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Fl'Jr das Kupplungsreagens HATU (und
auch fir das verwandte HBTU) wurde
lange Zeit die hier abgebildete Struk-
tur eines Uroniumsalzes (O-Form)
angenommen, bis durch Rént-
genstrukturanalysen gezeigt

wurde, dass diese Reagen-

tien tatséchlich Guanidi-

niumsalze (N-Form)
sind. 1)Kokl c

2) [(Me2N)CCII"

[(Me2N),CCITf

Die O-Form beider
Reagentien ist aber

NEt;

dennoch erhéltlich, NEt3

wenn das Ubliche Syn-

theseverfahren durch ra-

sche Aufarbeitung und

striktes Vermeiden tertiarer

Amine modifiziert wird. Die
Bedeutung dieser Entdeckung
liegt darin, dass die O-lsomere,
O-HBTU und O-HATU, effizientere
Kupplungsreagentien sind als

die N-Isomere.

Mehr lber
diese Iso-
merie und
Anwendungen
der neuen
Reagentien
erfahren Sie
auf den
folgenden
Seiten,
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Kupplungsreagentien vom Uronium-/
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Phosphoniumsalzel 2l (BOP, PyBOP etc.) und Guanidi-
niumsalzel® (HBTU, HATU etc.) gehoren gegenwirtig zu den
am hédufigsten verwendeten Kupplungsreagentien in der
Peptidsynthese. Als HBTU 1978 erstmals beschrieben wurde,
hat man fiir die Verbindung, wahrscheinlich in Analogie zu
den bereits bekannten Phosphoniumsalzen, die Struktur eines
Uroniumsalzes formuliert (1a). Wir haben 1993 die gleiche
Synthesemethode auf die Herstellung von HATU angewen-
det™ und der Verbindung eine analoge Struktur zugeordnet
(1b), obwohl die in beiden Publikationen!® 4 beschriebenen
'H-NMR-Daten, die nach dem damaligen Wissensstand
ausgewertet wurden,l auch andere Moglichkeiten zugelassen
hitten. Ein Jahr spéter ergaben Rontgenstrukturanalysen
sowie NMR- und Festkorper-NMR-spektroskopische Unter-
suchungen, dass sowohl im kristallinen Zustand(® als auch in
Losung(®#! die wahren Strukturen, in Ubereinstimmung mit
den erwarteten thermodynamischen Stabilitdten,”) nicht den
Uroniumisomeren 1, sondern den Guanidiniumisomeren 2
entsprechen.
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Durch die Verwendung von KOBt!'l und KOAt!"3] anstelle
von HOBt und HOAt sowie eine schnelle Aufarbeitung der
Reaktionsmischung ist es uns nun gelungen, diese Verbin-
dungen in ihrer urspriinglich postulierten Uroniumform
herzustellen. Dieses Ergebnis ist von besonderem Interesse,
weil die neuen Uroniumsalze reaktiver als ihre Guanidinium-
isomere sind. Zwar wurde das Vorliegen der Uroniumform
zunéchst durch Untersuchungen an einem Methyl-substituier-
ten, von 4-Me-HOALt abgeleiteten HATU-Derivat®®l nachge-
wiesen, bei dem der Methyl-Substituent die Stabilitdt der
N-Form durch sterische Wechselwirkung beeintréchtigt, doch
ist diese Substitution fiir die Isolierung der Uroniumform
nicht erforderlich, wenn die leichte Isomerisierung der O- in
die N-Form durch organische Basen wie Triethylamin ver-
hindert wird. Dieser Prozess kann durch IR-Messungen (siche
unten) leicht verfolgt werden. Die umgekehrte Umlagerung
ist nicht beobachtet worden. Durch Rontgenstrukturanaly-
sel'¥ konnte schlieBlich bestitigt werden, dass sowohl HBTU
als auch HATU in der O-Form vorliegen, wenn sie mit den
Kaliumsalzen von HOBt und HOAt hergestellt werden
(Abbildung 1).

Abbildung 1. Molekiilstruktur von 1b.

