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dans le domaine en plein
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Une vingtaine de volumes
sont prévus, ils ont été confiés
a des spécialistes du monde
de la recherche dans [objectif
de concevoir des outils
pratiques présentant les
nombreuses applications de
cette nouvelle science, tout
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secteur médical.

e livre présente une mise au point complete et

concise sur la synthése des oligonucléotides (ADN et

ARN) et sur leurs utilisations.

Aprés un rapide historique sur I'évolution de la synthése
de I'ADN, l'auteur, spécialiste incontesté, développe
dans une premiere partie les méthodes de protection
des nucléotides ainsi que les techniques de
déprotection, purification et vérification de séquences.
Sont également étudiés dans cette partie, les problemes
posés par la synthese des ARN.

La deuxiéme partie du livre est consacrée aux
applications des oligonucléotides synthétiques, que ce
soit pour des études spectroscopiques de structures,
conformations et interactions avec différents ligands, ou
en tant qu'outils pour le génie génétique et la biologie
moléculaire : sondes d’hybridation, synthése de gene,
mutagénese dirigée.

La troisieme partie de ce volume se rapporte a
I'utilisation thérapeutique potentielle des oligo-
nucléotides.

Les spécialistes de biologie moléculaire, de biochimie,
de pharmacologie, et les étudiants apprécieront la
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oligonucléotides. '

2-85206-914-8

9778285

206914




BT AL
DES MATIERES

AVANT-PROPOS

INTRODUCTION

H STRUCTURE 5

F HISTORIQUE 8

 CHAPITRE |

SYNTHESE D’ACIDES
DESOXYRIBONUCLEIQUES (ADN)

i STRATEGIE DE SYNTHESE D’OLIGODESOXYNUCLEOTIDES_ 15

1.1, GENEralités.....ooooiovoviiiioe e 15

1.2. Evolution de la synthése ADN ... 16
F PROTECTION DES NUCLEOSIDES 18

2.1. Protection dU SUCTE......cccccooviiiiiiiiiiie oo 18

2.2.1. Protection du 5’-OH e 2.2.2. Protection du 3'-OH

2.2. Protection des bases hétérocycliques ... 19

2.2.1.Protection de la désoxy-2’ adénosine e 2.2.2. Protection de la désoxy-2’
guanosine e 2.2.3. Protection de la désoxy-2’ cytidine




METHODE AU PHOSPHODIESTER

P METHODE AU PHOSPHOTRIESTER

4.1, SyNthese €N SOIULION ...ooocccooiiiioiii i
4.4.1. Agent phosphorylant bifonctionnel e 4.4.2. Agent phosphorylant
monofonctionnel ® 4.4.3. Agent de couplage

4.2. Synthese en phase solide sur support insoluble ... :
4.2.1.5upport @ 4.2.2. Cycle de couplage

B METHODE AU PHOSPHITE-PHOSPHORAMIDITE

5.1. SYNthESE €N SOIUOMN -.occccocooiic e
5.2. Syntheése sur SUPPOIt SOLAE ...

5. 3 Synthése AULOINIATISEE -+ v eerreme et

d METHODE AU H-PHOSPHONATE

"
DEPROTECTION

8] 2
PURIFICATION ET VERIFICATION DE LA STRUCTURE—

8.1. Déssalage .........................................................................................................................

8.2, PUTILICATION -+ vevreeeeerere et
8.2.1. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide e 8.2.2. HPLC sur
support en phase inverse @ 8.2.3. HPLC sur résine échangeuse d’ions

8.3. Contrdle de la pureté ..............................................................................................

8.3.1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide e 8.3.2. Electrophorése
capillaire @ 8.3.3.HPLC analytique

8.4. Dégradation enzymatique ........................................................................................

1 VERIFICATION DE LA SEQUENCE DE
' L’'OLIGODESOXYNUCLEOTIDE

9.1. Séquencgage Chimique (Maxam-GilDert) oo

9.2. Séquengage enzymatique (SANGET) v

23

26

26

30

36

36

36
38

43

48

51

51

51

56

63

64



SYNTHES}E
D’ACIDES RIBONUCLEIQUES (ARN)

il PROTECTION DES NUCLEOSIDES 79
L.1. Protection du ribose ... 79
1.2. Protection des bases.........................__. 30
7 METHODE AU PHOSPHORAMIDITE 82

OLIGONUCLEOTIDES MODIFIES

i1 MODIFICATIONS SUR LA BASE 89
F MODIFICATIONS SUR LA LIAISON GLYCOSYDIQUE 93
B MODIFICATIONS SUR LE SUCRE 94
3.1. Ethyléne glycol, propanediol, et désoxyribitol ... ... . 94
3.2. GIyCErol .o e 94
3.3. ADN/ARN MiXte. ..o 95
3.4. Phosphodiester s M = b o 95
35 Branche-2-3' 95
3.6. D-arabino oligonucleotides ... 96

