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1 Allgemeiner Tell

1.1 Einleitung

Die Leitstruktursuche stellt den ersten Schritt in der Wirkstoff- und
Arzneimittelforschung dar [B6h96]. Die starke Beschleunigung sowie die
Miniaturisierung der Assaytechnologie auf der einen Seite als auch das bestindige
Anwachsen der Anzahl verfiigbarer biologischer Targets auf der anderen Seite machen es
moglich, viele Substanzen in kurzer Zeit auf bestimmte biologische Wirkungen zu testen.
So sind heute vollautomatische Testsysteme etabliert, die es erlauben im sogenannten
High-Throughput-Screening bis zu 100 000 Verbindungen pro Woche auf ihre bio-
logische Wirkung zu untersuchen.

Neben Naturstoffen und bestehenden Substanzpools der Pharmafirmen werden in
verstirktem MalBe Kollektionen oder Bibliotheken eigens fiir ein bestimmtes
Assaysystem hergestellter Verbindungen eingesetzt. Diese verdnderten
Rahmenbedingungen haben zu neuen Anforderungen an den synthetisch arbeitenden
Chemiker gefiihrt. Stand urspriinglich die Synthese einzelner Verbindungen im
Vordergrund, so sind heute robuste Syntheseprotokolle gefragt, die es verldsslich
ermdglichen, innerhalb kurzer Zeit eine grole Anzahl moglichst diverser — also
elektronisch und strukturell unterschiedlicher — Derivate einer Kernstruktur zu
synthetisieren. Das jeweilige Syntheseprotokoll sollte idealerweise so optimiert worden
sein, dass es unverdndert fiir eine groffe Zahl an Eduktbausteinen iibernommen werden
kann. Diesen Anforderungen wird durch Parallelisierung, Automatisierung von
Reaktionsabldufen sowie durch Kombination von Eduktbausteinen Rechnung getragen.

In der kombinatorischen Chemie werden entweder Bibliotheken als Verbindungs-
gemische hergestellt, oder es werden Sets von Einzelverbindungen in multiplen parallelen
Reaktionsfolgen synthetisiert [Jun99, Jun96]. Die Anzahl der von einem Chemiker
synthetisierbaren Verbindungen wichst hierdurch um ein Vielfaches. Zunichst wurden
kombinatorische Prinzipien in der Synthese von Oligomeren wie Peptiden,
Oligosacchariden und Peptoiden durch repetitive Reaktionsfolgen an fester Phase
verwirklicht [Sch94, Jun92, Bea92]. Das Prinzip der Festphasensynthese (Solid-Phase-
Organic-Synthesis; SPOS) wurde bereits 1963 von Merrifield vorgestellt [Mer63]. Die

iiber Peptide gefundenen Leitstrukturen weisen in der Regel eine Reihe von Nachteilen
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auf: Aufgrund ihrer GroBe und Polaritit ist ihre Bioverfiigbarkeit schlecht. Sie sind zwar
sehr selektiv, aber sie haben nur eine geringe metabolische Stabilitdt. Sie konnen in der
anschliefenden Leitstrukturoptimierung nur in einem zeitaufwiandigen Prozess zum
Arzneistoff abgewandelt werden. In den letzten 10 Jahren wurden deshalb vermehrt
kleine organische Molekiile mit Hilfe kombinatorischer Methoden hergestellt. Diese
sollten nach Kriterien der Medizinischen Chemie ausgewéhlt werden und u.a. der ,,Rule
of Five* gehorchen [Lip97]. Sie verfiigen als ,,drug-like-molecules* iiber eine bessere
Bioverfiigbarkeit und groBere metabolische Stabilitdt. Bedingt durch die Fortschritte in
der organischen Festphasensynthese wird in der jlingsten Zeit auch der Aufbau
kombinatorischer ~ Substanzbibliotheken, die auf komplexen Naturstoffen als
Leitstrukturen basieren, als besonders erfolgversprechend angesehen [Bre(02]. Diese sind
evolutiondr dafiir ausgewdhlt worden, an Proteine zu binden und sollten so noch besser
als ,,Core-Structures* fiir die Suche nach Wirkstoffkandidaten geeignet sein. Bisher
wurde bevorzugt an der festen Phase gearbeitet, jedoch wird in zunehmenden Maf3e auch
kombinatorische Chemie in Losung durchgefiihrt.

Die Nutzung von funktionalisierten Polymeren in der polymerunterstiitzten
kombinatorischen Losungssynthese (Polymer-Assisted-Solution-Phase Synthesis, PASP-
Synthese) fand erstaunlicherweise zunidchst wenig Beachtung, bietet sie doch die
Moglichkeit zur automatisierten parallelen Synthese einer grofSen Anzahl potentieller

Wirkstoffmolekiile in Losung [She01, Ley00, Rad00, Wen99, Fly98, Ake81, Heu77].

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Der erste Teil beschéftigt sich mit der
Entwicklung neuer Synthesewege an fester Phase zur Erzeugung organischer
Substanzbibliotheken basierend auf dem 1H-1,2,3-Triazol Grundgeriist. Der zweite Teil
der Arbeit beschiftigt sich mit der Synthese polymergebundener 1-Alkyl-3-aryltriazene
und die Untersuchung auf ihre Verwendbarkeit als milde Alkylierungsreagenzien in der
polymerunterstiitzten Losungssynthese. Der Fokus lag hierbei auf Carbonsdure-
alkylierungen, Aminosdure- und Peptidderivatisierungen sowie dem Einsatz in der

kombinatorischen PASP-Synthese.
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1.2 Kombinatorische Chemie

1.2.1 Prinzipien der kombinatorischen Chemie

Die Kombinatorik ist ein der Natur entlehntes Prinzip. Die Natur ist durch Kombination
von lediglich 20 Grundbausteinen, den Aminosduren, in der Lage, eine nahezu
unbegrenzte Anzahl von Peptiden und Proteinen aufzubauen. Allein bei der Synthese
eines Pentapeptides sind 20° = 3,2*10° unterschiedliche Kombinationen (= Verbin-
dungen) denkbar.

Ahnlich verhilt es sich in der kombinatorischen Chemie: Anstatt zwei Edukte (A, B) zu
einem einzelnen Produkt umzusetzen, werden hier Gruppen von Eduktbausteinen,
sogenannte ,,building blocks* (A, B,), miteinander kombiniert (Abb. 1). Wird hierbei in
parallelen aber separaten Ansdtzen jeder Eduktbaustein A, einzeln mit jedem
Eduktbaustein B, umgesetzt, fiihrt dies zu Arrays von Einzelverbindungen. Oder es
werden definierte Mischungen der Eduktbausteine miteinander umgesetzt, und man erhilt
(Sub-)Bibliotheken oder Verbindungskollektionen. Auf die verschiedenen Synthese-

konzepte wird in Kapitel 1.2.5 genauer eingegangen.
Klassische Synthese:

A+B-> AB

Kombinatorische Synthese:

An + Bn > AuBn mit:  An = (A, A, As, .y An)
Bn = (B1! BZ! B3! LR Bn)

sowie: AmBn = A1B1, A1Bz, A1B3, veey A1Bn
AZB'h AZle AZB31 ey AZBn
A3B1! A3BZ’ A3B3! .y A3Bn
AmBh AmBZy AmB3, ey AmBn

Abb. 1 Schematischer Vergleich der klassischen und der kombinatorischen Synthese. Erzeugung einer
gro3en Anzahl von Verbindungen durch geeignete Kombination von Eduktbausteinen. A, und B,
bezeichnen die jeweiligen Gruppen von ,building blocks®.
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1.2.2 Festphasenchemie

Das von Merrifield 1963 vorgestellte Prinzip der Festphasensynthese [Mer63] stellt heute
die  wichtigste Methode zur Herstellung von kombinatorisch erzeugten
Substanzbibliotheken dar (Abb. 2) [Zar00, Bun98, Frii96, Tho96, Bal96]. Die anfangs
nur in der Peptidchemie (Solid-Phase-Peptide-Synthesis; SPPS) und Oligo-
nukleotidchemie eingesetzte Methode erfuhr Anfang der 90er Jahre mit der
Veroffentlichung der Festphasensynthese von Benzodiazepin-Bibliotheken durch Bunin
und Ellman eine Renaissance [Bun92]. Seither wird die Festphasensynthese mehr und

mehr in der Synthese nichtoligomerer niedermolekularer Verbindungen eingesetzt.

Polymer-Trager 1. Schritt der Reaktionsfolge

~ tragerfixierter

Buildingblock weitere Schritte der Reaktionsfolge

Llnker

\/n\w -] . .
\f “ Abspanung Verbindungs-
vom Trager . . bibliothek

Bibliothekssynthese an der festen Phase. Das Substrat ist Uber einen Linker an das Polymer
gebunden, was eine spatere Abspaltung erlaubt.

