J. prakt. Chem. 340 (1998) 581 — 583

Das Reagenz - The Reagent

Journal fiir praktische Chemie
Chemiker-Zeitung
© WILEY-VCH Verlag GmbH 1998

O-(1-Benzotriazolyl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU)
und O-(7-Aza-1-benzotriazolyl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
(HATU) - zwei moderne Kupplungsreagenzien zur Peptidsynthese

A. Speicher, T. Klaus und T. Eicher

Saarbriicken, Universitit des Saarlandes, Fachrichtung Organische Chemie

Eingegangen am 7. Mai 1998

0-(1-Benzotriazolyl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium Hexafluorophosphate (HBTU) und O-(7-Aza-1-
benzotriazolyl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium Hexafluorophosphate (HATU) — Two Modern Peptide

Coupling Reagents

Die Peptidsynthese unter Kupplung von Aminosiure-Baustei-
nen ist eine fundamentale Reaktion bei der Synthese von Na-
tur- und Wirkstoffen [1]. Das klassische Prinzip dieser Syn-
these sieht vor, daB alle nicht zur Kupplung vorgesehenen
Carboxyl- und Aminogruppen der Aminoséure- oder Peptid-
bausteine in geschiitzer Form vorliegen und somit die chemo-
selektive Kupplung einer “freien” Aminogruppe mit einer (ak-
tivierten) Carbonséure-Funktion erfolgen kann.
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Schema 1 Aligemeines Schema zur gezielten Synthese eines
Dipeptids (SG = Schutzgruppe)

Zur Schutzgruppen-Technik, Carboxyl-Aktivierung und
Kupplung zur Peptid-Bindung stehen zahlreiche Reaktions-
prinzipien zur Verfiigung. Zur Aktivierung der Carbonséure-
Funktion kénnen Aktivester hergestellt werden, oder die Ak-
tivierung erfolgt in situ bei der Kupplungsreaktion [2]. Das
zur Zeit wohl am meisten verwendete Kupplungsadditiv ist 1-
Hydroxybenzotriazol (HOBt) 1 [3], das in Kombination mit
einem Carbodiimid (z.B. Dicyclohexylcarbodiimid, DCC)
verwendet werden kann und aus dem auch “stand-alone” Rea-
genzien wie 1-Benzotriazolyloxy-tris(dimethylamino)phos-
phoniumhexafluorophosphat (BOP) 2 [4] oder O-(1-Ben-
zotriazolyl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorophos-
phat (HBTU) 3 [5] entwickelt wurden.
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Schema 2 Von HOBt 1 abgeleitete Kupplungsreagenzien

Diese hochreaktiven und leicht zu handhabenden Reagen-
zien erlauben effiziente Kupplungsreaktionen mit hoher chi-
raler Integritit und ohne nennenswerte Nebenreaktionen; sie
sind daher auch fiir die automatisierte Festphasen-Peptidsyn-
these bestens geeignet. HBTU wird {iber das aus Tetrame-
thylharnstoff (TMU) und Oxalylchlorid zugéingliche Tetrame-
thyluroniumchlorid (TMU-CI) 4 dargestellt [5] (Schema 3).
Die Aktivierung der Carbonsiure erfolgt primar durch Bil-
dung eines Acyluroniumsalzes 5. Bei der Acylierung des
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Amins, die sowohl iiber 5, als auch iiber einen Reaktivester
8a (sieche Schema 4) erfolgen kann, werden TMU und HOBt
zuriickgebildet. Im Gegensatz dazu bedingen Herstellung und
Verwendung von BOP 2 den Umgang mit dem stark toxischen
Hexamethylphosphorséuretriamid (HMPT).
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Schema 3 Herstellung von HBTU 3 und Mechanismus der
Peptidkupplung

In Arbeiten von Carpino konnte gezeigt werden, da das zu
1 analoge 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAL) 6 beziiglich
Reaktivitidt und Racemisierungs-Vermeidung ein noch effek-
tiveres Kupplungs-Additiv darstellt. Die gleiche Beobachtung
trifft auf das davon abgeleitete, zu HBTU 3 analoge Reagenz
0-(7-Aza-1-benzotriazolyl)-N,N,N'N'-tetramethyluroniumhe-
xafluorophosphat (HATU) 7 zu [6]. Als Ursache nimmt man
eine unterschiedliche Bildungstendenz und Reaktivitit der
Reaktivester 8a/b an. In der aza-analogen Struktur 9 kann das
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Schema 4 HATU 7 als gegeniiber HBTU 3 verbessertes
Kupplungsreagenz

zu kuppelnde Amin offenbar besser fixiert werden (Schema
4). Die Uberlegenheit von HATU 7 bei der Peptidsynthese,
insbesondere an fester Phase und unter Einbeziehung sterisch
gehinderter Aminoséuren, konnte eindrucksvoll gezeigt wer-
den [7]. .