3.7.ADNetARNensérieL ... R o

3.8 WADN €t ARN ... . 96



3.9. ADN CarbOCyCHQUE - .. oo 9

B L0, AT s consramsmsmsssnss smsmommassssssss s s ssmsennsSon N SRR e vev 2
3.11. ARN @lCOYIES €01 2o e . 9
3.12. Morpholifie: CatDamTate. .. ..o i o .. 9
3.13. BisthydroxyméthyDcyclobutyl ..., w9
3.14. ANalogie PYIANOSYL. .o 9

o

1 MODIFICATIONS DE LA LIAISON PHOSPHODIESTER

4.1, ThiophOSHRALE 37 8L Sl o ssmmssssssssaosstiimmisssms eoimissmsomssonsos G
4,2, Méthyl et alcoyIPhOSPRONALE ... S
4.3. Phosplvarothinate. ... ..o o g 1C
4.4. Phosphoroséléniate....... e 1C
4.5, PhosphOrOithioate . ..... ...z s s 1C
4.6. H-PhOSPhONOTNIOALE ......ccccccoiicooiie o 10
4.7. Méthyl phosphonothioates s« 1C
4 8. Phosphotriester. . cummunmusemmammmmssmommmsmmmmsnwmsoon 1€
4.9. N-alcoyl phosphoramidate ... 1C
4.10. Phosphoramidate 3 -NH-P-O-5" ..o I(
4.11. BOTANOPROSPRATE ..o 1

B REMPLACEMENT DU PHOSPHORE PAR UN AUTRE ATOME__i¢

5 . SULFATIIATE. ..., corsesessssnsisos sommasss essssnamasonson 84650585 AR A e snsc 1(
5.2 SUILOMALE oo 1(
5.3, SUlfonamide. e sy L
5.4. Diisopropyl(di-OxXy)Silyl . ... 1

5.5, CATDONALC ..ot By



99

99

99

00

00

00

01

102

102

102

5.6. Carbamate

......................................................................................................................... 104
5,7..Acétate 'ou carboxyméthylsmemswmammmsmesmmmammsases 104

5.8. MEhYIENE ACETAL ... 105

5.9. Méthyl hydroxylamine ... 105

5.10. Oligonucléotides “plastiqUes”..............c.o.iiiiivommiirncrerrrieiiicciiiosiereeeeecn, 105

5.11. Acides nucléiques peptidiques (PNA) ... 106

ETUDE DES STRUCTURES ET INTERACTIONS
DES OLIGONUCLEOTIDES
i ETUDE STRUCTURALE DES OLIGONUCLEOTIDES 111
B INTERACTIONS OLIGONUCLEOTIDES-LIGANDS 112
UTILISATIONS D’OLIGONUCLEOTIDES
EN BIOLOGIE MOLECULAIRE
0 ELUCIDATION DU CODE GENETIQUE 17
F IDENTIFICATION ET ISOLATION

DE FRAGMENTS DE GENES 118
2.1, SONAES UNIQUES ... 118
2.2.80NdeS MUXLES . . 118

2.3. Sondes uniques 2 trés longue SEQUENCE ... 119

2.4. Sondes avec des nucléosides modifiés

120




MUTAGENESE DIRIGEE

P SYNTHESE DE GENE

CHAPITRE 4

UTILISATION THERAPEUTIQUE POTENTIELLE

i OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS

1.1. Pénétration cellulaire - Oligonucléotides méthylphosphonates

1.2. Résistance aux enzymes de dégradation - Oligonucléotides

phosphorothioates: e mammesmm s s .

1.3. Spécificité et affinité - Oligonucléotides-intercalants et

Oligonucléotides PeptidiqUES: e

A OLIGONUCLEOTIDES ANTIGENES

OLIGONUCLEOTIDES REACTIFS - NUCLEASES
ARTIFICIELLES

B RIBOZYMES

4.1. Ribozymes de Tetrabymena thermophila. ... :
4.2. Ribozymes issus de la ribonucléase P. ...
43 Ribozyme A LELE dE MUATTEANL o vwssrevssmsrmsmssevmmsoverinim s st s At e s v S v v 6

4.4. Ribozymes en épingle & CREVEUX -

B SELECTION IN VITRO-AMPLIFICATION

B PHARMACOCINETIQUE ET TOXICOLOGIE
DES OLIGODESOXYNUCLEOSIDES

CONCLUSION

ANNEXES

INDEX




