Neue hydrophobe Schutzgruppen
fiir die chemische Oligonucleotidsynthese! !

Von Hans-Helmut Gértz und Hartmut Seliger'™

Fiir die chemische Synthese von Polynucleotidfragmen-
ten nach dem Triesterverfahren!"? spielt die Chromatogra-
phie zur Reinigung geschiitzter Zwischenstufen und zur
Isolierung des ungeschiitzten Endprodukts eine bedeu-
tende Rolle™?. Das chromatographische Verhalten der
Oligomere kann hierbei in bestimmten Grenzen durch
Schutzgruppen variiert werden, wobei sich die Gesamtpo-
laritdt des Molekiils in der Regel lediglich unspezifisch &n-
dert. Wir haben als neuen Typ hydrophober Schutzgrup-
pen 4-Alkoxytritylgruppen fiir das 5’-Ende von Oligonu-
cleotiden verwendet®. Hierzu wurden 4-Alkoxytritanole
(2a-e) durch Grignard-Reaktion aus (Ia-e) hergestellt und
uber die Tritylchloride mit Thymidin zu (3a-¢) umgesetzt.
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Wie erwartet sind die Ri-Werte der 5'-O+4-Alkoxytri-
tyhthymidine (3a-e) an Silicagel etwas hoher, an RP-2 et-
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Abb. 1. Abhingigkeit der R-Werte von der Alkylkettenlinge n der Verbin-
dungen (3) [n=8, 10, 12, 14, 16 = (3a, b. c, d, e} o: Silicagel 60 (Merck),
Chloroform/Methanol 9:1; ®: Silicagel RP-2 (Merck), Aceton/Wasser
75:25; a: Silicagel KC.z (Whatman), Aceton/Wasser 75 :25.
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was niedriger als die Ri-Werte von 5'-(4,4’-Dimethoxytri-
tyDthymidin. Diese Verinderungen spiegeln die abneh-
mende Gesamtpolaritit wider. Anders verhalten sich (3a-
e) jedoch in der RP-(Reversed Phase-)Chromatographie an
C,s-Phase: Hier fiihrt eine offenbar spezifische Wechsel-
wirkung zwischen den Alkylketten von Sorbens und Sorbat
zu mit der Kettenlinge drastisch sinkenden Ri-Werten in
der Diinnschichtchromatographie (Abb. 1) und steigenden
Retentionszeiten in der HPLC (Abb. 2).
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Abb. 2. HPLC-Trennung der Verbindungen (3a-e). Siule: p-Bondapak C;
(Waters), Laufmittel: 2-Propanol/Melhanol/Wasser 6:2:2, FluB: 1 mL/
min, Druck: 130 bar, Delektion: UV,s,.

Bei den Oligonucleotid-phosphotriestern (4)-(16) (Ta-
belle 1) zeigen die Derivate mit 4-Hexadecyloxytrityl-
(C1sTr~)Gruppe [(6), (8), (11), {13) und (16)] das gleiche
charakteristische Verhalten in der RP-18-Chromatographie
wie die Monomere (3). Fiir die priparative Anwendung ist
vor allem der groBe R-Unterschied zwischen den C,¢Tr-
Derivaten und den entsprechenden Verbindungen mit
freier 5'-OH-Gruppe interessant, der, unabhingig von Ket-
tenldnge und Sequenz, eine leichte und vollstindige Tren-
nung der beiden Verbindungstypen in der HPLC anzeigt.
Bei den bisher gebriuchlichen 4-Methoxy- oder 4,4'-Dime-
thoxytrityl-(DMTr-)Derivaten kann aus dem Reaktionsge-
misch von Oligonucleotid-Kondensationen zwar die Aus-
gangskomponente mit 3’-terminaler Phosphatladung pro-
blemlos abgetrennt werden, die weitgehende Entfernung
des Oligonucleotids mit freier 5'-OH-Gruppe erfordert da-
gegen eine umstindliche Nachbehandlung!®. Zur Verdeut-
lichung vergleiche man in Tabelle 1 die Re-Werte von Oli-
gonucleotid-Sequenzen, die eine terminale Cy6Tr- [(8), (13),
(16)] oder DMTr-Gruppe [(7), (12), (15)] enthalten, mit de-
nen ihrer Vorstufen (4), (9) und (14).

Geht man davon aus, dall der Vorteil der Triesterme-
thode zum groBen Teil auf der schnellen und einfachen
Entfernung der Reaktionsvorstufen beruht, dann diirfte
die Moglichkeit zur selektiven Abtrennung auch der Hy-
droxykomponente die Effizienz des Verfahrens wesentlich
erhéhen. Dabei macht die Analogie der C,¢Tr-Gruppe zur
4-Methoxytritylgruppe, was Einfiihrungs- und Abspal-
tungsbedingungen betrifft, keinerlei Anderung der Synthe-
sestrategie erforderlich.
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Tabelle 1. R-Werte der Verbindungen (4)-(16) [a] in den Systemen A, B und C [b].