Nach der erfolgreichen Synthese mehrerer Uroniumver-
bindungen und Strukturbestédtigung durch Rontgenstruktur-
analyse konnten wir charakteristische spektroskopische Ei-
genschaften ableiten, die nun eine einfache Strukturzuord-
nung auf der Basis von IR-, 'H- und BC-NMR-Spektren
ermoglichen (Tabelle 1). Die IR-Spektren von Salzen, die sich
von Tetramethylharnstoff ableiten, zeigen charakteristische
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Tabelle 1. IR-, 'H-NMR- und *C-NMR-Daten der N- und O-HXTU-Spezies."]

Guanidinium-Typ

IR [cm '] 'H-NMR! BC-NMRU
N-HATU 1668.9 3.02s, 3.37s 151.9
N-4-Me-HATU 1670.4 3.02s, 3.48s 150.1
N-4-CI-HBTU 1675.6 3.00s, 3.44s 1493
N-HBTU 1664.4 3.02s, 3.37s 152.7

[a] Die IR-Messungen erfolgten in CH;CN, die NMR-Messungen in CD;CN. [b] Methylprotonen. [c] Kationisches Kohlenstoffatom.

Banden bei 1709-1711 cm™! fiir O-Isomere und bei 1664 —
1675 cm™' fiir N-Isomere. Die O-Derivate zeigen im 'H-
NMR-Spektrum ein Singulett fiir die zwolf Protonen der
Dimethylaminogruppen bei 6 = 3.24, wihrend die N-Isomere
zwei Singuletts fiir je sechs Protonen bei 6=3.0 und 3.4
aufweisen. Genau diese Unterschiede in den "H-NMR-Spektren
sind zu erwarten, wenn man die Effekte einer eingeschréank-
ten Rotation in dhnlichen SystemenP! beriicksichtigt.

Wie erwartet (C-O- oder C-N- Bindungsspaltung) erfolgt
die Aktivierung von Aminosédurederivaten durch die authen-
tischen Uroniumsalze schneller als durch die isomeren
Guanidinium-Spezies, vorausgesetzt, eine schnelle vorherige
O —N-Umlagerung wird durch Wahl der Reaktionsbedin-
gungen verhindert. So erfolgt die Umwandlung von Z-Aib-
OH in Z-Aib-OAt mit O-HATU in Gegenwart von einem
Aquivalent Collidin mit einer Halbwertszeit von weniger als
2 min, wihrend fiir N-HATU unter identischen Bedingungen
t,, etwa 7 min betrdgt. Fir HBTU wurden ¢,,-Werte von mehr
als 1 h sowohl fiir das O- (40 % OBt-Ester nach 1 h) als auch
fiir das N-Isomer (29 % OBt-Ester nach 1 h) bestimmt. Diese
Unterschiede spiegeln sich auch beim Aufbau von Peptiden
wider, z. B. bei der Synthese des Modelldecapeptids ACP nach
dem so genannten ,,1.5 x 1.5*-Verfahren.') Hierbei werden
bei Verwendung 1.5-molarer Uberschiisse an Aminosiurede-
rivat bereits nach 1.5 min Umsatzraten bestimmt, um Defizite
von Kupplungsreagentien deutlicher aufdecken zu konnen.
Die manuelle Festphasensynthese lieferte bei Aktivierung mit
N-HATU 66.4% und bei Verwendung von O-HATU 81.2 %
des Zielpeptids im Rohprodukt.

Bei der Aktivierung und Kupplung von Peptidsegmenten
bestimmt das Kupplungsreagens neben der Kupplungsaus-
beute auch den Grad der Epimerisierung. Die besten
Ergebnisse wurden hier bei Aktivierungen in Gegenwart
der Base TMP erzielt. So betrdgt bei der [2+1]-Kupplung
unter Bildung von Z-Phe-Val-Pro-NH,,['"! einer gut unter-
suchten Modellkupplung, die Epimerisierung in DMF bei
Verwendung von TMP/DIEA (1:1) fiir O-HATU und N-HA-
TU 3.4 bzw. 5.9%, fiir O- und N-HBTU 10.3 bzw. 20.6%.
Wird dagegen ausschlieBlich DIEA verwendet, das eine
schnelle Isomerisierung der O- in die N-Form bewirkt, so
werden sowohl mit O-HATU als auch mit N-HATU 10%
Epimerisierung beobachtet.