Die Festphasensynthese basiert auf dem Prinzip, dass ein Substrat iiber einen
sogenannten Linker (dt.,,Anker”) an ein polymeres Tragermaterial kovalent gebunden
ist. Die Bindungsstelle zum Substrat ist idealerweise inert gegeniiber den
Reaktionsbedingungen der nachfolgenden Reaktionssequenz, aber labil unter genau
definierten Bedingungen. Dadurch wird die Abspaltung des Produktes vom Polymer zum
gewiinschten Zeitpunkt ermoglicht. Im Gegensatz hierzu sollte die Bindung zwischen
Linkermolekiil und Triagermaterial auch unter den Bedingungen der Abspaltung stabil

sein.
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Im Folgenden werden einige Vorteile der Festphasensynthese gegeniiber der klassischen
Synthese in Losung aufgefiihrt:

Durch Verwendung hoher Reagenzieniiberschiisse konnen Reaktionen beschleunigt und
vollstindige Umsetzungen erreicht werden. Durch einfaches Waschen des Polymers nach
jedem Reaktionsschritt werden {iiberschiissige Reagenzien sowie anfallende 16sliche
Nebenprodukte entfernt. Somit entfallen die in der Losungssynthese iiblichen
aufwindigen Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte, und eine problemlose Auto-
matisierung von Reaktionssequenzen wird ermdglicht. Durch die Immobilisierung der
Substratmolekiile am polymeren Triger kommt zudem das Verdiinnungsprinzip zum
Tragen, sodass bei nicht zu hohen Harzbeladungen keine Interaktionen zwischen
Substrat-Molekiilen und keine Quervernetzungen stattfinden konnen. Letzteres bringt die
Moglichkeit mit sich, symmetrische Molekiile mit zwei gleichen funktionellen Gruppen
einzusetzen, ohne dass eine der funktionellen Gruppen geschiitzt werden muss.

Nachteile der vorgestellten Methode liegen in der Eingeschrianktheit in Bezug auf die
einsetzbaren Reagenzien und Reaktionsbedingungen — bedingt durch die Verwendung
eines Trigers und eines Linkers. Beispiele fiir nicht durchfiihrbare Reaktionen sind
heterogen-katalysierte Reaktionen, Friedel-Crafts-Reaktionen an funktionalisierten
Polystyrol-Harzen sowie Reaktionen bei Temperaturen iiber 150 °C fiir ldngere Zeit. In
der Regel ist die Entwicklung einer Reaktionssequenz an der festen Phase zeitaufwindig,
da die Protokolle aus der Losungssynthese meist nicht unveréndert iibernommen werden
konnen. In den letzten Jahren wurden bestehende Liicken jedoch zunehmend gefiillt,
sodass mittlerweile flir die meisten Probleme Standard-Syntheseprotokolle zur Verfiigung
stehen [Nic02, Per0l, Dol02, Dol01, Dol00, Fra00, Boo98, Her97, Her96].
Einschrinkungen bestehen noch immer bei den Moglichkeiten zur ,,on-bead“-
Reaktionsverfolgung, da viele Routinemethoden aus der Losungssynthese wie die
Diinnschichtchromatographie oder die UV/VIS-Spektroskopie nicht eingesetzt werden

konnen.
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1.2.3 Synthese in Losung

Kombinatorische Synthesen in Losung haben in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung gewonnen [Aus99, Bal00]. Dies liegt einerseits an der Entwicklung neuer
Aufarbeitungs- und Automatisierungstechniken. Auf der anderen Seite spielt die
Entwicklung polymergebundener Reagenzien und Scavenger als Synthesehilfsmittel eine
grof3e Rolle.

Unbestreitbare Vorteile der Losungssynthese gegeniiber der Festphasensynthese sind der
Wegfall zweier Reaktionsschritte, ndmlich der Substratimmobilisierung und der
Produktabspaltung. Zudem muss bei der Wahl der Reaktionsbedingungen keine
Riicksicht auf Stabilitdt und Reaktivitit von Trigermaterial und/oder Linker genommen
werden, der Einsatz teurer funktionalisierter Polymere wird vermieden, und im
Allgemeinen ist ein einfaches Scale-up der Reaktionen in Losung mdoglich. Als groB3ter
Vorteil ist zu nennen, dass Syntheseprotokolle nicht an die speziellen Erfordernisse der
Festphase angepasst werden miissen. Bereits etablierte Reaktionen aus der klassischen
Synthese konnen direkt libernommen werden. Auch die Auswahl an Reagenzien
unterliegt keinen Beschrinkungen. Heterogen-katalysierte Reaktionen sind ebenso
durchfiihrbar wie solche bei Reaktionstemperaturen > 150 °C. SchlieBlich kommen die
Standardmethoden zur Reaktionsverfolgung wie Diinnschichtchromatographie und
UV/VIS-Spektroskopie zum Einsatz.

Nachteile dieser Methode sind unvollstindige Umsetzungsraten bei einzelnen
Reaktionsschritten sowie die Notwendigkeit der Aufarbeitung der Zwischenprodukte
nach jedem Reaktionsschritt (beispielsweise durch Fliissig-Fliissig-Extraktion). Der in der
Festphasensynthese iibliche Einsatz von Reagenzieniiberschiissen ist automatisch mit
einem deutlichen Mehraufwand in der Aufarbeitung verbunden. Fiir die letztgenannten
Probleme bietet die Verwendung polymergebundener Reagenzien eine oft sinvolle
Losung (Kapitel 1.2.4). Von der PASP-Synthese erhofft man sich zudem eine
vereinfachte Automatisierung und Parallelisierung von Reaktionsabldufen, was in der

kombinatorischen Chemie in Losung noch ein Problem darstellt.
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1.2.4 Polymerunterstutzte Losungssynthese (PASP-Synthese)

1.2.4.1

»The use of polymer-supported reagents and scavengers provides an attractive and
practical method for the clean and efficient preparation of novel chemical libraries with

potential application in the pharmaceutical or agrochemical industries” [Ley00].

Diese Aussage ist sicher mit Einschrinkungen zu versehen. Tatsache ist jedoch, dass
polymergebundene Reagenzien eine immer groBere Verbreitung in der Losungssynthese
finden, was sich in den letzten Jahren in einer Flut von Verdffentlichungen neuer
funktionalisierter Polymere fiir die PASP-Synthese niedergeschlagen hat. Die
Einsatzbreite reicht dabei von einzelnen Reaktionsschritten bis hin zu kompletten
Reaktionssequenzen zur stereoselektiven Synthese von Naturstoffen inklusive
Produktisolierung und -aufreinigung. Einen umfassenden Uberblick iiber den Fortschritt
auf diesem Gebiet gibt der eingangs zitierte Ubersichtsartikel von Ley et al., der
allerdings wenig kritische Anmerkungen enthilt. So sind Polymerreagenzien in der Regel

keine preiswerte Alternative.

Prinzip der PASP-Synthese

In der PASP-Synthese dient das Polymer nicht als Ankermaterial fiir den Aufbau
organischer Molekiile. Die Synthese geschieht in Losung und das Substrat ist zu keiner
Zeit dauerhaft an das Polymer gebunden. Das funktionalisierte Polymer kann hierbei als
Reagenz oder als Katalysator verwendet werden. Es kann auBlerdem dazu dienen,
iiberschiissiges Substrat, Nebenprodukte oder das gewiinschte Produkt selektiv aus der
Reaktionsmischung zu entfernen.

Die polymerunterstiitzte Losungssynthese nutzt und verbindet somit die Vorteile der
Fest- und der Fliissigphasenchemie. Die verschiedenen Konzepte der PASP werden in
Kapitel 1.2.4.2 detailliert behandelt.

Die Anbindung aktiver Verbindungen an eine Polymermatrix reduziert deutlich die
Toxizitdt besonders gefihrlicher Verbindungen (z.B. Metallorganyle). Diese sind nicht
mehr fliichtig und auch nicht mehr hautgingig. Fliichtige, feuchtigkeits- oder
oxidationsempfindliche Reagenzien sind in immobilisierter Form leichter zu handhaben.
Reagenzien, die in der klassischen Chemie in Losung nur schwer vom Reaktionsgemisch

abtrennbar sind, lassen sich in ihrer immobilisierten Form nach der Reaktion durch
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einfaches Auswaschen und Filtrieren aus dem Reaktionsgemisch entfernen. Ein weiterer
Vorteil, der hieraus resultiert, ist, dass die Reagenzien in deutlich hoheren Uberschiissen
eingesetzt werden konnen als in der Losungssynthese iiblich. So besteht wie in der
Festphasenchemie die Moglichkeit Reaktionen zu beschleunigen und vollstdndige
Umsetzungen zu erreichen. In Bezug auf Effizienz und Selektivitdt unterscheiden sich
viele Reaktionen in LOsung interessanterweise kaum von der entsprechenden

Festphasenvariante [KirO1].

1.2.4.2 Konzepte der PASP-Synthese

Im Folgenden werden kurz die verschiedenen Konzepte der PASP-Synthese und die
verschiedenen FEinsatzgebiete vorgestellt. Einteilung und Definitionen entsprechen
weitgehend den von Ley et al. [Ley00] vorgenommenen. Auf die Besonderheiten bei der
Synthese an der festen Phase sowie die Trigermaterialien wird an anderer Stelle
detailliert eingegangen (Kapitel 1.2.2 und 1.3). Es wird zudem darauf verzichtet,
Beispiele fiir die verschiedenen Konzepte zu geben, da es mittlerweile fiir nahezu jedes
chemische Problem eine Losung mit Hilfe der PASP-Synthese gibt. Das PASP-Konzept
wurde bereits vor iiber 30 Jahren von Patchornik und Fridkin erfunden [Fri66], seine

Anwendungsmoglicheiten wurden jedoch nur von wenigen erkannt [Heu77].

Polymerunterstiitzte Reagenzien

Es handelt sich hierbei um reaktive Spezies, die an ein Tragermaterial gebunden sind
(Abb. 3). Sie wandeln ein Substrat in ein neues Produkt um, und verbrauchtes oder

iiberschiissiges Reagenz kann durch Waschen und Filtrieren entfernt werden.

.— Reagenz

SUBSTRAT > PRODUKT

Abb. 3 Prinzip eines polymerunterstitzten Reagenzes.
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Wenn das verbrauchte polymergebundene Reagenz nach der Reaktion sehr sauber anfillt,
bietet sich eine Regeneration an. So konnte IBX-Harz (polymergebundene lodoxy-
benzoesdure), das nach erfolgter Reaktion in reduzierter Form am Triger vorliegt, ohne

Verlust an Aktivitdt erneut oxidiert und wiederverwendet werden [SorO1].

