque Le radical B du dérivé dé,ﬁuctéoside
4 préparer est un rad{caL de formuLe (III), on- peut

‘aussi . préparer ce dérivé en partant de la

4-thiothymidine ou de la A-fhiodésoxyunidine protégée
ou non,' par “réaction  avec une diamine, un dérivé
monosubstitué de diamine ou une molécule de marquage
HZN-RAZ dans Le cas ol .-celle-ci peut &tre couplée
34 une fohction amine pfimairé. Ceci correspond au

schéma réactionnel suivant :

s o  HN-R

CH3 : B ,
L TS
: N/& + R =~ NHp —> /f
13, 0 0o - ' N0
R , rR130 -0
14 g:::; : L ;: > 
R - rY40

dans lequel R13 et/ou'R14, qui peuvent &tre identiques

" ou différents, représentent. H ou un radical

protecteur. . ) 7
Aprés cette réaction; on peut traiter
le dériyve de nucléoside pour 'le rendre apte 3 Lla
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synthése nucléotidique et Llui ajouter une ou plusieurs
molécules de marquage si nécessaire, en particulier
lorsque R n'est pas le groupe R4z.

D'autres caractéristiques et avantages
de Ll'invention apparaitront mieux & la Llecture des
exemples suivants donnés bien entendu & titre illus~
tratif et non limitatif.

Exemple 1 : Préparation du composé n° 1 qui est
le dérivé de nucléoside de formule : |

A
HN NH
HN (CH ) ,NH =C-(CH2) 4~
EIC s
I 0 °
N/Lb
HO—~ -0
(composé n° 1)
OH

bans ce dérivé de nucléoside de formule
(n, rRY, R et‘R3 représentent un atome d'hydrogéne,
B représente Lle radical de formule (I11), RS
représente un atome d'hydrogéne, R6 représente Lle
radicatl R‘Z, R4 représente =(CHp)gNH-, Z -est un
radical dérivé de la biotine et m=0.

a) Préparation du composé n°® 2 de formule :
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H.}
VHN (C I6NH,
AN Y :

]/Lo

) (composé no 2)

on dissout 0,269 (1mmol) de
4L-thiodésoxyuridine o o dans 5ml d'éthanol
absolu, et on  y .ajoute 0,589 (Smmol) de
1,6-diaminohexane, 'ef .on maintient pendant 16h EY
60°C. On évapore & sec, reprend par 10mlL d'eau et
0,2mlL de triéthylamine et on évapore. On trifure
le résidu par 4x10mL d'éther éthylique. On adsorbe

- ‘le résidu sur 1g de,Célité 545 et on le dépose sur

une . colonne de Célite ‘préparée  avec la phase
inférieure du 7 mélange - acétate
d'éthyle~-méthoxyéthanol-eau 4 : 1 : 2, on élue la
colonne par Lla phase subériéure de ce mélange puis
on élue le produit recherché par Lla phase supérieure
du mélange : acétate d'éthyle _n-butanol-eau 1:

1 1. Par évaporation des fractions apprppriéés

et Llyophilisation, on détient 220mg (65%) du composé .
ne 2. L ' ‘
b) Préparation du composé n® 1.
on dissout 653mg  (2mmol) du composé n°
2 dans 15ml de diméthylformamide et on ajoute 0,4ml
(4mmol) de triéthylamine . et 700mg (2mmol) de

~ N-hydroxysuccinimido biotine. Aprés 3h sous agitation

a 20°C, on évapore sous vide le mélange réactionnel,
puis on le coévapore avec 2 fois 15ml d'eau distillée
puis avec 2 fois 20ml d'éthaho( absolu. On reprend
le résidu par du méthanol, on ajbute 8g de gel de
silice (0,2 & 0,5mm) et -on séche La suspension sous
vide.  On dépose alors sur une colonne de gel de
silice (get 60 de Merck) le mélange adsorbé préalable-
ment 'sur la silice, et on élue ensuite la colonne
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par un gradient de méthanol dans le chloroforme
(5 & 20%). On obtient ainsi 740mg du composér n®1,
ce qui correspond a un rendement de 65%.

Exemple 2 : Préparation du composé n° 3, qui est
le dérivé de nucléoside de formule :

(0]
HN NH
HNCCH,) NH-(= -
‘M7 E (CHZ)L
‘ NN 0 s
LA
pMTO— ~©
(composé n° 3)
CH

"on dissout & chaud 1,11g (2mmol) du composé
n° 1 dans de Lla pyridine anhydre, on refroidit la
solution et on Ll'évapore sous vide. On reprend le
résidu par 5ml de diméthylformamide anhydre et on
dilue par 20mlL de pyridine anhydre, puis on refroi-
dit lLe mélange & 0°C sous agitation: On ajoute alors
744mg de chlorure de diméthoxy=4,4'-trityle. On
maintient Lle mélange pendant 16h sous agitation.
On ajoute alors 2ml de méthanol, puis aprés 15min
on verse le mélange réactionnel sur 35ml d'une solu-
tion aqueuse saturée de bicarbonate de sodium.

On extrait le mélange par deux fois 50ml
de chloroforme, puis on évapore Lla phase organigue
et on la coéVapore avec deux fois 20ml de toluéne.

on reprend le résidu par du dichlorométhane
et on Lle purifie par chromatographie sur gel de
silice (gel 60 de Merck) en utilisant pour t'élution
un gradient de méthanol dans du dichlorométhane.
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on obtient ainsi 1,38g du composé n®3, ce qui

correspond & un rendement de 81X.