Unsere Ergebnisse zur Existenz von stabilen O- und
N-Formen der Uronium-/Guanidiniumsalze erinnert an die
Formulierung von Strukturen fiir O- und N-Acylisomere (3
bzw. 4), die wiahrend der Aktivierung einer Séure in Gegen-
wart von HOXt und einem Carbodiimid oder mittels HXTU
in Gegenwart einer Base gebildet werden. Diese aktivierten
Spezies werden seit der klassischen Arbeit von Konig und
Geiger!™®l zum Nutzen von HOBt als Additiv bei Kupplungs-
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reaktionen als die wichtigsten Intermedidrprodukte bei
Peptidkupplungen in Gegenwart von HOXt betrachtet. Ur-
spriinglich wurde neben der O-Form 3a und der N-Form 4a
noch eine zweite N-Acyl-Spezies Sa postuliert. Wahrend
Beispiele fiir die Existenz von 3 und 4 in unterschiedlichen
Systemen gefunden und durch Rontgenstrukturanalysen be-
stiatigt werden konnten, [ fehlen fiir die Bildung der Struktur
5 eindeutige Beweise.

Durch IR-Untersuchungen des Aktivierungsprozesses
konnten wir zeigen, dass die O-Form 3 sehr schnell gebildet
wird und nachfolgend, in Abhingigkeit vom System und/oder
dem Losungsmittel, mehr oder weniger schnell zur N-Form
isomerisiert. Da die anfangs gebildete O-Form reaktiver ist,?]
konnte dies erkliren, warum Peptidsynthesen effektiver
verlaufen, wenn die Voraktivierung kurz gewéhlt wird (,,low
preactivation®). Beispiele hierfiir sind die Festphasensynthese
der Jung-Redemann-Decapeptidsequenz®! mit N-HATU
(51.4% Ausbeute bei 30 s Voraktivierung, 30.7% bei 7 min
Voraktivierung) und der Aufbau einer ACP-Sequenz!'® mit
N-TBTU (60.2% bei 30 s Voraktivierung, 34.1 % nach 7 min,
siche ,,Hintergrundinformationen®).

Wie sich die hier diskutierten Spezies 1 und 2 auf die
Bildung von 3 und 4 auswirken, kann detailliert untersucht
werden, da fiir einfache Aminosidurederivate wie Fmoc-Val-
OH™! die O- und N-Acylderivate 3a und 4a mittels HPLC
separat bestimmt werden konnen. So liefert die Umsetzung
von Fmoc-Val-OH mit O-HBTU in DMF in Gegenwart von
1 Aquiv. DIEA innerhalb von 2 min 99.5% der O-Spezies 3
und 0.5% N-Acylderivat 4; nach 15 min betrédgt das Verhilt-
nis 88:12. Bei Verwendung von N-HBTU betrigt dagegen das
O/N-Verhiltnis nach 2 min bereits 87.9:12.1, was auf einen
klaren Einfluss der Struktur des Kupplungsreagens auf die
Struktur der anfinglich gebildeten aktivierten Spezies hin-
weist. Da der iiberwiegende Teil einer Acylierungsreaktion in
den ersten Minuten der Reaktionszeit ablduft, kann mit den
erzielten Ergebnissen — sofern ihre allgemeine Giiltigkeit
gezeigt werden kann — die hohere Effektivitdt der Uronium-
salze und einer kurzen Voraktivierungszeit erkliart wer-
den'[23, 24]
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Ein besonders klarer Hinweis auf die erhohte Reaktivitit
der O-Verbindungen konnte aus Studien zur Peptidcyclisie-
rung abgeleitet werden (Tabelle 2). Bei Verwendung von
N-HBTU haben nach 15s 91 % des linearen Peptids noch
nicht reagiert, wiahrend mit O-HBTU bereits mehr als 50 %
umgesetzt waren. Die Cyclisierung mit N-HBTU liefert das
monomere all-L-Cyclopeptid mit einer etwas hoheren Aus-
beute als bei Verwendung des O-Isomers, und gegeniiber der
Segmentkondensation verursacht die O-Form eine deutlich
hohere Epimerisierung. Die Griinde fiir diese Unterschiede
sind nicht klar, wenngleich dhnliche Effekte auch bei anderen
Vergleichen von Cyclisierungsreaktionen und normalen Seg-
mentkupplungen beobachtet worden sind,”! méglicherweise
verursacht durch ein veridndertes Ausmal3 der beide Reak-
tionen begleitenden Oxazolonbildung.