R%/OH leo
H R2 Oxidation R2
Q Q
o) o)
(N |-oH o— o N
© 0 OH

0}
Regeneration

Regeneration von verbrauchtem IBX-Harz (schematisch).

Polymerunterstiitzte Katalysatoren

Polymerunterstiitzte Katalysatoren sind reaktive Verbindungen, die an ein Tragermaterial
gebunden sind und in katalytischen Mengen (< 1 eq.) eingesetzt werden (Abb. 5). Sie
sind in der Lage, chemische Transformationen zu katalysieren und konnen durch
Filtration entfernt werden. Im Unterschied zu Polymerreagenzien werden sie im
Unterschuss eingesetzt und sind nach sorgfiltigem Waschen im Idealfall ohne Regene-

ration wiederverwendbar.

+ ‘— Katalysator

< 1 Aquivalent

SUBSTRAT > PRODUKT

- ‘— Katalysator

Abb. 5 Prinzip eines polymerunterstitzten Katalysators.
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Abb. 7
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Polymerunterstiitzte Scavenger

Polymerunterstiitzte Scavenger sind trigergebundene Verbindungen, die in der Lage sind,
Reaktionen zu ,,quenchen oder Nebenprodukte, {iberschiissiges sowie nicht abreagiertes
Ausgangsmaterial vom gewiinschten Reaktionsprodukt abzutrennen (Abb. 6) [EamO1].

Sie kdnnen durch Waschen und Filtrieren aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden.

OO rA
‘—x l > ‘—X—O + ‘—X—O + ‘—x{]
(7]

Prinzip eines Scavenger-Harzes. Uberschiissiges Substrat sowie Nebenprodukte werden aus der
Reaktionsmischung entfernt; das Produkt ,P“ verbleibt in Lésung.

,,Catch and release*

,»Catch and release” (dt. ,,einfangen und freilassen*) bezeichnet eine Technik, um gezielt
das gewiinschte Produkt einer Fliissigphasenreaktion an ein funktionalisiertes Polymer zu
binden und so aus dem Reaktionsgemisch zu entfernen (Abb. 7). Nach dem Entfernen
von Verunreinigungen durch Waschen und Filtrieren kann das Produkt vom Triger

abgespalten werden.

O OrA

»Catch and release”-Prinzip. Das Produkt ,P*“ wird selektiv aus der Reaktionsmischung entfernt
und kann anschlieRend wieder vom Polymer abgetrennt werden.
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1.2.5 Konzepte zur Bibliothekssynthese

1.2.5.1 Parallelsynthese von Einzelverbindungen

Bei der parallelen Synthese von Einzelverbindungen werden in n Reaktionsgefdf3en
n Einzelverbindungen dargestellt. Die automatisierte multiple, parallele Synthese auf
Syntheserobotern hat hierbei die Synthese groBer Verbindungszahlen iiberhaupt erst
moglich gemacht. Die Zahl der auf diese Art darstellbaren Verbindungen ist bei dieser
Methode jedoch aufgrund des apparativen Aufwandes auf GroBenordnungen von
wenigen tausend begrenzt.

Eine vereinfachte Analytik — oft nur der im Bio-Assay wirksamen Verbindungen —
mittels IR, MS und NMR und eine bessere Evaluierbarkeit der Bio-Assays (keine falsch-
positiven oder falsch-negativen Ergebnissse durch synergistische Effekte) sind die
Vorteile dieser Methode.

Zum Aufbau kombinatorischer Substanzbibliotheken, gefolgt von Hochdurchsatz-

Aufreinigungsverfahren wie HPLC-MS, ist dies die mit Abstand bedeutendste Methode.

1.2.5.2 Bibliotheken durch Kupplung von Mischungen

In jedem Reaktionsschritt wird das Substrat mit einer dquimolaren Mischung an
Reaktand-Bausteinen umgesetzt. Rein rechnerisch kann man auf diese Art und Weise
sehr schnell eine groBe Anzahl an Verbindungen darstellen. In der Praxis vermittelt sich
jedoch ein anderes Bild, da das Produktverhéltnis einer jeden Reaktionsstufe stark von
den Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen Reaktanden abhéngt, die aus sterischen
und/oder elektronischen Griinden stark variieren kénnen. Somit ist eine Aquimolaritit der
Produkte, wie sie fiir biologische Assays von erheblicher Bedeutung ist, nicht
gewihrleistet.

Man versucht diese Effekte auszugleichen, indem man maximal dem Belegungsgrad
entsprechende dquimolare Reaktandmischungen oder der Reaktivitit angepasste
Uberschiisse einzelner Reaktanden einsetzt. Obwohl in der Peptid- [Ost94] und
Nukleotidsynthese [Eck93] erfolgreich eingesetzt, besitzt diese Methode in der SPOS
praktisch keine Bedeutung.

11
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1.2.5.3 ,Split-mix“-Methode

Bei dieser Methode zur Bibliothekssynthese konnen in kurzer Zeit komplexe
Verbindungsbibliotheken erhalten werden [Fur88, Fur91]. Idealerweise liegen die
Syntheseprodukte in der Mischung dquimolar vor. Jede Harzkugel enthélt eine einzige
Verbindung, weshalb man auch von der ,,one-bead-one-compound“-Strategie spricht.

Die eingesetzte Harzportion wird aliquotiert und jedes Aliquot mit einem Reaktanden
umgesetzt. Die Reaktionsbedingungen konnen dem jeweiligen Reaktanden angepasst
werden, was vollstindigen Umsatz fiir jeden Reaktanden bringt. AnschlieBend werden
die Harz-Aliquote wieder vereinigt und gemeinsam gewaschen. Fir den nédchsten
Reaktionsschritt wird die gut vermischte Harzportion erneut aliquotiert und jedes Aliquot
mit einem Reaktanden des néichsten Reaktionsschrittes umgesetzt. Dieser Zyklus wird
wiederholt, so oft die Reaktionssequenz es zuldsst. Man erhilt auf diese Weise in kurzer
Zeit grof3e Substanzbibliotheken. Eine dreistufige Reaktion mit 20 Reaktanden pro Stufe
ergibt auf diese Weise eine Bibliothek von 8 000 Verbindungen (oder, wenn nach dem
letzten Syntheseschritt die Aliquote nicht wieder vereinigt werden, zwanzig

Subbibliotheken a 400 Verbindungen).

1.2.5.4 Genetische Algorithmen

12

Mit Hilfe von genetischen Algorithmen lassen sich allgemein Multiparameter-Systeme
optimieren [Wil95]. Man bedient sich der genetischen Prinzipien Replikation, Crossover,
Mutation und kann so, ausgehend von einem Startsatz, neue Losungssdtze finden, die von
Generation zu Generation verbesserte Eigenschaften aufweisen. Im Rahmen der
kombinatorischen Chemie kann dieses Prinzip zur Optimierung der biologischen
Aktivitdt von Verbindungen dienen. Gleichzeitig wird die Zahl der zu synthetisierenden
Verbindungen klein gehalten. Dieses Prinzips bedienten sich Weber et al. bei der Suche
nach Thrombin-Inhibitoren [Web95]. Aus eciner theoretischen Bibliothek von 160 000
Verbindungen mussten auf diese Weise nur 400 Verbindungen synthetisiert werden. Die
Autoren fanden in der zwanzigsten Generation Enzyminhibitoren mit einer 2 000fach

hoheren Aktivitit als in der ersten Generation.
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1.2.6 Bibliotheksassays

1.2.6.1

Abb. 8

Beim Test von Substanzbibliotheken auf biologische Aktivitit hingt die Vorgehensweise
vom Format der eingesetzten Bibliothek ab. Wird eine Kollektion von Einzelsubstanzen
auf Wirksamkeit hin getestet, so ergeben sich mit der Identifikation der jeweils aktiven
Verbindungen keine Probleme. Werden triagergebundene Substanzbibliotheken getestet,
so werden die Harzkugeln, die aktive Verbindungen tragen beispielsweise manuell
ausgelesen und nach Abspaltung vom Polymer massenspektrometrisch untersucht
(,,single-bead“ Analytik) [Ban00].

Die gingigen Methoden zur Analyse komplexer Substanzmischungen, wie sie die
Produktbibliothek einer ,,split-mix“-Synthese darstellt [Fur91, Fur88], sind Dekonvo-

lution und Positional Scanning.

Rekursive Dekonvolutionsstrategie

Dieses Verfahren — eine Variante der ,,split-mix“-Synthese — wurde von der Gruppe um
Janda vorgestellt [Erb94]. Wird in einer Bibliothek eine Aktivitdt festgestellt, so werden
fiir jeden Syntheseschritt Sets von Subbibliotheken synthetisiert, die ihrerseits jeweils
definierte Bausteine an einer Position aufweisen. Die anderen Positionen bleiben
variabel. Dies soll am Beispiel einer 3x3-Bibliothek A*B’C” erklirt werden (Abb. 8), die
im letzten Syntheseschritt 3 Subbibliotheken ergibt. In diesen 3 Subbibliotheken wird nun
nach der aktivsten gesucht, im Beispiel sei dies die Subbibliothek A*B*C?. AnschlieBend
werden die Subbibliotheken A*BY, bei denen das BY bekannt ist, mit C* umgesetzt. In den
erhaltenen 3 Subbliotheken A*BYC? wird nun ebenfalls die aktivste ermittelt, im Beispiel
sei dies A"B'C?. AbschlieBend werden alle harzgebundenen Bausteine A* mit B'C?
umgesetzt und aus den 3 Verbindungen die aktivste ermittelt, im Beispiel: A’B'C%

Insgesamt war zur Ermittlung der aktivsten Verbindung die Synthese von x +y+z=9

Subbibliotheken notig.
c? B1C3
AXBYC! AB! —> AB'C3 AB'C3? Al A'B'C3
c? B'C?
AXBYC2 Ag2 —> AB2CS A2 ——> A?B'C? —> A2B!C3
3 1C3
ABYC? —> AXBYC? pBs —> AB2CS ps € 5 psgics

Rekursive Dekonvolutionssrategie am Beispiel einer 3x3-Bibliothek A*B’C”.