Exemple 3 : Préparation du ‘composé n°73.

pans cet exemple, on prépare. le composé

h° 3 & partir du composé n° 4 de formule ¢

H
RNCC 2) NH

6 2

. L\N/Lb - '
omT0- O] : -
- '(comp_osé ne &)
. oH ,

a) Prépaéation du composé n® 4. .

on ~dissout 3,79 _(6,8mmql) dé
dﬁméthoxytrityte-s'-thio—k-désoxy-?'-uridine dans

40mt d'éthanol _absolu, et on ~ajoute 3,99 (34mmol)
de 1,6-diaminbhexane et on maintient _pendant 16h
4 60°C. Aprés gvaporation et partition entre
chtoroforme et soude —O,1N,' la phase organique est
Llavée par L'eau jusqu'a neutraLité puis évaporée
4 sec. 7 o S B
Le résidu est repris par.du di;hforométhane
et chromatographié¢ sur gel der silice G Merck en
utilisant pour L'élution un grédient de méthanol
dans le chloroforme. ) ' _

on obtient 3,65 de composé n°4, ce qui-
correspond & un rendement de 85%.

b) Préparatioh du'éomposérn°:3.

on .dissout - 3,15¢ (5mmol) du composé n°
4 dans S0ml de diméthylformamide;VOn'ajoute 4 cette

sotution, 1,79 (5mmol) de N-hydroxysuccinimido biotine

et 77°Fl (5,5mmol) de triéthylaminé. Aprés 3h sous

‘agitation & la 'températurer ambiante, on évapore

le solvant et on reprend le- résidu par 500mt de
chloroforme. On Lave deux fois la solution chltorofor-

mique par 500mlL de bicarbonate de sodium & 10%,

puis par 500mL. d'eau distillée. on évapore la phase
organique & sec. On reprend le résidu par du dichloro=
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méthane et on Le soumet & une chromatographie sur
gel de silice 60 (Merck) en réalisant L'élution
par un gradient de méthanol dans Lle chloroforme.
On évapore lLes fractions contenant le produit recher-
ché. On -obtient ainsi 3,2g du composé n°® 3, ce qui
correspond & un rendement de 75%.

Exelgle 4 : Préparation du composé n° 5 de formule :

HN NH

(cuz)éNP-c-(CHz)“

Lo
N” O

oMT0—~ @
(composé n° 55

o, .+
NG

NCCHCH R0

On rend anhydre 854mg (1mmol) du composé
n® 3 par coévaporation dans Lla pyridine absolue,
puis on - redissout dans 10ml de dichlorométhane
anhydre. On ajoufe 85mg (0,5mmol) de tétrazolate
de diisopropylammonium ainsi que 341Pl de
bis(diisopropylamino)cyanoéthoxyphosphine. On  agite
le milieu réactionnel pendant 2h & Lla température
ambiante, puis on ajoute 50ml de dichlorométhane.
Oon lave Lla solution organique par trois fois 50ml
de bicarbonate de sodium en solution aqueuse saturée,
puis par 50mL d'une solution saturée de chlorure
de sodium.

On évapore sous Vide la phase organique,
on reprend Lle résidu par Sml de dichltorométhane
et on le précipite dans 100ml d'hexane refroidi
4 -78°C. On collecte le précipité et on séche sous
vide. On obtient ainsi 897mg du composé n° 5, ce

qui correspond & un rendement de 85%.
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Exemple 5 : Préparation du composé n° 6 de formule :

-0
A\
HN  NH-

HN (Cfﬁ)bhﬂf:?(CHz)4-

H_C N 0 0

3 . , ,
v o

HO— _-©
: (composé n° 6) .

OH

a) Préparation du composé n° 7 de formule :

© KN ,(CH ) ,NHZ

26
H,C NN
3 | /J§ B
) ‘N7 "0
0

~ HO- (composé n° 7)

OH

On suit Lle- méﬁe mode . opérato#re, que- dans
L'exemple 1a) pour préparer Lé composé n° 7 en uti-
lisant la 4-thiothymidine au - lieu de la
VQ-thiodésoxyuridine;' On ‘obtient - ainsi Lle composé
n® 7. o o

b) Préparation du cdmposé n® 6.

on suit le méme mode opératoife que dans

L'exemple 1b) pour préparer le comhosé n® 6 & partir
du,cdmpdsé n°® 7 en utilisant 681mg (2mmol) du composé‘
n°® 7, 15mLl de Vdiméfhylfoﬁmamide, 0, 4ml (4mmol) de
triéthylamine et ~ 700mg © (2mmol) de
N-hydroxysuccinimidobiotine. o :
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On obtient ainsi 715mg du composé n° 6,
ce qui correspond & un rendement de 63%.
Exemple 6 : Préparation du composé n® 8 de formule :

HN NH
N - -
H (CH2)6NH C-(CHZ)‘ 2 g
CH NN 8 §
3 ‘ /L
N7 0
(o}
oMTO (composé n° 8.
OH

On prépare ce composé & partir du coﬁposé
n° 6 en suivant Lle méme 'mode opératoire que dans
L'exemple 2 et en utilisant 1,14g (2mmol) du composé
n® 6 et 744mg de chlorure de diméthoxy=-4,4'-trityle.

