
Tetrahedron Letters No. 31, pp 2705 - 2708, 1974. Pergamon Press. Printed in Great Britain. 

NEUE POLYMER-SCHUTZGRUPPE IN DER OLIGONUCLEOTIDSYNTHESE, 

2-HYDROXYATHYLPHENYLTHIOATHER VON POLYATHYLENGLYKOL. 

F. Brandstetter, H. Schott, E. Bayer + 

Lehrstuhl fiir Organische Chemie der Universitlt Tiibingen 

D 74 Tiibingen 1, Auf der Morgenstelle 

(Received in Germany 8 June 1974; received in UK for publication 24 June 1974) 

Nach der von uns entwickelten liquid-phase-Synthese von Oligonucleotiden 

wird das 5'-Phosphatende einer aufzubauenden Nukleotidkette mit l&lichen 

polymeren Schutzgruppen substituiert und anschlie8end schrittweise am 3'- 

Ende zum definierten Oligonucleotid verllngert 1,2,3) . Die Synthese kann 

entweder nach dem von Khorana ausgearbeiteten Verfahren oder nach der Tri- 

estermethode erfolgen. Ein wesentlicher Vorteil bei der Verwendung polymerer 

Schutzgruppen liegt in der bedeutend schnelleren und einfacheren Isolierung 

der erwiinschten Kondensationsprodukte. Gleichzeitig lassen sich die im tfber- 

schuss eingesetzten Nucleotidblocke fast quantitativ in reiner Form zuriick- 

gewinnen. 
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Wir haben gefunden, daB die 5'-Phosphatgruppe von Nukleotiden mit dem 

2-Hydroxyathylphenylthioather von Polyathylenglykolen (PAG) geschiitzt wer- 

den kann. Ein wesentlicher Vorteil dieser neuen Schutzgruppe liegt darin, 

da0 man sie unter Bedingungen abspalten kann, unter denen Schutzgruppen der 

4) Nukleobasen stabil sind . Die Synthese erfolgt nach folgendem Reaktions- 

schema: 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

p-Aminophenyl-2-acetylZthylthiotither (I): 

H2N-C6H4-SH + Cl-C2H4-0 AC 
CH30Na, CH30H 

H2N-C6H4-S-C2H4-0 AC (I) 

Diisocyanat von Polyathylenglykol PtiG(NCOj2 (II) : 

PIG + 2 0CN(CH2)SNC0 
Benzol/Pyridin PtiG(NCOj2 (II) 

Addition von PAG(NC0j2 an (I): 

(1) + (11) 
Benzol/Pyridin PfiG(-NH-C6H4-S-C2H4-0 AC)* 

1 n NaOH 

Pyridin/Wasser 
P#G(-NH-C6H4-S-C2H4-OH)2 (III) 

Verkniipfung des Nucleotids dpT(Ac) an (III) : 

(III) + 2 dpT(Ac) 
TPS 

C P#G(-NH-C6H4-S-C2H4-pT(A~))2 (IV) 
‘Pyridin 

Abspaltung der Schutzgruppe von dpT(Ac) : 

NCS 
PiiG(-NH-C,H4-S-C2H4-pT(A~))2 

0,l m Phosphatpuffer (pH 7,4) 

P#G(-NH-C6H4-S02-C2H4 pT(Ac)j2 
1 n NaOH 

PriG(-NH-C6H4-S02-C2H3)2 + 2 dpT 
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Die Darstellung der polymeren Schutzgruppe, ihre Verkntipfung mit 

dem Nukleotia una die Abspaltung des Nukleotids geschieht nach folgenden 

Vorschriften: (I) - 12,s g (0,l Mel) p-Mercaptoanilin werden in 60 ml 

absol. Methanol gel&t und unter Kiihlen und Riihren mit 5,4 g (0,l Mel) 

Natriummethylat versetzt. Zu der Ltisung gibt man 18,3 g (0,15 Mel) %-Chlor- 

sthylacetat una l&iDt 12 Stan. bei Raumtemperatur stehen. AnschlieBend wird 

das Methanol im Vakuum bei 40° C abgezogen und der Riickstand destilliert. 

Sap. 202: C; Ausbeute 15,3 g (72 %). Eine weitere Reinigung erfolgt an 

Kieselgel-Sgule in Benzol/Methanol (95/S v/v). Rf 0,47 (in Benzol/Methanol 

95/S v/v) Kieselgelplatte. 

Diisocyanat von PolyZthylenglykol (P#G-NC0j2 (II) 4). Eine Lbsung 

von 30 g (5 mMo1) PtiG (MG 8 6.000), 8,6 ml (50 mMo1) Hexamethylendiiso- 

cyanat und 2 ml Pyridin in 200 ml Benz01 wird 4 Stan. unter RiickfluS gekocht. 

Nach dem Abkiihlenlassen f;illt man mit PetroXther (30 - SO0 C) aus, saugt 

ab, wlscht mit tither nach und fallt aus Benz01 mit Petrolgther um. AUS- 

beute: ti 28 g (90 %). 

Reaktion von (I) mit (II). 15 g (2,5 mMo1) P#G-(NCO)2 (MGQ, 6.000) 

und 2,1 g (10 mMo1) p-Aminophenyl-2-acetylZthylthio8ther werden in 100 ml 

Benz01 und 1 ml Pyridin 5 Stan. unter RiickfluB gekocht. Nach dem Ausflllen 

mit tithanol wird die Acetylgruppe mit 1 n NaOH in Wasser/Pyridin verseift. 

Ausbeute: 14,4 g (,ti90 %). 

Derivatisierung von dpT (AC) mit (III). 2,2 g (5 mM01) dpT (AC) 

werden in Pyridin mit 4,5 g (15 mMo1) Triisopropylbenzolsulfondiurechlorid 

vorbehandelt. Dazu gibt man eine Ltjsung von 7,s g (I,25 mMo1) der Polymer- 

schutzgruppe (III) in Pyridin. Nach 10 Stan. wird in tither ausgefgllt, 

dekantiert, in Petrolxther suspendiert und abfiltriert. Der in Wasser ge- 

lijste Riickstand wird an einer DEAE-Cellulose-Sgule (60 cm/3 cm) aufge- 

trennt. Ausbeute: 8,7 g (.a 90 %). 
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Abspaltung der polymeren Phosphatschutsgruppe von dpT (AC). 

3 g (0,8 mMo1) des Produktes (IV) werden in 20 ml 0,l m Phosphatpuffer 

(pH 7,4) 10 Min. bei Raumtemperatur mit 266 mg N-Chlorsuccinimid (NCS) 

behandelt. Nach dem Abkiihlenlassen auf O" C versetzt man mit 20 ml 2 n 

NaOH. Hierbei wird der Thiolther sum Sulfon oxidiert 5,6) . Nach 5 Min. 

wird mit Dowex 50 x 8 (H+-Form) neutralisiert. Man filtriert ab, wzscht 

mit Wasser nach und trennt die Produkte an DEAE-Cellulose auf. Zunlchst 

eluiert man mit Wasser die nicht absorbierten Produkte, wlhrend im linearen 

TEAB-Puffer-Gradienten absorbierte Nukleotide eluiert werden. 
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