13
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1.2.6.2 Positional-Scanning

Diese nicht-iterative Methode zur Bestimmung der aktivsten Verbindung einer Bibliothek
wurde von Houghten et al. vorgestellt [Hou92]. Dies wird ebenfalls am Beispiel der
3x3-Bibliothek A*B'C” aus Kapitel 1.2.6.1 erldutert (Abb. 9). Im ersten Schritt werden
x+y+z=9 Subbibliotheken synthetisiert. Jede dieser Subbibliotheken enthilt einen
bekannten Baustein an definierter Position; die anderen Positionen sind variabel. Durch
Screening aller Subbibliotheken kann fiir jede Position der aktivste Baustein ermittelt
werden. So wird sich in unserem Beispiel flir die Position A die Subbibliothek mit der
Verbindung A? als die aktivste herausstellen, fiir die Position B die mit der Verbindung
B' und fiir die Position C schlieBlich die Subbibliothek mit der Verbindung C?. Insgesamt
ergibt sich also die Verbindung A’B'C? als die aktivste der gesamten Bibliothek.

A'BYC2z AXB1C? AXBYC! _— AXB1C?
A2BYC? AXB2C? AXBYC? _— A2BYC? A2B'C3
A3BYC? AXB3C? AXBYC3 _— ABYC?

Abb. 9 Positional Scanning am Beispiel einer 3x3-Bibliothek A"B'C”.

1.2.6.3 Codierung von Bibliotheken

14

Mit Hilfe der Codierung (,,Tagging*) von Bibliotheken kann die oftmals problematische
Identifizierung kleinster Substanzmengen umgangen werden. Als Codierungsmethoden
kommen chemisches Tagging sowie Radiofrequenzverschliisselung in Frage.

Bei einer chemischen Codierung handelt es sich um sequenziell oder nicht-sequenziell
aufgebaute molekulare Codes, die wihrend der Synthese auf einem zweiten,
orthogonalen Syntheseweg mitsynthetisiert werden. Nach einem positiven Test wird die
aktive Substanz anhand des molekularen Codes identifiziert. Als chemische Codes
werden Peptid- [Ker93] oder Nukleotidsequenzen [Nie93] verwendet. Dabei ist jedoch
deren verhéltnismifBig geringe chemische Stabilitdt ein Nachteil. Eine Verbesserung
bieten polyhalogenierte Kohlenwasserstoffe [Bor94] wie auch halogenierte
Arylalkoxyalkohole [Nes94], die nach Abspaltung mit GC und GC-MS aufwindig

analysiert werden miissen. Eine Codierungs-Variante mit verschiedenartig substituierten
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Fluorarylen und anschlieBender NMR-Identifizierung der von einer Harzkugel
abgespaltenen aktiven Verbindungen wurde von Pirrung et al. am Beispiel einer Peptoid-
Bibliothek verdffentlicht, die auf ihre Metallkomplexierungs- sowie autokatalytischen
Eigenschaften getestet wurde [Pir02]. Diese Methode der chemischen Codierung stellt
eine interessante Option dar, da die Identifizierung der Codes mit Hilfe von '"F-NMR-
Analytik vergleichsweise einfach durchzufiihren ist. Die chemische Codierung findet
jedoch in der Praxis wenig Verwendung, da die Synthese des chemischen Codes einen
erheblichen Mehraufwand an Zeit, Chemikalienkosten und Instrumentierung darstellt.

Die Radiofrequenzverschliisselung ist eine vielversprechende Codierungsmethode, die
allerdings deutlich erhohte technische Anforderungen stellt und hohe Verbrauchskosten
mit sich bringt [Nic95, Mor95]. Die Synthese erfolgt in speziellen Mikroreaktoren, in die
ein Speicherchip und das Trigermaterial eingebettet sind. Vor jedem einzelnen
Reaktionsschritt werden die Mikroreaktoren individuell codiert, sodass am Ende der
Reaktionssequenz jedes Syntheseprodukt durch ein Radiofrequenz-Etikett codiert wird.
Mit einem geeigneten Empfinger konnen diese Etiketten ausgelesen und die

Verbindungen identifiziert werden.

1.2.6.4 Assays mit tragergebundenen Bibliotheken

Allgemein lassen sich Verbindungen triagergebunden (,,on-bead*) nur in Form von ,,split-
mix“-Bibliotheken auf Enzym-Spezifitdt testen. Nur so ist gewihrleistet, dass sich auf
jedem Bead nur eine Verbindung befindet. Eine weitere Voraussetzung ist, dass das
Innere einer Harzkugel sowohl bei der Synthese fiir die in organischen Solventien
gelosten Reagenzien als auch beim Assay fiir die in wissriger Phase vorliegenden
biologischen Targetmolekiile zugénglich ist. Dabei ist im Fall von Enzymen deren Grof3e
ein nicht zu unterschitzender Faktor. Gewdhnlich werden hierfir PEG-Harze
(Polystyrol/Polyethylenglykol-Pfropfcopolymere) verwendet, die die oben genannten
Voraussetzungen erfiillen [Leb95, Fle94]. Neuere Untersuchungen zur Enzym-
Zuginglichkeit verschiedener polymerer Trigermaterialien mittels konfokaler Raman-
Mikroskopie haben eine deutliche Uberlegenheit von ,,Controlled-Pore-Glass* (mit einer

Porengrofle von 100 nm) gegeniiber anderen Tragermaterialien ergeben [Kre02].
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1.3 Chemie an der festen Phase

In Kapitel 1.2 wurde das Grundprinzip der organischen Synthese an der festen Phase
erlautert. In diesem Kapitel werden die hierzu verwendeten polymeren Trigermaterialien
sowie Linker eingehender behandelt. Nach einem kurzen Abschnitt iiber spezielle
Analysenmethoden an der festen Phase werden zur Veranschaulichung noch
Synthesebeispiele sowohl fiir die organische Festphasensynthese als auch fiir die

polymerunterstiitzte Losungssynthese gezeigt.

1.3.1 Polymere Tragermaterialien

16

Organische Festphasenreaktionen laufen anders als in der klassischen organischen
Synthese in einem Zweiphasen-System ab. Aus diesem Grund kommt den physikalischen

und chemischen Eigenschaften des Trigermaterials besondere Bedeutung zu.

Kapaczitdt: Sie bezeichnet die Anzahl der Anbindungsstellen fiir das Substrat bezogen auf
die Masse an eingesetztem Trdgermaterial in mmol/g. Die Kapazitit beschriankt die
Beladung und somit die theoretisch mogliche Produktausbeute. Eine hohe Beladung
erhoht die Produktausbeute relativ zur eingesetzten Harzmenge und erleichtert die
Analytik an fester Phase, wihrend sich eine niedrige Beladung giinstig auswirkt, wenn
unerwiinschte Wechselwirkungen zwischen den immobilisierten Molekiilen oder

Quervernetzung durch bifunktionelle Reagenzien auftreten konnen.

Quellbarkeit: Die Volumendnderung eines Trigermaterials in Abhéngigkeit vom
verwendeten Losungsmittel wird als Quellbarkeit bezeichnet [San98]. Eine
Volumenzunahme erleichtert die Zugénglichkeit der immobilisierten Molekiile
(,,solvatisiertes Polymer®). Das Trdgermaterial sollte so gewéhlt werden, dass die
Kompatibilitdt zu den eingesetzten Losungsmitteln liber den gesamten Syntheseablauf
gegeben ist. Die Quelleigenschaften des Trédgermaterials werden zusitzlich durch den

Linker wie auch durch die immobilisierten Molekiile bestimmt.

Leichte und vielseitige Funktionalisierbarkeit: Das Trigermaterial sollte mit vielen
verschiedenen Linkern kombinierbar sein, wodurch eine hohere Kompatibilitit des

Tragermaterials flir verschiedenste Reaktionssequenzen gegeben ist.
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Stabilitit der Trdgermaterials: Sie ist wichtig fiir den Erhalt der Feinkornigkeit des
Harzes und damit die Filtrierbarkeit. Die Feinkornigkeit wie auch eine einheitliche

BeadgroBe (,,Monodispersitdt”) sind insbesondere wichtig fiir die Herstellung von

,,one-bead-one-compound‘“-Bibliotheken.

Chemische Stabilitdt: Sie muss gegeniiber allen in der Reaktionssequenz

eingesetzten Chemikalien gewdhrleistet sein. Sie hingt neben der Art des

Tragermaterials auch mafigeblich vom verwendeten Linkersystem ab.

Thermische Stabilitdt:

Reaktionen sollten iiber einen moglichst groflen

Temperaturbereich durchfiihrbar sein.

Druckstabilitit: Die Bestindigkeit des Tridgermaterials gegeniiber den bei

Durchflussverfahren auftretenden hohen Driicken.

Tragermaterialien in der Festphasensynthese.

Tragermaterial

Eigenschaften

Styrol/Divinylbenzol-Copolymer
(Quervernetzungsgrad: 1 —2 %)
[Gut71, Mel92, Bay91].

TentaGel, Pfropfcopolymer aus
PS/DVB und Polyethylenglykol
(PEG) [Bay91, Bay86, Bay85].

POEPOP, POEPS; Copolymerisat
aus PEG mit Epichlorhydrin
(POEPOP) bzw.
Vinylbenzylchlorid (POEPS)
[Ren96, Rad99].