On obtient ainsi 1,449 ﬁu composé n° 8,
ce dui correspond 3 un rendement de 83X%.

Exemple 7 : Préparation du composé n°® 8 a partir
du composé n° 9 de formule :

HN(CH2)6NH2
CH3 l‘\N
N/Lb
pm10— ~©
(composé n® 9)
OH

a) Préparation du composé n°® 9.
On suit Le méme mode opératoire que dans

L'exemple 3a) pour préparer le composé n° 9 en

utilisant la diméthoxytrityle-5'-thio-4-thiothymidine au

lieu de la diméthoxytrityle=5'-thio-4-désoxy-2'uridine.



10

15

20

25

30

2632955

27

b) Préparation du composé n® 8.
on suit LlLe méme mode opératoire que dans

L'exemple 3 pour préparer le comppéé n° 8 & partir
du composé n° .9 en ﬁtilisapt 1,29g (2mmol) du composé
ne 8, 20mL de diméthylformamide, 680mg  de
N-hydroxysuccinimidobiotine et ,BOOULV_ (2mmol)  de
triéthylamine. Aprés 3h de réaction, .on obtient
1,379 du composé. n° 8, ce qui “correspond & un
rendement de 79%. ' ' '

Exemple 8 : Préparation du composé n° 10 de formule :

HN NH
) NH=C=(CH.) =
CH3 26 | 2 4 S
A
N"Yo
DMTO : ,
(combosé n° 10)
! .
~p-N.
T D of
NCCH,CH,

Oon suit le méme mode vopératbire que dans
L'exemple 4 pour préparer -le composé n® 10 & partir
du composé n° -8 en utilisant 870mg (1mmol) du composé
n°® 8, 85mg de téfré;blate' de diisopropy(ammonium
et SAOFL de bis(diisobfopyLaminq)cyanqéthoxyphosphine.

Aprés Lla précipitation finale, on obtient
930mg du composé n°,10, ce qui correspond E] un'rende-
ment de 37%. - )

1
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Exemple 9 @ Synthése d'un oligonucléotide marqué
34 la biotine.

Cet exemple illustre t'utilisation du
composé -n® 5 pour préparer un oligonucléotide marqué

34 la biotine dont la séquence est la suivante
5Ld(XGTCATAGCTGTTTCCTG)-3'

Dans cette séquence, A représente le nucléo-
tide formé par L'adénine, C représente le nucléotide
formé par la cytosine, 6 représente Lle nucléotide
formé par Lla guanine, T représente Lle nucléotide

" formé avec la thymine et X représente le nucléotide

formé avec la (biotinamido-é-hexyt-1)-4-cytosine;

pour effectuer cette synthése, on utilise
le composé n°5 comme synthon cqrrespondant & La
(biotinamido-6-hexyL-1)-4-cytosine et des synthons
correspondant & L'adénosine, a la cytosine, & la
guanine et & Lla thymine. Ceux-ci sont obtenus a
partir des nucléosides correspondants en protégeant
La fonction hydroiyLe en 5' par le radical diméthoxy~-
4,4* trityle et en fonctionnalisant la fonctioh

hydroxyle en 3' par Le radical de formule ¢
{
CH3-0-P'N<°“E°“3)232 (XXVIID)

pour les nucléotides correspondant & L'adé-
nine et a la cytosine, La fonction aminée exocyclique
est protégée par le groupement benzoyle} Pour Lla
guanine, la fonction aminée exocyclique est protégée

par Le groupement isobutyryle.
La synthése a ¢té effectuée au moyen d'un

synthétiseur automatique d'oligonucléotides Applied
Biosystems 385 A en utilisant ¢

- 0,2phoLes de nucléoside greffé sur un support
"controlled Pore Glass" ‘comportant un bras espaceur

formé par une chaftne aminée, Lla Lliaison entre ce
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nucléoside et Ll'amine étant réalisée par un radical
succinyle.. R » 7 ) 7
- 10mg bar cycle de condenéation du dérivé de
nuc(éoside (composé n® 5) obtenu dans L'exemple

"4 ou des synthons de désoxy -2'-adénosine, de désoxy~-

2'-cytidine, de désoxy-Zﬂ¥guanosine et de thymidine,
soit environ'40'équivaLents pér rappqrf'au subport.

- 7mg par cycle de condensation d‘un agént d‘aétiva-
tion. constitué par ‘du tétrazole, .soit environ 10
gé¢quivalents par rapport au nuctéotide. "

Le cycle de condensation est le cycle
standard "D,ZFmoles, cyanoéthytbhosphoramiditgs"
de L'appareil Applied Biosystems 381 A. ~

A la fin du cyb[e de <condensation, on
obtient,L'oligonucléotide profégé'marqué 4 La biotine
Lié de fagon covalente au support par L'intermédiaire
du bras espaceur succinylé. T '

7 L oL1gonucLéot1de' est coupé du support
par traitement & L‘ammon1aque a 28% pendant 2 heures
puis ta solution ammoniacale obtenue est chauffée
5 4 16 heures & 60°C pour éliminer les groupements
protecteurs. L'ammoniague est évaporée. Le',résidu
est repris par SOOPL d’ eau distitlée et filtré sur
une colonne de Sephadex,G 25 (diamétre 1cm, hauteur
7¢cmd). Les fractions ’cobrespondaht au. premier pic
d'abéorption a 254mm sont recueillies et [yophitiééés.