Verb. A B C

(4)  dTpTpTs, 0.31 0.81 0.68

(5) DMTtdTpTpTp(CE) 041 0.72 0.50

(6) CiTrdTpTpTp(CE) 0.48 0.52 0.19

(7)  DMTtdTpTpTpTpTpTs, 0.35 0.69 0.44

(8) CisTrdTpTpTpTpTpTs, 0.45 0.52 0.18

(9)  dG™pA"p(CE) 0.19/0.30 [c] 0.92 0.97
(10) DMTrdG”’”[..)A"ZP(CE) 0.57/0.65 [c] 0.81/0.83 [c] 0.89/0.91 [¢]
(1) CiTrdG™pA™p(CE) 0.63/0.69 fc] 0.36/0.39 [c] 0.24/0.29 [c]
(12) DMTrdGih“PAhZPG‘b“PA"’P(CE) 0.40 0.76 0.81
(13} CisTrdG™pA"*pG*pA*p(CE) 0.48 0.40 0.28
(14)  dTpC™pTpCy; 0.73 0.89 0.96
(15)  DMTrdG*pA"pG*pAt*pTpC*pTpCyy 0.56 0.86 0.87
(16)  CieTrdG™pA**pG**™pAr*pTpC*pTpC bl 0.72 0.33 0.21

[a] p=p-Chlorphenylphosphoryl; CE =f-Cyanethyl; DMTr =4,4"-Dimethoxytrityl, C,,Tr=4-Hexadecyloxytrityl; [b] A: Silicagel 60 (Merck); Chloroform/Metha-
nol 9:1; B: Silicagel RP-8 (Merck); Aceton/Wasser 85:15; C: Silicagel RP-18 (Merck); Aceton/Wasser 85 :15. [c] Diastereomerenpaare.

Arbeitsvorschrift

(1e): Zu 0.2 mol Natriumethanolat in 200 mL Ethanol
werden 39.6 g (0.2 mol) 4-Hydroxybenzophenon, 61.1 g
(0.2 mol) 1-Bromhexadecan und 1 Spatelspitze KI gege-
ben. Nach 5 h Erhitzen unter RiickfluB wird das Ethanol
im Vakuum entfernt und der Riickstand in 100 mL
CH,Cl,/1N NaOH aufgenommen. Die wiBrige Phase
wird abgetrennt und zweimal mit CH,Cl, extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen werden mit wenig Wasser
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und vom L&-
sungsmittel befreit. Vakuumdestillation des Riickstandes
(Luftkiihler!) ergibt 45.6 g (54%) einer hellbeigen Fliissig-
keit, Kp=255°C/1 Torr, die beim Abkiihlen erstarrt
(Fp=73°C)°.

(2e): Zu einer Losung von 0.125 mol Phenylmagnesium-
bromid in 5S¢ mL Ether werden innerhalb von 30 min 0.1
mol (le) in 50 mL Tetrahydrofuran (THF) getropft. Nach
der Zugabe wird 1 h zum Sieden erhitzt und nach dem Er-
kalten auf Eis/Salzsidure gegossen. Die organische Phase
wird abgetrennt, die wiBrige noch zweimal mit je 50 mL
THF extrahiert. Nach Waschen mit Wasser, NaHCO,-L6-
sung und wieder Wasser werden die vereinigten organi-
schen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet und vom L&-
sungsmittel befreit. Der 6lige, in Pentan aufgenommene
Riickstand kristallisiert bei —20°C; Ausbeute 37.6 g
(75%), Fp=56-58°C'),

(3e): 750 mg (1.5 mmol) (2e) werden in 10 mL Benzol mit
3 mL Acetylchlorid 1 h unter RiickfluB erhitzt, dann einge-
engt und dreimal mit je 10 mL Benzol zur Trockne einge-
engt. Zum zuriickgebliebenen, in 3 mL wasserfreiem Pyri-
din aufgenommenen Ol gibt man 242 mg (1 mmol) Thymi-
din und 2 mg 4-Dimethylaminopyridin. Nach der Umset-
zung (ca. 2 h, Kontrolle durch Dinnschichtchromatogra-
phie) und Zusatz von 10 mL 5proz. NH,HCO,-Losung
wird zweimal mit je 10 mL Chloroform extrahiert. Die ge-
trocknete organische Phase wird eingeengt, nacheinander
je zweimal mit Toluol, Ethanol und Chloroform zur
Trockne eingeengt, in wenig Chloroform geldst und an Si-
licagel (Merck 7733) chromatographiert (Sdule 1.5 x 7 cm,
Laufmittel Chloroform). Die Produktfraktionen werden
eingedampft. Durch zweimaliges Einengen mit Pentan
wird festes (3e) erhalten; Ausbeute 545 mg (75%)!,
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Spezifische Produktaussonderung
bei Triiger-Oligonucleotidsynthesen
nach dem Triesterverfahren!

Von Hartmut Seliger und Hans-Helmut Girez!™

Auf der Suche nach vereinfachten Synthesen fiir Oligo-
nucleotide spezifischer Sequenz steht die Synthese an po-
lymeren Tragern im Vordergrund des Interesses. Bei un-
vollstdndiger Verldngerung der am Triger immobilisierten
Ketten entsteht jedoch ein Gemisch homologer Sequenz-
fragmente, aus dem das gewiinschte Produkt nur mit Miihe
hinreichend rein erhalten werden kann. Wir haben Wege
beschrieben, um die Produktkette, d. h. in der Regel die
langste Sequenz, durch selektive Affinititsmarkierung von
allen Nebenprodukten abzutrennen'. Dieses Verfahrens-
schema haben wir nunmehr auf Triger-Oligonucleotidsyn-
thesen nach der Triestermethode™ angewendet. Bei ande-
ren Triester-Trigersynthesen™ ist dieser Aspekt nicht be-
riicksichtigt worden.

Als neue Trigermaterialien stellten wir ,,Popcorn‘‘-Co-
polymerisate™ aus Styrol und 5'-tritylierten Desoxynucleo-
sid-3’-p-vinylbenzoaten (1) her [Verhiltnis (1):Styrol =
Nucleosidbeladung des Trégermaterials = 0.09 mmol/g
(2a) und 0.02 mmol/g (2b)] (Schema 1).

Mit dem Trager wurde ein Kettenverlingerungsschritt
durchgefiihrt, bei dem 1. mit Saure die 5'-OH-Schutz-
gruppe entfernt, 2. mit 5'-0-(4,4'-Dimethoxytrityl)thymi-
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