- gute Quelleigenschaften in DCM, DMF, THF,

DMSO, NMP, Pyridin, Dioxan; keine Quellung
in Methanol, Wasser und Diethylether [San98].

- thermische Stabilitdt bis ca. 150 °C.
- Beladung 0,5 — 4,5 mmol/g.
- meistgenutztes Triagermaterial in der SPOS.

- polares Harz; gute Quelleigenschaften in DCM,

DMF, THF, DMSO, NMP, Pyridin, Dioxan,
Methanol und Wasser; keine Quellung in
Ethanol und Diethylether.

- Beladung 0,1 — 0,5 mmol/g.
- schwierig von Wasser zu befreien.

- hohe chemische und mechanische Stabilitét.
- Einsatz insbesondere bei enzymatischen

Umsetzungen von polymergebundenen
Substraten.

17
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Tab.1 Tragermaterialien in der Festphasensynthese (Fortsetzung).

Tragermaterial Eigenschaften

18

Fractogel, Copolymer aus
Methylacrylat und Vinylalkohol
[Red94].

PolyHIPE (High Internal Phase
Emulsion), Copolymer aus
PS/DVB und

Polydimethylacrylamid [ Sma89].

Pepsyn K oder Macrosorb SPR,
Polydimethylacrylamid in

Kieselgurmatrix [Ath81, Dry86].

PEGA, Polyacrylamid-PEG
Copolymer [Mel92].

ULTRA-hochbeladene Harze,
Copolymer aus Polyethylenimin
und Terephthalaldehyd [Rad02].

CPG (controlled pore glass),
LCAA-CPG (long chain
Alkylamine CPQG), Silica.

- stabil im Bereich 1 <pH < 14.

- druckstabil bis 7 bar.

- thermisch stabil bis 100 °C.

- Beladung 0,01 — 0,125 mmol/g.

- druckstabil, Einsatz in Durchfluss-Peptid-

Synthesen.

- Beladung bis 5,0 mmol/g.

- druckstabil, Einsatz in Durchfluss-Peptid-

Synthesen.

- Beladung 0,05 — 0,2 mmol/g.

- quellbar auch in polaren Lésungsmitteln
- Verwendung fiir SPOS, Enzym-katalysierte

Reaktionen [Mel94] sowie ,,on-bead* Enzym-
Assays [Hil98].

- Beladung 0,2 — 0,8 mmol/g.

- sehr gutes Quellverhalten in Wasser und in

organischen Losungsmitteln.

- hohe Kapazitit und Atomdkonomie.

- keinerlei Quellung, aber erhéltlich in

Porengréflen von 25 — 300 nm.

- hoher Preis.
- sehr hydrophil, daher schwer zu trocknen.
- geringe Beladung (LCAA-CPG bis

0,1 mmol/g).

Weitere Tragermaterialien sind in den Bilichern iiber Kombinatorische Chemie

aufgefiihrt.
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Die weitaus grofite Bedeutung in der organischen Festphasensynthese besitzt das bereits
von Merrifield in der Festphasen-Peptidsynthese eingesetzte und mit 1 —5 % Divinyl-
benzol quervernetzte Polystyrol. Den besten Kompromiss zwischen hohem Quell-
vermOgen und mechanischer Stabilitdt stellt hierbei das mit 1 % Divinylbenzol (DVB)
quervernetzte Polystyrol dar. Dem Nachteil des fehlenden Quellvermdgens in protischen
Losungsmitteln wie Alkoholen und Wasser und der dadurch behinderten Zuginglichkeit
durch Reagenzien kann durch den Zusatz von Co-Solventien, in denen das Polymer ein
hohes Quellvermdgen aufweist, begegnet werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Festphasensynthesen wurden an mit 1 %
DVB quervernetzten Polystyrol-Harzen mit unterschiedlichen Beladungen und

verschiedenen Linkern durchgefiihrt.

1.3.2 Linker in der Festphasenchemie

Als Linker bezeichnet man die Verbindungsstelle zwischen dem Polymergeriist und dem
immobilisierten Substrat [Jam99]. Ein Linker ist in der Regel ein bifunktionelles
Molekiil. Uber die eine Funktionalitit wird die Verbindung zum Polymer hergestellt. Die
zweite Funktionalitit dient der reversiblen Substratanbindung.

An einen geeigneten Linker werden eine Reihe physikochemischer Anforderungen
gestellt. So sollte eine einfache Substratimmobilisierung ebenso gewihrleistet sein wie
die  Stabilitdit  gegenliber den in der Reaktionssequenz  herrschenden
Reaktionsbedingungen. Es sollte also weder eine ungewollte chemische Modifikation des
Linkers noch eine verfrilhte Abspaltung des Substrats vom Polymer erfolgen. Nach
Beendigung der Reaktionssequenz muss das Produkt vom Linker abspaltbar sein ohne
dabei zerstort zu werden. Da die o.g. Anforderungen in Abhingigkeit von der
durchgefiihrten Synthese teilweise stark variieren, kommt der Auswahl des geeigneten
Linkers in der Festphasenchemie eine zentrale Rolle zu. In den letzten Jahren wurde eine
Vielzahl an Linkern entwickelt, die sich sowohl in den Bedingungen zur
Substratimmobilisierung und Produktabspaltung als auch in ihrer Toleranz gegeniiber
verschiedenen Reaktionsbedingungen unterscheiden. Teilweise wurden Linker sogar auf

die Erfordernisse einer bestimmten Reaktion hin entwickelt.

19



ALLGEMEINER TEIL

Tab. 2
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Eine Einteilung der Linker erfolgt gewdhnlich nach den Abspaltbedingungen in

sdurelabile Linker (Abspaltung unter sauren Bedingungen)

- basenlabile Linker (Abspaltung unter basischen Bedingungen)

- photolabile Linker (erlauben eine Abspaltung durch Bestrahlung mit UV-Licht
geeigneter Wellenldnge)

- Allyl-Linker (Abspaltung mit Pd(PPhs)4)
Silyl-Linker (erlauben eine Abspaltung ohne Verbleib einer Funktionalitit am
Produkt; sog. ,.traceless*-Linker)
»Safety-Catch“-Linker (miissen erst chemisch modifiziert, d.h. aktiviert werden,

bevor das Produkt abgespalten werden kann)

In Tab. 2 sind einige Vertreter der oben genannten Klassen an Linkern aufgefiihrt.

Weitere Linker sind in den Biichern {iber Kombinatorische Chemie gezeigt.

Linker in der Festphasenchemie.

Linker Eigenschaften

cl
.—Q—/ - Immobilisierung von Carbonsiuren, Phenolen.

- Abspaltung mit HF, TFMSA, BF;-Et,0.
Chlormethyl-Linker [Fei74]

O - Immobilisierung von Aminen, Alkoholen,
Carbonséduren, Hydrazinen, Phenolen, Thiolen.
Q cl - Abspaltung mit 1 — 10 % TFA/DCM, Eisessig,

l cl Hexafluorisopropanol.

2-Chlortritylchlorid-Linker [Bar89, Bar89a]
.—@—\ - Immobilisierung von Carbonséuren, Phenolen.
o@—\OH - Abspaltung mit 20% TFA/DCM.
WANG-LINKER [WANT3]
OMe
.-@—\ - Immobilisierung von Carbonséuren, Phenolen.
© o - Abspaltung mit 0,5 % TFA/DCM.

SASRIN-Linker (Super Acid Sensitive Resin)
[She82]
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Tab. 2 Linker in der Festphasenchemie (Fortsetzung).

Linker Eigenschaften

- Immobilisierung von Carbonséduren, Sulfonséuren.

- Abspaltung mit 20 — 95% TFA/DCM zum
entsprechenden Carbonsdure- bzw. Sulfonamid.

o ‘ﬂ{ '
0] OMe
OMe
Rink-Amid-Linker [Rin87]

.\QVH T@AOH

HMBA (Hydroxymethylbenzoeséure)-Linker
[Ath81a]

MeO
NH,
H
N
\n/\/\o NO,
o]

Aminoethyl-Photolinker [Hol95]

H
.\/NWOH
0

HYCRAM (Hydroxycrotonylamido)-Linker [Kun88]

Silyl-Linker [Wo097]

4-Sulfamylbenzoyl-Linker [Ken71, Bac96, Bac94]

- Immobilisierung von Carbonsduren.
- Abspaltung mit Nukleophilen wie Aminen,

Hydrazinen, Alkoholaten als entsprechendes
Carbonsdurederivat.

- Immobilisierung von Carbonséuren.
- Stabil gegeniiber Piperidin und TFA.
- Abspaltung durch Bestrahlung mit UV-Licht

(A =365 nm) als Carbonsdureamid.

- Immobilisierung von Carbonséuren.
- Abspaltung mit Pd(PPhsj)a.

- Aktivierung mit HCI zu R;SiCl.
- Immobilisierung von Lithiumorganylen.
- Abspaltung mit BuyNF, TFA.

- Immobilisierung von Carbonséuren.
- Nach Aktivierung mit Diazomethan oder

Iodacetonitril Abspaltung durch Nukleophile
entsprechendes Carbonsédurederivat.

als
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1.3.3 Analytik in der Festphasenchemie

22

In der Losungssynthese kann nach jedem Reaktionsschritt das Zwischenprodukt isoliert
und mit einfachen Analysemethoden wie DC, HPLC, Gravimetrie oder Beurteilung des
Aussehens Aussagen iiber den Verlauf oder die Ausbeute der Reaktion gemacht werden.
An der festen Phase erfolgt normalerweise nach jedem Reaktionsschritt eine Abspaltung
von einer kleinen Harzmenge, und das abgespaltene Produkt wird analysiert. Dies ist
jedoch sehr zeitaufwéindig, und teilweise sind die Zwischenprodukte den
Abspaltbedingungen gegeniiber auch nicht stabil.