- on vérifie la bonne Llongueur de l'oligonu~-
cléot1de b1ot1nylé synthét1sé par marquage au phospho-
re 32, par rapport— "4 des témoins, au moyen de Lla
polYnucléotide 'kinase,' et"-par g¢lectrophorése sur
gel de poLyacrylam1de. '

Le produit est préparé par électrophorése
sur gel de - poLyacryLam1de épais. La bande correspon-
dant au pomposé. est qécoupée (aprés v1suaL1sat1on
en ultraviolet). '

L'oligondcléotide ' obtehu aprés élution,

 essayé en paralléle avec un oligonucléotide comportant
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une séquence identique mais dont le marquage avec
la biotine a été fait suivant les méthodes convention-
nelles a montré la méme sensibilité pour la détection

d'une séquence complémentaire.

“Exemple 10 : Synthése d'un oligonucléotide marqué

4 Lla biotine..

On prépare de Lla mé&me fagcon que dans
L'exemple 9 un oligonucléotide marqué & Lla biotine
dont la séquence est la suivante :

5'-d (YGTCATAGCTGTTTCCTG)™ 3'

pans cette séquence, Y représente Le nucléo-
tide- formé avec la (biotinamido-6-aminohexyl=1)-
4-méthyl-5-cytosine ; Lle synthon correspondant utilisé
pour Y est lLe composé n® 10. -

On vérifie de lLa méme fagon que dans Ll'exem-
ple 9 La bonne longueur de L'oligonucléotide biotinylé
synthétisé ainsi que sa sensibilité pour la détection
d'une séquence complémentaire.
Exemple 11 : Synthése d'un oligonucléotide marqué
a la biotine, _
‘On suit Lle méme mode qpératoire que dans
L'exemple 9 pour préparer Ll'oligonucléotide marqué
4 la biotine dont la séquence est la suivante :

5'-d (XXXGTCATAGCTGTTTCCTE)-3'

pans cette séquence, X représente, comme
dans Ll'exemple 9, Lle nuctéotide formé avec la
(biotinamido-6-hexyl-1)-4~cytosine ; le synthon
correspondant est lLe composé n® 5.

On vérifie de La mé&me facon que dans Ll'exem=~
ple 9 La bonne Longueur de L'oligonucléotide biotinylé
synthétisé ainsi que sa sensibilité.

pans le cas de cet oligonucléotide qui
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comporte trois nucLéotides;'biotinylés,' la réponse
est proportionnelle au nombre de biotines puisque
la sensibilité est multipliée par un facteur voisin.
de 3, '

on prépare de la méme fagon un
oligonucléotide marqué & la biotine dont la séquence

est la suivante :

5'-d(XXXX XXX XXX TTT CCT GTT GCT GTG AGC TTG (TG
AGC TAA CTG CTC TGC CCT 66C)-3"

en utilisant les mémes synthons. »

On  obtient ainsi un  oligonucléotide
comportant 10 nucléotides biotinylés & Ll'extrémité
51 de sa séquence. ' N '

_ » on prépareb de Lla méme fag¢on ,dn
otigonuctéotide marqué 4 la biotine &ont la séquence'

- est la suivante :

- 5Yad(XXXXX TTT CCT GTT 6CT GTG AGC_TTG'CTG AGC TAA

cT6 ¢TC TGC CCT 6GC)-3"'

on obtient ainsi. un - oligonucléotide
comportant 5 nﬁéléotides Vbiotihylés' 3 L'extrémité
5' de la séquence; ' R 1
Exemple 12 : Préparation du composé'n°'11 de formule :

"~-(cu:§_// \\-ooccn
Y
B kn/&>, -
omIc e} ) 7 ‘—
-K;—;j ' , Ccomposé¢ n° 11
. °‘p~~::' :
. | I <
NCC);.crs;o
dans . taquelle DMTO  représente le radical.
diméthoxytritylte. S ' '

Pour ce dérivé de nucléoside de formule

I, ot B est Lle rédical de formule (III) dérivé de
La cytosine, on effectue la préparation en partént
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de La thiothymidine (composé n° 12) par la succession
d'étapes suivantes a) & f).
a) Préparation du dérivé monométhoxytritylé

de ta thiothymidine (composé n°® 13) & partir de

la thiothymidine (composé n° 12).
Cette rédaction correspond au schéma

réactionnel suivant :

CH i " : cH, N
N M
| ®! L
N0 MMTC! N0
Hé MMTO
(composé n° 12) (composé n° 13)

dané lequel MMTCL représente le chlorure de
monométhoxytrityle et MMT représente le radical
monométhoxytrityle.

Cette réaction a pour but de protéger
les hydroxyteﬁ,osidiques en 5' et en 3' afin d'éviter
leur acétylation Llors de Ll'introduction du groupement
R4z qui est Lle groupe (CHp)p- <E§>-OOCCH3 dans Lle
cas du composé n® 11,

on fait réagir -Smmol de thiothymidine
aprés séchage & lLa pompe & palettes avec 1T5mmol
de chlorure de monométhoxy trityle (MMTCL) dans
50mL de pyridine anhydre. On Llaisse Lla réaction
se poursuivre pendant 16 heures & Lla température
ambiante, puis pendant 5 heures & 50°C. On arréte
alors la réaction paf SmL de méthanol et on reprend
le mélange réactionnel par 250mlL de chloroforme.
on tave Lla solution obtenue 3 fois par 250ml de
NaHCO3z & 5%, puis par 250ml d'eau distillée.