Tabelle 2. Cyclisierung von H-Ala-Ala-Ala-BnAla-Ala-Ala-OH unter Verwen-
dung der O- und N-Isomere von HBTU und HATU (Ausbeuten in % ).12)

O-HBTU N-HBTU O-HATU N-HATU

lineares all-L-Peptid® 11.6(48.4)1 " 9.0(91.2)1 = 7.5Q7.7)  0(45)Ll
all-L-Cyclomonomer 31.4(18.4) 37.6(3.0) 56.3(46.5) 68.4(32.0)
epimeres Cyclomonomer | 7.5 42 41 <4

[a] 10-3M in DMF, 1.1 Aquiv. Kupplungsreagens, 2 Aquiv TMP + 1 Aquiv. DIEA,
HPLC-Analyse nach 60 min. [b] Enthilt moglicherweise epimerisiertes lineares
Peptid. [c] In Klammern: HPLC-Werte nach 15s.

Verwendete Abkiirzungen

Aib: a-Aminoisobuttersiure, ACP: Acyl-Carrier-Protein-Decapeptid,
BOP: Benzotriazol-1-yl-N-oxy-tris(dimethylamino)phosphonium-hexa-
fluorophosphat, DIEA: N,N-Diisopropylethylamin, HAPyU: 1-(1-Pyrro-
lidinyl-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinylmethylen)pyrrolidinium-hexafluo-
rophosphat-3-oxid, N-HATU: 1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-
triazolo-[4,5-b]pyridinium-hexafluorophosphat-3-oxid, O-HATU: N-[ (1H-
1,2,3-Triazolo[4,5-b]pyridin-1-yloxy)(dimethylamino)methylen]-N-methyl-
methanaminium-hexafluorophosphat, N-HBTU: 1-[Bis(dimethylamino)-
methylen]-1H-benzotriazolium-hexafluorophosphat-3-oxid, O-HBTU: N-
[ (1H-Benzotriazol-1-yloxy)(dimethylamino)methylen]-N-methylmethana-
minium-hexafluorophosphat, ~ HOAt:  7-Aza-1-hydroxybenzotriazol,
HOBt: 1-Hydroxybenzotriazol, PyBOP: Benzotriazol-1-yl-N-oxytris(pyr-
rolidino)phosphonium-hexafluorophosphat, TBTU: Tetrafluoroborat-
Analogon von HBTU, TMP: 24.6-Trimethylpyridin (Collidin), Z: Ben-
zyloxycarbonyl.
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langsam (>1h). In Gegenwart von je 1 Aquiv. DIEA und HOBt
erfolgt dagegen vollstindige OBt-Esterbildung innerhalb von 30s,
und auch danach éndert sich das Oxazolon/OBt-Ester-Verhiltnis
kaum. Im Falle der Aktivierung von Fmoc-Aib-OH mit N-HATU ist
sowohl die Bildung von Oxazolon (1690, 1829 cm™!) als auch von O-
(1819 cm™!) und N-Acyl-Spezies (1722 cm™') nachweisbar. Nach 5-
6 min ist das Oxazolon umgesetzt, und das O-Acylderivat hat sich in
das N-Acyl-Isomer umgewandelt, sodass die 3N-Form zur vorherr-
schenden Spezies wird. Der Verlust der stereochemischen Integritét
bei Segmentkupplungen in Gegenwart einer Base wird mit dem
Ausmal der Oxazolonbildung in Beziehung gebracht. Es konnten
aber auch andere Zwischenprodukte der Bildung der OXt-Ester
vorgelagert sein. Ein mogliches Zwischenprodukt konnte das iiber
das tetraedrische Intermediat B gebildete O-Acyluronium-Kation C