Auf dem Gebiet der Peptidsynthese und auch der Oligonukleotidsynthese existieren
mittlerweile standardisierte Methoden zur Bestimmung der Umsetzung durch UV-
spektrometrische Quantifizierung des Fmoc- beziehungsweise des Trt-Abspaltungs-
produktes der zuletzt gekuppelten Aminosédure oder des zuletzt gekuppelten Nukleotids.
Auch Edman-Sequenzierungen sind am polymeren Trager moglich.

Mittlerweile gibt es eine Reihe von Untersuchungsmethoden, die eine schnelle und

zuverléssige ,,on-bead‘-Analytik erlauben:

Elementaranalyse: Sie wird iiberwiegend zur Analyse von Stickstoff, Schwefel und
Halogenen eingesetzt [Str97]. Man benutzt sie zur Beladungsbestimmung oder zum

Nachweis beispielsweise der Vollstindigkeit einer Halogensubstitution.

Farbreaktionen: Die gebrduchlichste Farbreaktion ist der Kaiser-Test, eine Reaktion von
Ninhydrin mit primdren Aminen, die zu einem tiefblauen Farbstoff fiihrt [Kai70]. Er
wird besonders in der SPPS zur Uberpriifung der Vollstindigkeit eines
Acylierungsschrittes eingesetzt. Weitere Tests beispielsweise auf sekundire Amine
[V0j95], Alkohole [Att00, Att01], Aldehyde [Va4z01] und Carbonsduren [Att00a]

finden weniger Verwendung.

FT-ATR-IR-Spektroskopie: Sie ist eine schnelle und einfache Methode zur qualitativen
Bestimmung einer Reihe funktioneller Gruppen mit charakteristischen Absorptionen
am polymeren Triger [Ban99, Haa97]. Durch FT-ATR-IR-Spektroskopie und FT-IR-
Mikroskopie ist dariiber hinaus die Vermessung einzelner Harzkugeln moglich [Haa98,
Yan96, Yan95]. Bei der ATR-Technik miissen keine KBr-Presslinge hergestellt
werden. Durch Bildung von Differenzspektren von belegtem und unbelegtem Harz

konnen stérende Polymerbanden beseitigt werden.
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NMR-Spektroskopie: Bei der Gelphasen-NMR-Spektroskopie wird das Harz in einem
geeigneten Losungsmittel suspendiert und wie eine fliissige Probe vermessen
[Gir84, Bay90]. Diese Methode erlaubt die Untersuchung von Kernen mit grof3er
chemischer Verschiebung wie °C, °N, "F, *'P. '"H-NMR-Spektren sind wegen der
starken Linienverbreiterung schlecht interpretierbar. Mit 'H- und "“C-MAS-NMR
werden besser aufgeldste Spektren erhalten [And95, Gar96, Kei96, Weh96]. Unter
optimalen Bedingungen sind "H-NMR-Spektren von guter Qualitit erhaltlich.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie: Bei Verwendung photolabiler Linker kann eine
direkte MS-Analytik polymergebundener (Zwischen)Produkte mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie erfolgen [Ruh98]. Nicht photolabil angebundene Substrate
konnen mittels TOF-SIMS direkt analysiert werden [Nic98].

Gravimetrische Analyse: Sie wird vor allem zur Beladungsbestimmung herangezogen, ist

jedoch bei kleinen Harzmengen eine eher ungenaue Methode.

UV/VIS-Spektroskopie: Bei Kupplung von Fmoc-geschiitzten Aminosduren kann nach
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe iiber eine photometrische Bestimmung des Fmoc-

Gehaltes die Beladung bestimmt werden.

Die vollstandige ,,on-bead“-Charakterisierung eines Festphasen-Syntheseproduktes durch
die kombinierte Anwendung von FT-IR, 'H-NMR und *C-NMR, wie sie von Grice et al.
beschrieben wurde, zeigt eindrucksvoll den Fortschritt in diesem analytischen Sektor
[Gri00].

Ublicherweise werden die vom Polymer abgespaltenen Syntheseprodukte mit HPLC und
ES-MS analysiert. Obwohl selbst mit Einzelbeads und im Durchflussverfahren NMR-
Analysen moglich sind [Pur96], ist in der Reagel eine NMR-Analytik aufgrund des
groflen Probenaufkommens in der kombinatorischen Chemie nicht mehr fiir jede einzelne
Verbindung realisierbar. Stattdessen wird nur von einigen reprasentativen Verbindungen
eine  NMR-Analytik durchgefiihrt. An die Stelle der Elementaranalyse tritt in
zunehmendem MalBe die hochauflosende und extrem massengenaue ES-FTICR-MS
[SchO1la, Sch02].

Bei der Analytik von Verbindungsmischungen kommt die Hochdurchsatz-HPLC-MS-
Kopplung zum Einsatz [Bau02, Lee02, Zha00, Jun99, Sii399].
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1.4 Mikrowellenunterstutzte Organische Synthese

1.4.1 Physikalische Grundlagen [GOp94, Min91]

24

Setzt man Materie einem elektromagnetischem Feld aus, so wird sie polarisiert. Die
Gesamtpolarisation setzt sich dabei aus zwei Teilen zusammen: Pg. =Py + Po.
Py bezeichnet die Verschiebungspolarisation, hervorgerufen durch eine Verschiebung der
Elektronenwolke  gegeniiber den  Atomriimpfen (Elektronenpolarisation), der
Atomriimpfe gegeneinander (Atompolarisation) und in Ionenkristallen durch die
Verschiebung der positiven und negativen lonen gegeneinander (Ionenpolarisation). Die
Orientierungspolarisation Pp entsteht durch die Ausrichtung permanenter Dipole in
einem angelegten elektromagnetischen Feld.

In elektromagnetischen Wechselfeldern wechselt die Polarisation mit der Oszillation des
Feldes ihre Richtung. Dabei spielt der Beitrag der Verschiebungspolarisation fiir den
mikrowelleninduzierten Heizvorgang keine Rolle, da die Zeitskala der Elektronen- und
der Atompolarisation deutlich kleiner als die Mikrowellenfrequenz ist. Auch die
Ionenpolarisation spielt in Fliissigkeiten keine Rolle.

Einen Einfluss auf den mikrowelleninduzierten Heizvorgang in Fliissigkeiten hat die
Orientierungspolarisation, die wie oben beschrieben durch ein permanentes Dipolmoment
in den Flissigkeitsmolekiilen hervorgerufen wird. Bei elektromagnetischen
Wechselfeldern mit Frequenzen im Mikrowellenbereich (v =0,3 — 300 GHz) entspricht
die Frequenz, mit der das Feld oszilliert, in etwa der Antwortzeit der Dipole. In
Flissigkeiten kann jedoch anders als in Gasen (vgl. Rotationsspektroskopie) keine
Rotation der Molekiile stattfinden. Stattdessen tritt eine ,Reibung™ der
Fliissigkeitsmolekiile bei ihrer Umorientierung im elektrischen Feld auf. Diese ,,Reibung*
fiihrt zum Erwidrmen der Flissigkeit.

Ein MabB fiir die Polarisierbarkeit von Materie ist die Dielektrizitdtskonstante (DK), .. Da
die Polarisation mit einer Phasenverschiebung auf das Wechselfeld reagiert, ist sie eine
komplexe Grole. Die Heizrate in Fliissigkeiten wird durch den Quotienten aus Real- und
Imaginérteil der DK beschrieben. Der Realteil der DK (&’,) sagt aus, wie leicht Materie
durch ein duBeres elektromagnetisches Feld polarisiert wird. Der Imaginérteil (&7’,) ist ein
Ma fiir die Effizienz, mit der die elektromagnetische Strahlung in Warme umgewandelt

wird. Beide Grof3en sind temperatur- und frequenzabhéngig.
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1.4.2 Mikrowellengerate

Im Jahr 1975 erschien die erste Veroffentlichung iiber die Verwendung -eines
Mikrowellenofens in der chemischen Analytik [Abu75]. Chemiker begannen in den
Folgejahren damit, herkémmliche Haushalts-Mikrowellengerdte in der Synthesechemie
zu verwenden. Das erste Mikrowellen-Laborgerit, ein Multi-Mode-Gerdt (Abb. 10 (a)),
kam 1985 auf den Markt. Die hauptsichlichen Verbesserungen gegeniiber
Haushaltsgeriten lagen im Sicherheitsbereich. Das erste eigens entwickelte und auf den
Laborbedarf zugeschnittene Single-Mode-Mikrowellengerdt (Abb. 10 (b)) wurde 1986
vorgestellt. In Multi-Mode-Gerdten konnen durch Feld-Inhomogenitéiten ,,hot-spots®
entstehen, die zu einem inhomogenen Heizvorgang und damit zu nicht reproduzierbaren
Ergebnissen oder im schlimmsten Fall zu lokalen Uberhitzungen und verbunden damit zu
Sicherheitsrisiken fiihren konnen. Im Gegensatz dazu wird die Mikrowellenstrahlung bei
Single-Mode-Gerdten durch einen Wellenleiter fokussiert. Dadurch erfolgt die
Erwdrmung der Probe einheitlich, reproduzierbar und vor allem kontrollierbar. Die

alternativen Bauprinzipien fiir Mikrowellengerite zeigt Abb. 10.

(a) Haushaltsmikrowellenofen (b) Synthesemikrowellenofen
Multi-Mode-Gerat Single-Mode-Gerat
Magnetron

Reaktionsgefal

.