' On sépare Lle produit obtenu sur colonne
de silice en utilisant pour [('élution un gradient

CHpClp/hexane avec un ‘rapport 9/1  jusqu'd CHaClp
pur. On précipite Le produit & L'hexane pour éliminer
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le tritanol. On- obtient ainsi le composé n° 13 avec

un*rendemént de 87X%.

b) Préparation du composé n°® 14 ge'fofgule :

_ HN'(CH?):@OH
- CH. -

NN

’N,Lo_x_

WMo 0] (compdsé n° 14)

MMTO -

par- réaction du cdmposé n® 13 -avec Lla tyramine de

formule : _ : o

on fait réagir Smmot du composé n° 13
et 20mmol. de tyramine (4ég.). pendant 24 heures 2
60°C en solhtion'dahs 10ml d'éthanol dans un flacon
de 25ml. On évapore Le héLange 4 sec et on reprend

‘par 100mlL de chloroforme, puis on lave 3 fois par

100ml d'eau distillée. On sépare- le produit obtenu
sur colonne. = de silice dans . un ' gradient
chloroforme-chloroforme/méthanol (93/7).

c) Prépafet{on du ngposé n® 15 de formule :

par réaction ‘du composé n° 14 - avec lfanhydride
acétique. , S L P

~ On séche par'coévaporation dans la pyridine
anhydre 3mmot.du compdsé n°® 14 et on les fait réagir
pendant &4 heures daﬁs 30 1ml de 1pyridine anhydre
avec 3mlL d'anhydride acétique (environ 10 éq.).
On arr8te la réaction par 3ml de méthanol et on
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évapore & sec. Aprés extraction par un mélange
chloroforme-bicarbonate de sodium, on évapore 2
sec la phase organique et on Lla sépare sur silice.
On élue Lle produit par CHaClp-méthanol : 98/2. Le
rendement est de 82%.

d) Préparation du composé n°® 16 de formule :

Ha=(CH,); 7 N\ OOCCH,

CH NN

I )
N/LO
Ho—k/c (composé n° 16)
g:: .

par réaction du composé n°® 15 avec L'acide acétique.
on fait réagir 3mmol du composé n® 15
avec 30mlL d'acide acétique & 80% au reflux, pendanf
une demi-heure, puis on évapore & sec. On reprend
le résidu par de Ll'eau distillée, puis on évapore
l'eau, et on reprend Lle fééidu par 50ml d'eau
distillée. On lave Lla .phase aqueuse deux fois par
50ml. de toluéne, puis on {'évapore & sec. On obtient
ainsi le composé n® 16. Le rendement n'est pas mesuré
car ce composé est utilisé sans séparation. '
e) Préparation du composé n° 17 de formule :

H,\;-(CHIL“'\’(_._\\' OOCCH,
CHL/ XN
‘l ]
A
) o}
DMTC
(composé n°® 17)

on



10

15

20

25

30

35

2632955

35

on séche_par'coévaporation dans Lla Byrﬁdine
anhydre le composé n° 16 obtenu précédemment, puis
on le tritylte en 5' par 1,2,EquiVaLgnt de .chlorure
dé*p-diméthoxytrityle dans 30ml de pyridine anhydre
a4 0°C. '

On ,reprehd le mélange réactionnel par
200ml de. chloroforme, puis on lave La " solution
organique obtenue trois fois .par- 200ml de NaHCO3
3 5%, puis par 100mlL d'eau distillée. On
chromatographie Lle prbduip obtenu sur colonne de:
silice et on recueille Le'comboéé né 17. Le rendement
est de 69% pour les 2 étapes. ' - :

' £) Préparation du composé n° 11 & ‘partir

dd composé n° 17.

on séche .  par coévaporation dans
L'acétonitrile anhydre Lle composér n° 17 obtenu
précédémment. S S
' on dissout 0,Smmol du composé n° 17 dans
SmL de CHaClz et on ajoute 0,25mmol de tétrazolate
de diisopropyltammonium et 1,1mmoL de pyanoéthoxy;

bis diisoprppylaminophosphine. On Llaisse La réaction

- se poursuivre pendant 2 heures, puis-on ajoute 50mlL

de dichlorométhane. On Llave La solution organique
par 3 fois 50mlL de NaHCOz & 5%, puis par 50ml d'eau
distillée et on évapore aprés séchage sur sulfate
de sodium. on reprehd lg- résidu par" Smt de
dichlorométhane et on précipite Lle composé n® 11
dans 100ml d'hexane & =-80°C. On place ensuite Lle

précipité pendant au “moins wune journée dans  un

dessicateur sous vide. : I
Exemple 13 : Préparation d'un oliQonucLéot%de marqué.
on suitj'Lé méme mode ,opératoife que dans
l'exempLe 9 pour préparer- un oLigohucLéo:{de marqué
4 L'iode dont la.séquence est La'suivahte,:
5'-d (XGTCATAGCTGTTTCCTE) - 3 ,
Dans cette séquence A, C, G, T, représentent
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Les mémes nucléotides que dans l'exemplé 9 et X
représente le nucléotide formé avec L' (Chydroxy-
4 phényl)=2 éthyl)=Ni, méthyl=5 cytosine.