O/INXt
O- oder N- ®
RCO® ixTU - RCOOC(NMez); — RCOOC(NMez), — RCOO/NXt
A B C D

sein. Von mehreren sterisch gehinderten Sduren (Mesitylsdure,
Pivalinsdure) konnten O-Acyluroniumsalze isoliert und identifiziert
werden. Im Falle der Mesitylsdure-Derivate erwies sich diese Spezies
als reaktiver als der entsprechende OAt-Ester. Kenntnisse zur
moglichen Bildung von C und seiner Umwandlung in Aktivester
oder seiner direkten Teilnahme am Reaktionsprozess konnten hilf-
reich sein, die Unterschiede in der Reaktivitit von N-HATU und
N-HAPyU oder zwischen N-HATU und N-HBTU zu erklédren. Die
Lebensdauer von Zwischenprodukten wie C in Gegenwart von
Nucleophilen wie OXt() ist duBerst gering und eine direkte Ein-
beziehung in den Aktivierungsprozess bisher nicht nachgewiesen.
Eine Reaktion unter Beteiligung von C wire am wahrscheinlichsten,
wenn keine oder eine sehr kurze Voraktivierung erfolgt, also unter
Bedingungen, die sich im Allgemeinen vorteilhaft auf den schrittwei-
sen Aufbau von Peptiden und auf die Erhaltung der stereochemischen
Integritét bei Segmentkupplungen auswirken.

[25] J. Klose, M. Bienert, C. Mollenkopf, D. Wehle, C. Zhang, L. A.
Carpino, P. Henklein, Chem. Commun. 1999, 1847.
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Kapillarelektrophoretische Analyse von DNA -
Addukten als Biomarker der Kanzerogenese**

Oliver Johannes Schmitz,*
Christian Christoph Theophil Worth, Dirk Stach und
Manfred WieBller

Kovalente Modifikationen der DNA, DNA-Addukte, die
durch reaktive Substanzen exogenen oder endogenen Ur-
sprungs gebildet werden, zéhlen zu den frithesten Ereignissen
in der Krebsentstehung. Die Bildung dieser DNA-Addukte
stellt einen kritischen und detektierbaren Schritt in der
Kanzerogenese dar. Aus diesem Grund konnen DNA-Ad-
dukte als frithe Biomarker genutzt werden.

Um die pathologische Signifikanz der DNA-Addukte bei
Krankheiten wie Krebs zu ermitteln, ist es notwendig,
Analysemethoden zu entwickeln, die einen hohen Proben-
durchsatz sowie eine simultane Detektion verschiedener
DNA-Adduktklassen gewdhrleisten. In der EPIC-Studie
(European Prospective Investigation into Cancer and Nutri-
tion) wurden z.B. 470000 Personen aus neun europiischen
Léndern tber ihre Erndhrung und Lebensgewohnheiten
befragt.l! Fiir zukiinftige Analysen von Biomarkern, z.B.
DNA-Addukten,? wurden auch Blutproben entnommen. Die
sehr empfindliche **P-Postlabelling-Methodel®! wird bei sol-
chen Studien wegen ihrer verschiedenen Nachteile wie der
fehlenden Automatisierungsmoglichkeit, dem notwendigen
starken -Strahler 2P und der Tatsache, dass unterschiedliche
DNA-Adduktklassen nicht simultan detektiert werden kon-
nen, vermieden. Zur Bestimmung von DNA-Addukten mit
LC-MS werden ungefihr 300 yg DNA benétigt.*! Obwohl
diese Methode sehr hilfreich fiir die Charakterisierung un-
bekannter DNA-Addukte ist, kann sie in der Routineanalytik
nicht eingesetzt werden. Die benétigten groen DNA-Men-
gen stehen meistens nicht zur Verfiigung und verteuern
dariiber hinaus die DNA-Hydrolyse erheblich. Auf3erdem
konnen nur dhnliche DNA-Addukte in einem Analysenlauf
getrennt werden. Aus diesen Griinden wird eine neue
analytische Methode mit einem hohen Probendurchsatz
bendétigt, die bei nur 10 pg DNA eine simultane Bestimmung
unterschiedlicher Adduktklassen ermoglicht. Seit 1988 ver-
suchen die Arbeitsgruppen von Sharma und Giese, die
Fluoreszenzderivatisierung von Nucleotiden zu optimieren.l]
Allerdings fiihrte bisher weder die beschriebene Konjugation

[*] Dr. O.J. Schmitz,*) Dr. C. C. T. Worth, D. Stach, Prof. Dr. M. WieBler
Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg
Abteilung Molekulare Toxikologie (Deutschland)
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[**] Wir bedanken uns bei H. Schmeiser, E. Frei und W. V. Turner fiir viele
hilfreiche Diskussionen, bei E. Eder fiir Hex-dGMP, bei W. E. Hull fiir
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