Wellenleiter

N
/ \

Reaktionsgefal Magnetron Reaktanden

Schematischer  Vergleich von (a) Haushaltsmikrowellengerat  (Multi-Mode)  und
(b) Synthesemikrowellengerat (Single-Mode) (Abbildung nach [Kuh02]).

Als weitere Eigenschaften kamen 1989 sowie 1992 Druckkontrolle und
Temperaturkontrolle hinzu. Im Jahr 1995 entwickelte die Milestone Corp., Pittsburgh,
USA einen Mikrowellen-Autoklaven, der das Arbeiten unter extremen
Reaktionsbedingungen von 200 bar Druck und einer Temperatur von bis zu 350 °C

erlaubt.
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1.4.3 Mikrowellenunterstutzte Synthesechemie

Die zunehmende Bedeutung der mikrowellenunterstiitzten Synthesechemie wird durch
die stindig steigende Zahl an Verdffenlichungen zu diesem Thema dokumentiert [Kin97].
So sind seit der ersten Veroffentlichung 1975 weit iiber 1 200 Arbeiten zu diesem Thema
erschienen [Pil01]. Den weitaus groften Anteil daran haben organisch-synthetische
Arbeiten. In den letzten zehn Jahren hat sich die mikrowellenunterstiitzte Synthesechemie
als Alternative zur konventionellen Methode zum Heizen von Reaktionsmischungen
etabliert. Beim Einsatz von Mikrowellenstrahlung werden héiufig drastisch erhdhte
Reaktionsgeschwindigkeiten bei deutlich hoheren Ausbeuten beobachtet. An dieser Stelle
sei darauf hingewiesen, dass kein nicht-thermischer Mikrowelleneffekt beobachtet wird,
wie in den letzten Jahren durch direkten Vergleich zwischen Mikrowellen-
Reaktionsbedingungen und konventionellen thermischen Bedingungen wiederholt gezeigt

wurde [Kuh02, Ran93].

1.4.4 Mikrowellenunterstutzte Festphasensynthese

26

Lange Reaktionszeiten bei hohen Reaktionstemperaturen fithren in der Festphasenchemie
héufig zur Bildung von Nebenprodukten, die aus der Instabilitéit des Polymers unter den
drastischen Reaktionsbedingungen zum einen und der thermischen Labilitdt des
Linkersystems zum anderen resultieren. Andere Reaktionen wiederum konnen nicht
durchgefiihrt werden, weil das geeignete Losungsmittel eine zu niedrige Siedetemperatur
besitzt.

Die mikrowellenunterstiitzte Synthese bietet den Vorteil eines sehr effizienten und
reproduzierbaren Heizvorgangs. Beim Aufheizen wird direkt das Losungsmittel erhitzt;
es muss nicht erst eine Warmeiibertragung vom Wéremereservoir durch eine GefaBwand
in die Reaktionsmischung erfolgen. Der Abkiihlvorgang erfolgt durch Druckluft ebenfalls
sehr schnell. Somit konnen Hochtemperatur-Festphasen-Reaktionen unter stark erhdhten
Temperaturen in kurzen, genau definierten und vor allem reproduzierbaren
Zeitintervallen durchgefiihrt werden. Dies ermdglicht Reaktionsfiihrung auch bei
Temperaturen, bei denen sonst das Polymer oder das Linkersystem Schaden nehmen.
Moderne Mikrowellengerite ermoglichen zudem die Durchfiihrung von Reaktionen unter

erhohtem Druck. Losungsmittel konnen also weit iiber ihre Siedetemperatur bei
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Normaldruck hinaus erhitzt werden. Reaktionen in MeOH/THF (1:1; v:v) lassen sich
beispielsweise bei Temperaturen von 150 °C durchfiihren, wobei ein Druck von etwa
16 bar erreicht wird. Eine konventionelle Reaktionsdurchfiihrung ist unter diesen
Bedingungen nur mit hohem apparativem Aufwand moglich.

Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit der automatisierten Reaktionsfiihrung durch die
Verwendung eines Autosamplers. Versuche zur Optimierung beispielsweise der
Reaktionszeit bei verschiedenen Temperaturen konnen so mit geringem apparativen und
zeitlichen Aufwand erfolgen.

Mit der Mdglichkeit zur Automation durch eine computergestiitzte Pipettiereinheit geht
zudem ein hohes Mal3 an Reproduzierbarkeit einher, da aus vorgelegten Mallosungen
genau vorgegebene Mengen an Reagenz direkt vor der Reaktion in das Reaktionsgefal3
pipettiert werden kdnnen.

Leider bieten die heutigen Single-Mode-Gerdte noch keine Moglichkeit zur
Parallelisierung von Reaktionsabldufen, was insbesondere in der Festphasenchemie ein
sehr wichtiger Aspekt ist. Aus diesem Grund wurden die im Rahmen dieser Arbeit
mikrowellenunterstiitzt ~optimierten Reaktionsabldufe auf die ,konventionelle*
Festphasenchemie iibertragen.

Die iibliche Limitierung in Bezug auf Reagenzien, Losungsmittel und Temperatur
(Kapitel 1.2.2) bleibt auch in der mikrowellenunterstiitzten Festphasensynthese bestehen.
Im Folgenden sind die Merkmale des in dieser Arbeit verwendeten Mikrowellenreaktors

kurz zusammengefasst:
Reaktionen bei Temperaturen bis zu 250 °C und bis 20 bar Druck moglich

Schnelles Aufheizen der Reaktionslosung, schnelles Abkiihlen (genau definierte

Reaktionsbedingungen)

Automation moglich (Reihenversuche zur Optimierung von Reaktionsbedingungen)
Pipettieren von Reagenzien moglich

Keine Parallelisierung méglich

Limitierung durch Losungsmittel und Temperatur bleibt bestehen

Unmdgliches wird nicht moglich (kein ,,magischer* Mikrowelleneffekt)
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1.5 Synthesebeispiele

Im Folgenden werden einige Beispiele fiir organische Festphasensynthesen (SPOS) sowie

fiir polymerunterstiitzte Losungssynthesen (PASP-Synthesen) gezeigt.

1.5.1 Festphasensynthese von 1H-1,2,3-Triazolen

Zaragoza et al. veroffentlichten eine Triazolsynthese ausgehend von polymergebundenen
Enaminonen, die mit Tosylazid zu den entsprechenden Triazolen cyclisiert wurden
[Zar96]. Diese Reaktionsfiihrung stellte sicher, dass nur eine Orientierung der

Substituenten moglich ist.

O\/© 0
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Abb. 11 Festphasensynthese von 1H-1,2,3-Triazolen ausgehend von polymergebundenen Enaminonen.

Von Guoault et al. stammt eine Verdffentlichung, in der polymergebundene Azide durch
elektrophile Ring6ffnung eines Epoxids mit Natriumazid erhalten wurden [Gou00]. Diese
wurden mit Acetylenen thermisch zu den entsprechenden 1H-1,2,3-Triazolen cyclisiert.

Die Triazolsynthese dient hier der Einfilhrung einer weiteren Diversitdtskomponente, und
es wurden keine Postmodifikationen am Triazol-System durchgefiihrt. Auch wurde bei

dieser Synthese jeweils ein Gemisch beider Regioisomere erhalten.

3
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Abb. 12 Festphasensynthese von 1H-1,2,3-Triazolen ausgehend von polymergebundenen Aziden.
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Im Jahr 2002 wurde eine weitere Synthese von 1H-1,2,3-Triazolen tiber die 1,3-dipolare
Cycloaddition von polymergebundenen Aziden mit verschieden substituierten Alkinen
veroffentlicht [Bla02]. Bromacylierung des Wang-Linkers gefolgt von Brom-Substitution
mit NaN3 in DMA fiihrte zu den Aziden. Die Cyclisierung verlief regiospezifisch, wenn

elektronenarme Acetylencarbonsdauremonomethylester verwendet wurden.

(0] I HT="R 0 ”\lﬁN o ,’\lﬁN
@) DMA J]\ + )R
N N/ J\ N\)\
OJ\ R HO R \2 HO R
2. TFA/DCM R

Abb. 13 Festphasensynthese von 1H-1,2,3-Triazolen durch [2+3]-Cycloaddition von substituierten Alkinen
an polymergebundene Azide.

1.5.2 Festphasensynthese von 1,3,4-Oxadiazolen

Kilburn et al. verdffentlichten eine Festphasen-Oxadiazolsynthese [KilO1]. Als Linker
wurde der SASRIN-Linker verwendet. Sie erzeugten Isothiocyanate an der festen Phase
durch Umsetzung der primdren Aminofunktion einer als Ester immobilisierten
Aminosdure mit Bis(2-pyridyl)thiocarbonyl. An diese wurden verschiedene Hydrazide
addiert, und die entstandenen N-Acylthiosemicarbazide konnten mit EDC*HCI zu den

entsprechenden 1,3,4-Oxadiazolen cyclisiert werden.

S
N N
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= = R-CO-NH-NH HooHy
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S 07 R
EDC*HCI o
H H
DMSO N 50% TFA / DCM R N
T B e LN
80°C, 16 h o H

20°C, 1h o \/<

N
R R

Abb. 14 Festphasensynthese  von 1,3,4-Oxadiazolen  ausgehend  von polymergebundenen
Isothiocyanaten.
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1.5.3 PASP-Synthese von Bicyclo[2.2.2]octanen

30

Die hier vorgestellte Synthese von Bicyclo[2.2.2]octanen illustriert die Einsatzbreite der
polymerunterstiitzten Losungssynthese aus zwei Griinden besonders gut [Ley00,
Ley0Oa]. Zum einen wurde die Losungssynthese [Lee73] bereits 1995 auf die feste Phase
iibertragen [Ley95], sodass die erhaltenen Ergebnisse einen direkten Vergleich mit den
Ergebnissen der SPOS-Darstellung in Hinblick auf Ausbeuten und Reinheiten der
erhaltenen Produkte, Moglichkeiten zur Postmodifikation als auch beziiglich des
Zeitaufwandes der Synthese erlauben. Zudem wurde jeder Synthese- und
Aufreinigungsschritt ausschlieBlich mit polymergebundenen Reagenzien und Scavengern
durchgefiihrt. Es wurde also auf jegliche konventionelle Aufreinigung (Chromatographie,
Fliissig-Fliissig-Extraktion, o0.4.) wihrend des Syntheseverlaufs verzichtet (Abb. 16).