Pour cette synthése, on utilise Lles mémes
synthons que dans Ll'exemple 9 pour A, C, G et T
et le composé n° 17 comme synthon du nucléotide
X

on effectue Lla synthése au moyen d'un
synthétiseur automatique d'oligonucléotides Applied

Biosystenms 381A dans les mémes conditions que celles

de Ll'exemple 9.

A la fin du cycle -de condensation, on
obtient L'oligonucléotide protégé Lié au  support.
On sépare L'oligonucléotide du support, on Le
déprotége et on lLe sépare dans des conditions
similaires 3 celles de L'exemple 9.

On réalise ensuite le marquage par L'jode
radioactif. Dans ce but, on ajoute 3 1pmol de 1251
dans 9PL de tampon phosphate (0,05M, pH=7,5), 20pmol
de L'otigonucléotide obtenu dans 10ul d'eau distillée
et 10Fl d'une solution de chloramine T€0,1nmol).
Aprés 5 minutes, on arr8te La réaction par du
métabisulfite de sodium.

on fait subir & wun oligonucléotide non
marqué obtenu dans les mémes conditions que
précédemment, mais ne comportant pas Lle nucléotide
X, le mé&me traitement de marquage 4 L'iode. Dans
ces conditions, on n'obtient aucun marquége de
L'oligonucléotide, ce qui montre que la présence
du groupe - =(CHR)2<X@-0H est essentielle pour Lle
marquage & L'iode. ,

' on vérifie comme dans L'exemple 9 que
L'oligonucléotide marqué peut étre utilisé pour
La détection d'une 'séquence complémentaire par

hybridation.
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Exemple 14 : Préparation du'composé n°® j8 de formule :

H,~,((H02;4:>Pgocch7:

| Ao
PHTO A, 0N -
K—j o

, oOC(C*Q&L}:?;NfPA,Vq:) (7C6*1n“¥f"° 4?)

dans laquelle NH.¢4jDréprésente-un support de éilice
ayant un bras espaceur aminé.

Pour ce dérivé de nucléoside de formule
(1), ot B est le radical de formule (IID) dérivé
de Lla cytosine, on effectue la préparat{on en partant
du composé n° 17 par la succession d'étapes suivantes
a) & o). ’ , o
' a) Préparation du dérivé succinylé (composé

n® 19) & partir du composé n° 17. ,

: Au composé n® 17 fO,S mmol = 353mg) séché
par coévaporation dans la pyridine anhydre, sont
ajoutés 10mL- de pyridine anhydre, - 1,5mmol de
diméthylaminopyridine (DMAP) et 1,5mmol d'anhydride
succinique. Au bout de 16 heures, La réaction est
terminée. Le mélaﬁgé,réactionnel est évaporé a sec,
repris par 100ml de cHloroforme; La_solution orgéniqué
obtenue est lavée par 3 fois-100ml d'acide citrique.
La phase organique est séchée sur Naz$0, et évaporée
a sec. Lle Eésidu_ést repris par'10mL de chloroforme

et précipité dans 200ml d'hexane. Le rendement est
de 87%. -
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K \N,[cua)‘—@-ooccus
c"’]A” [ TUREA ‘9
o -

o

oO(‘cn;kChH

b) Préparation de Ll'ester activé (composé

n° 20) 3 partir du composé n°® 19. ]
0,25mmol de composé n° 19 préalablement
séché' par coévaporation dans la pyridine anhydre,
0,28mmol de pentachlorophénol et 0,37mmol. de
dicyclohexyl carbodiimide (DCC) sont mis en réaction
16h dans 10ml de diméthylformamide anhydre.
‘ Le mélange réactionnel est filtré. Le
filtrat est évaporé & sec, repris par 100ml de

chtoroforme. La solution organique obtenue est Lavée

, par 3 fois 100ml d'eau distillée, puis reprise par

5 & 10mlL de chloroforme et précipitée dans 200mt
d'hexane. Le rendement est de 93%.
¢) Préparation du composé n° 18 & partir

du composé n° 20.

0,2mmol de composé- n® 20 sont placés sous
agitation mécanique avec 200mg de silice CPG ayant
un bras espaceur alkylaminé dans 20ml de DMF anhydre
avec BDFL de triéthylamine pendant 2 jours. Au bout
de ce laps de temps le support greffé est récupéré
et lavé par 3x20ml de DOMF anhydre puis 3x20ml
d'éthanol. Les fonctions aminées n'ayant pas réagi
sont  bloquées par- acétylation au moyen de 5Sml
d'anhydride acétique dans 50ml de pyridine. Le support
est récupéré et Llavé par 3 x 20mlL de pyridine et
3 x 20ml d'éthanol. '

Le greffage dd support a été mesuré par

“L'intensité de ta  coloration du cation

diméthoxytrityle Libéré en milieu acide. Support .
greffé A 27rmol/g.
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on prépare de La méme fagon le composé

n° 19 de formule

0
, [
, . o o : 7 \
5 : ; - ,,> 7 HN 7 NH
- - © HN=(CH2) o =NH=C=(CHZ) 4~ 2 S
- ' CHsAN ! S
37WN - 0 . :
] : .
o ‘NJ\O , -
DMTO . 0 B (Compog® n° 19)
10 - :
0
= -
00C(CH2I)2 C T o
N - AW
15

en partant du composé n° 8.
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REYENDICATIONS