In unserer Arbeitsgruppe konnten wir unter Verwendung
von HBTU 3 bei dem vom Pentapeptid 10 ausgehenden Cy-
clisierungsschritt zur Synthese des Mistel-Inhaltsstoffes Vis-
cumamid 11 [8] die Ausbeute gegeniiber der bekannten Syn-
these [9] entscheidend von 6,5% auf 61% verbessern (Sche-
ma 5).
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Schema 5 Cyclisierungsschritt bei der Darstellung von Vis-
cumamid 11

Gleich fiir mehrere Stufen eingesetzt wurde HATU 7 bei
der Synthese des Heptapeptids Microcystin-LA, einem Serin-
Threonin Phosphatase-Inhibitor {10]. So verlief die Kupp-
lungsrektion zwischen den Bausteinen 12 (Boc-Adda) und dem
Hexapeptid 13 im System HATU/Collidin/DMF [11-13] in
iiberzeugender Ausbeute und ohne Epimerisierung zur Cycli-
sierungsvorstufe 14 (Schema 6).
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Schema 6 Kupplungsschritt zur Synthese von Microcystin-
LA

HATU 7 wurde kiirzlich auch beim Makrolactamisierungs-
schritt (15—16) der Synthese eines zum Antitumor-Antibio-
ticum A83586 epimeren Cyclopeptids erfolgreich eingesetzt
[14] (Schema 7).



A. Speicher u.a., Zwei moderne Kupplungsreagenzien zur Peptidsynthese 583

z 7
éj\?\* o

BnO
e, N HATU 7 W

K [e] (o] ¢] N-Ethylimorpholin

Me © CHZCIZ

07 N” /

.

Me OH oen
CF,cO0®
2—N~ e} Z—N/ (e}
'5 16

o HN  Toen o %
Schema7 Macrolactamisierungsschritt bei der Synthese von
4-Epi-A83586C

Die bisher vorliegenden Erfahrungen mit den Reagenzien
HBTU 3 und HATU 7 lassen in Zukunft weitere interessante
Anwendungen in der Peptidsynthese erwarten. Auch an der
Entwicklung weiterer neuer Kupplungsreagenzien besteht nach
wie vor Bedarf, wie die Verwendung von O-Pentafluorphe-
nyluroniumsalzen zeigt [15, 16].

Typische experimentelle Durchfiihrung

1) Darstellung von Viscumamid 11 aus 10 unter Verwendung
von HBTU 3

3,70 g (5,15 mmol) Z-Leu-Ile-Leu-Ile-Leu-OH (10) [9] wer-
den in 10 ml Eisessig geltst und mit 10 ml 33proz. Bromwas-
serstoff in Eisessig versetzt. Man riihrt 2 h bei Raumtempera-
tur, versetzt mit 300 mln-Hexan und 100 ml Diethylether und
belidBt iiber Nacht bei—18 °C. Man dekantiert ab und versetzt
die olige Phase erneut mit 150 m] n-Hexan, worauf diese im
Verlauf von Stunden oder wenigen Tagen durchkristallisiert.
Man saugt ab und trocknet i. Vak. iiber NaOH. Ausb. 3,38 g
(99%).

2,00 g (3,00 mmol) des Hydrobromids und 2,48 g (6,00 mmol)
HBTU 3 werden in 300 m] wasserfreiem DMF gelGst, mit
0,83 ml (6,00 mmol) Triethylamin versetzt und 24 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Das Solvens wird i. Vak. entfernt, der
Riickstand mit Ethylacetat versetzt, abgesaugt und mit reich-
lich Ethylacetat gewaschen. Der so erhaltene Feststoff wird
nach 1 h Rithren in Acetonitril erneut abgesaugt und getrock-
net. Ausb. 1,09 g (64%).

(2) Kupplung von12 und 13 unter Verwendung von HATU 7
[10]

Zu 94 mg (0,11 mmol) des Hexapeptids 13 und 41 mg (0,11
mmol) Boc-Adda 12 in 0,5 ml DMF gibt man 33 mg (0,27
mmol) Collidin und versetzt unter Eiskiihlung mit41 mg (0,11

mmol) HATU 7. Die Losung rithrt man 1 hbei 0 °Cund 14 h
bei Raumtemperatur, gibt 1 ml gesittigte NaHCO;-Losung
hinzu, riithrt weitere 10 min und verteilt zwischen Diethyl-
ether und Wasser. Die wiBrige Phase wird noch zweimal mit
Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
mit ges. NaCl-Losung gewaschen und itber MgSO, getrock-
net. Man engt ein und reinigt den Riickstand durch Séulen-
chromatographie (Kieselgel/EtOAc — 2-Propanol-EtOAc
1:10). Ausb. 74 mg (79%).
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