1. Dérivé de nucléoside utilisable pour
la synthése d'oligonucléotides marqués, caractérisé
en ce qu'il répond & la formule : '

1 é- (R42)
R 0— "

(1)

R20 R3

dans ltaquelle :

- g1 représente un atome d'hydrogéne, ou un radical
labile en milieu acide convenant & la synthése nucléo-
tidique,

- R2 représente un atohe ~d'hydrogéne, un radical
protecteur, un radical fonctionnel ~adapté & Lla
synthése nucléotidique, ou .un support utilisable
pour - la ~synthése nucléotidique comportant un bras
espaceur de Liaison avec L'atome d'oxygeéne,

- R3 représente un atome d'hydrogéne, - le radical
hydroxyle ou un radical hydroxyle protégé,

- B représente un radical dérivé d'une base purique

ou pyrimidique de formule

NHRS
RS
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dans LesqueLLesrRS représente H ou CH3)7et Rérfeprésente

un groupement protecteur“ utilisable en. synthése
nucléotidique ou Le groupement R4z, Le radical de
formule B étant relié par _Lé N en position 1 du
radical de formule III ou en position 9 des radicaux
de formule IV et V & la partie osidique, et par
la ou les positions 2, 6,18 des radicaux de formule
(IV) et (V) ou par la ou les positions &4, 5, 6 du
radical de formule III au(x) groupement(s)'R‘i, '

- R4 représente 'une simple Lliaison ou wun radical
hydrocarboné choisi parm1 les radicaux de formules :
=NH(CH2) n=X=(CHp) o= '

=NH=(CH2) n=X-(CH2) p=NH~-

0= (CHp) n=X=(CH2) o=

=0-(CH2) n=X=(CHQ) p~NH-

=8=(CH2) n=X=(CHR) p=

=S=(CH2)n=X=(CH2) p=NH=

=NHCO=(CHp) n=X=(CH2) p-

~NHCO=(CH2) n=X=(CH2) p=NH=
~NHSO02=(CH2) =X=(CH2) p~

7-NHSOZ-(CHz)an-(GHz)piNH-

= (CHR) n=X=(CHZ) p=
=(CH2) n=X-(CH2) p=NH
=C0-(CHR) p=X=(CHR) p-
~C0=(CHp) n=X=- (CH2) p=NH~=

dans lesquelles n est un nombrg entier ,aLLént “de

1 a 6, § est égal 34 0 ou est un nombre entier de
1 & 6, X représente CHp, 0, S, NH, €O, HC=CH-,
-(CH2)p2, (CH2) NHZ, - >C=CH(CHR) (Z, >C=CH(CHR) NHZ,
SNCCH) p2, SN(CHR) (NHZ, SCH=0(CH2) 2, ,cu 0-(CH) NHZ,
‘HCS(CHZ) z, ‘HCS(CHz)rNHZ avec r= 1 & 6

-7 est un groupe protecteur ut1lwsable en synthése
peptidique ou un -radical ,dér1vé d'uner molécule de
marquage choisie dans Lle groupe des molécules
susceptibles d'étre utilisées; comme marqueurs et

“des précurseurs de ces molécules,
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- m = 0, 1 ou 2, & condition que m ne soit égal
4 0 que lorsque B représente le radical de formule
111, 1V, ou V'Vavec RS représentant R%Z et que 2
ne représente un' groupe protecteur que lorsque R2
est un support comportant un bras espaceur de liaison.

2. Dérivé de nucléoside selon la revendica-
tion 1, caractérisé en ce que la molécule de marquage
est une molécule capable de s'associer & Ll'avidine
ou lLa streptavidine.

3. Dérivé selon La revendication 2, caracté-
risé en ce que Z est choisi parmi Lles radicaux de

formule :

P X
HN  NH HN  NH
0 V20
\ 0
(V1) (VIID)
NH
Q //u\\
/,”\\ "HN  NH
HN NH
/7
(CHp) g=C-
0 S
RT.  (CHD) ¢-¢Z
(VIII) (Ix)
" NH
/\ NH
HN Nfi
0 HN  NH
07 " (CHp) g-C~ 0
€x) , R (cnz)t-c!

(X1)
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‘dans lesquelles

s= 4, 5, é'ou T )
3, 4, 5, 6 ou 7 et
R7 est un radical alkyle.

[ad
"

4. Dérivé de nucléoside sélon<la‘revehdica-
tion 1, caractérisé en ce que la molécule de marquage
est une molécule pouvént donner lieu 4 une réaction
du type antigéne-anticorps. o

5. Dérivé de ﬁuc[éoside selon la revendica-
tion 4, caractérisé en ce bbe Z est un radical choisi

parmi les radicaux de formules suivantes :

(XII)  =NH N0 et NOp (XIID)

NO> E A NO;

6. Dérivé de nucléoside selon la revendica-
tion 1, caractérisé en ce que la molécule de marquage
est une molécule possédanf des -propriétés fluores~
centes. V '

7. Dérivé de nucléoside selon la revendica-
tion 6, caractérisé en ce que Z est un radical choisi

parmi les radicaux suivants :
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Ry s
HO 0 vo
Ref R
tonn
XX111
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aans lesquels R75 et R16 qui peuvent -8tre identiques

ou différents sont un atome d'hydrogéne ou un radical
akaie. ’
8. Dérivé de nucléoside selon la revendica-

tion 1, caractérisé en ce que La mblécule de marquage

est une molécule susceptible d'&tre marquée & L'iode.

_ 9.7Dérivq de nucléoside selon la revendica-
tion 8, caractérisé en ce que 2 ‘est choisi parmi

les radicaux de formule :

Y - (CHp)y = cuv[' ORSJH. (XXIv) et

Y - (CHp)y - CHy. [NHR8],, (XXV)

dans lesquelles :

u =0 ou est un nombEe'entief dg 1306,
v =.0, 1o0u2, o
w=23,2, 1 avec v+W=3,

R8 représente. un atome d'hydrogéne ou un radical
acyle, et _ : . o
Y représente CHp, HN, 0, S, €O, SOz, CONH, SO;NH.

10. Dérivé de nucléoside selon La revendica-
tion 1, caractérisé en ce que B représente le radical
de formule P 7 ' - ' '
RS HR
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signification donnée dans la revendication 1. ’
11. Dérivé de nucléoside selon la revendica~

tion 10, caractérisé en ce que Ré représente Le

radical de formule : (CH2)g- NHIZ '

dans laquelle Z est un radical de formule :

NH

2%
‘C (CH2) 4~ : ;

12. Dérivé selon L'une quelcongue des
revendications 10 et 11, caractérisé en ce que m
est égal & 0.
' 13. Dpérivé selon L'une quelconque des
revendications 10 & 12, caractérisé en ce que R
est un atome d'hydrogéne ou te radical diméthoxytrity-
Le.

14. _Dérivé selon L'une quelconque des
revendications 10 & 13, caractérisé en ce que R2
est un radical phosphoré choisi parmi Lles radicaux
de formule : '

0= } = 07 (CaHgIgNH*

0CgHgCL (XXVID
tHy - 0 - : - wfencenyda] o v
uccuzcuzo-;-u[cu(cu5>g]2 1)

!
et H=-p -0 (Xxx)

\
0
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15. Procédé de synthése d'oligonucléotides

consistant -3 effectuer plusieurs cycles de condensa-

tion dans chacun desquels on condense un dérivé

7 de nucléoside sur un dérivé de nucléoside ou sur

‘un oligonucléotide, caractérisé en ce que L'un au

moins des dérivés de nuclédsidé'utiL{sérest,un dérivé

de nucléoside répondént 4 la formule 3

E - (R%D)
RO ® .

&P
R20 R3

dans laquelle ¢~

" = R' représente un radical labile en milieu acide,

- R2 représente un -radical fonctionnel adapté a
la synthése nucléotidique, ou un support utilisable
en synthése nucléotidique comportant un bras espaceur
de liaison avec L'atome d'oxygéne, 7 ' 77 7

- R3 représente un atome d'hydrogéne, le radical
hydroxyle ou un radjcaL’hydrOxyLe protégé, et

- B, RY et 17 ont Lles significations données dans’
la revendication 1. - 7'_'_ '

16, Oligonucléotfder mérqué comportant
une séquence de différents nucléotides, caractérisé’
en ce qu'au moins  deux nucléotides de Lla séquence
sont marqués par des.marqueurs dffférehis.

17, OLigonnqléotide' marqué ,‘comportént
une séquence de différénts' nuc(éotidés, caractérisé
en ce qu'au moins L'un desrnucféotides de la séquence

est marqué par un radicél choisi parmi

- les radicaux de formules :
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v-(cu2>u-cnv{@-oa8jw ou

Y = (cHp) = eHy-[O - NHR8],

dans lesquelles

u

v=20,170u2,

W
RS représente un

acyle, et

3, 20u 1 avec v+w=3,

atome

0 ou est un nombre entier de 1 & 6,

d'hydrogéne ou

2632955

un radical

i/
4

Y représente CHp, NH, 0, S, CO, SO, CONH, ou SOpNH,

- les radicaux de formule

Y - (CHpdy - CHy -@RB y

I*

Ix

Y = (CHp)y = CHy -®{NHR8 y

dans lesquelles R8 est un atome d'hydrogéne et u, v, w et

Y ont La signification donnée ci-dessus, Y =1, 2, 3 ou &

et Ix est un atome d'iode radioactif ;

- Lles radicaux de formule

R15

dans Llaquelle

co

ou différents, représentent

ou un radical alkyle

’

et

r15

un

atome

r15 et R16 qui peuvent &tre identiques

d'hydrogéne
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- les radicaux pyrényle de formule :

SONH—

X1V v

S0,

"XVIII XIX

- 18. Oligonucltéotide marqué comportant
une séquence de différents nucléotides, caractérisé
en ce .qu'au' moins 5 nucléotides situés & au moins
L'une des extrémités de Lla '§équence7 sont marqués
par des molécules de marquage ou des précurseurs
de ces molécules. - ' ' '

19. -Oligonucléotide marqué  comportant
une séquence “de différents nucléotides, caractérisé
en ce qu'au moins deux 'nucléotides' voisins situés
3 l'extrémité 5' de Lla séquence sont marqués par
des molécules de marquage ou des ,pfécurseurs de

ces molécules.
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