Die Synthese ging von kommerziell erhéltlichen Cyclohexenonen aus. Durch Behandlung
mit Lithium-Diisopropylamid (LDA) wurde das Lithium-Enolat erhalten, das mit
substituierten Acrylaten in einer Tandem-Michael-Reaktion zu den entsprechenden
Bicyclo[2.2.2]octanonen cyclisiert werden konnte. Nachfolgende Postmodifikationen

erbrachten Bibliotheken, deren Diversitdtselemente in Abb. 15 schematisch gezeigt sind.

H, Methyl-, Phenyl- Alkoxy-, Methyl-

Ester, Amid, Saure
L

-, | — Lacton

[~ H, Bromid

Amin, Sulfonamid, Keton, Alkohol

Substitutionsmuster der Bicyclo[2.2.2]octan-Bibliotheken nach Ley et al. [Ley00].

Mit Hilfe der PASP-Synthese wurde eine Bibliothek mit im Vergleich zur SPOS-
Synthese hoherer Diversitit erhalten. Zudem wird von den Autoren besonders der im
Vergleich zur SPOS deutlich geringere Zeitaufwand zur Optimierung der
Reaktionsschritte hervorgehoben. Die Reinheiten Produkte lagen nach Angaben der
Autoren samtlich iiber 90 %, wahrend fiir die Ausbeuten Werte zwischen 71 % und 98 %

angegeben wurden.



SYNTHESEBEISPIELE

0 0
R2 1 OtBu R2 1 OtBu
R R
Br
OH o)

./\r:ruwe3 BH,

MeOH, RT, 24 h

Toluol

RT,3-5d

1. LDA, THF, -25°C, 2.5 h
o)

2. tBuoH THF,-25°C->RT,25h
2
R

o}
3. ’— SO,H, THF, RT, 3 h 1 OtBu
R
R1 R' = OMe, OEt, OtBu
o}

1. \J N)<

o} ‘/\ o}
J

2 2
R 1 1 0tu 4 ] £ 1 OtBu
R R™ Br R
N,R?' 2. @ NH,. CHCL, RT,5h 3
NHR
R4) 3. @ “NCO, CH,Cl,, RT, 24 h
0
6
& TONHR
R
3
/NR
0,8
2 5
R

ACN, 80 °C, 12 h

— .
\ e

1. R3-NH,, 32 MS, MeOH, RT, 24 h

.-
2. @ NMe, BH, MeOH, RT, 24 h

> ./\OO

1. LDA, THF, -25°C, 2.5 h

. tBuo)H\ THF, -25°C ->RT, 2.5h

OH THF,RT, 3 h

SH
oy
H
.
. 0
./\NM93:| co,?
- 1
R =Me R
0
R2 1 OtBu
R
OH

MeOH, CH,Cl,,
RT, 24 h

5
R
1. do;—@

NEt,, CH,Cl,,
RT, 24 h

2. @ NH,. CH,CL, RT,5h

(0]
R2 1 OtBu
R
3
NR

3R Ms, CH,CL,,
3 @—=SOH 27 30min 0,8 ;
+ - 3R Ms, CH,CL, R
4. @ NMe, OH pr o
CF,COH,
CH,Cl,,
RT, 5 min
)
@—PPh, . CBr,; RO-NH,, R2 on
CH,Cl,, RT, 12 h R
2. @ NH,, CH,CL,, RT, 2h NRS
0,8
3. @—SO,H, CH,Cl, RT, 2h R5

Abb. 16 PASP-Synthese von Bicyclo[2.2.2]octan-Bibliotheken nach Ley et al. [Ley00].
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1.6 Biologische Bedeutung von 1,2,3-Triazolen

Funktionalisierte 1,2,3-Triazole sind Teil zahlreicher biologisch interessanter
Verbindungen, auch wenn es keine Naturprodukte mit 1,2,3-Triazol-Struktur zu geben
scheint [Wam84]. In Abb. 17 sind Beispiele solcher als biologisch aktiv identifizierter
Verbindungen gezeigt. Verbindung 1 (Cefatricin, ein Cephalosporin-Derivat) ist ein
Beispiel fiir ein Antibiotikum mit einer hohen Wirksamkeit gegen Erreger von
Infektionen der Atemwege, des Bindegewebes und der Haut [Fas78, B6h81]. Verbindung
2 zeigt ausgeprédgt antikonvulsive Eigenschaften [Por98]. Bei Verbindung 3 handelt es
sich um einen potenten HIV-1-Inhibitor (fiir RI, R? = H, Methyl; ECsp =56 — 520 nm)
[Alv94], wihrend die Leitstruktur 4 als Glycogen-Synthase-Kinase 3 Inhibitor wirkt
[Ole02]. Die Glycogen-Synthase-Kinase 3 spielt u.a. eine Rolle bei der Alzheimer-
Krankheit und bei Typ I- und Typ II-Diabetes.
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Abb. 17 Strukturen biologisch aktiver 1,2,3-Triazole.
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1.7 Biologische Bedeutung von 1,3,4-Oxadiazolen

1,3,4-Oxadiazole haben eine grof3e praktische Bedeutung vor allem im pharmazeutischen
Bereich, dem Pflanzenschutzsektor, in der Synthese von thermostabilen Polymeren, als

Szintillatoren und Lichtschutzmittel sowie in der Fotografie und der Farbstoffindustrie.

Abb. 18 zeigt einige pharmakologisch aktive Verbindungen. Verbindung 1 (Vadrin®) ist
ein Arzneimittel mit tuberculo- und leprostatischer Wirkung [Wil62]. Bei Verbindung 2

(Eudormil®) handelt es sich um ein Hypnoticum [Vin62], und Verbindung 3

(SC27166®) ist ein Antidiarrhoicum [Neg78].

)

¢
/ N
N O Ny O
N N—N
| AN HO
—
N

Abb. 18 Strukturen biologisch aktiver 1,3,4-Oxadiazole.
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2 Aufgabenstellung
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Im ersten Teil der Arbeit sollte die Synthese polymergebundener 1-Alkyl-3-aryltriazene
ausgearbeitet und deren Einsatzmoglichkeiten als Alkylierungsreagenzien in der
polymerunterstiitzten Losungssynthese untersucht werden. Harze mit verschieden hohen
Ausgangsbeladungen sollten eingesetzt und die fiir die Synthese optimale Harzbeladung
ermittelt werden. Eine hohe Diversitit an Alkylresten in Bezug auf die sterischen und
elektronischen Eigenschaften sollte hierbei erzielt werden. AnschlieBend sollten die
polymergebundenen Triazene zur Alkylierung von Carbonsduren eingesetzt werden.
AuBlerdem sollten Versuche zur Veretherung von Alkoholen angestellt werden.

Am Beispiel der C-terminalen Alkylierung von Aminosduren und Peptiden und der
Veresterung von kombinatorisch erzeugten Substanzbibliotheken sollte die chemische

Bandbreite des Reagenzes ermittelt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten verschiedene Heterocyclensynthesen an der festen
Phase ausgearbeitet werden. Ausgangspunkt sollte die Festphasensynthese von 1H-1,2,3-
Triazol-4,5-dicarbonsédureestern durch 1,3-dipolare Cycloaddition polymergebundener
Azide mit Acetylendicarbonsduredimethylester (DMAD) sein. Mit Hilfe der
automatisierten mikrowellenunterstiitzten Reaktionsfiihrung sollten die
Reaktionsbedingungen optimiert werden. Modifikationen der Esterfunktion sollten
Ausgangsstoffe fiir Postmodifikationen an diesem Grundgeriist erzeugen. Exemplarisch

sollte die Synthese von Bisoxadiazolyl-triazolen an der festen Phase etabliert werden.



3 Polymergebundene Reagenzien

3.1 Festphasensynthese von 1-Alkyl-3-aryltriazenen

3.1.1 Einleitung

Die ersten Arbeiten, die sich mit der Darstellung und den Eigenschaften von Triazenen'
beschiftigten, wurden bereits in der zweiten Hélfte des 19. Jahrhunderts von Baeyer
[Bae75] und Goldschmidt [Gol88] durchgefiihrt. Die Darstellung erfolgte durch
Umsetzung von Aryldiazoniumverbindungen mit primiren oder sekundiren Aminen.
Dimroth beschreibt in seinen ,,Mittheilungen {iber Synthesen mit Aziden* eine alternative
Synthesemethode, nach der sich insbesondere solche Triazene gut darstellen lassen, die
einen primédren aliphatischen und einen aromatischen Rest tragen [Dim05]. Er setzte dazu
Arylazide mit Alkylmagnesiumhalogeniden um. Weitere Methoden gehen von Nitroso-
Verbindungen sowie anderen Triazenen aus [Siil65, Eng90].

Als heute gingige Synthesemethode flir aromatische Triazene hat sich die Umsetzung

von Aryldiazoniumverbindungen mit Alkylaminen oder Anilinen durchgesetzt.

Abb. 19 Syntheseschema zur Darstellung von 1-Alkyl-3-aryltriazenen aus Aryldiazoniumverbindungen
und Alkylaminen in Lésung. A und B kennzeichnen die beiden Tautomeren.

Bei Raumtemperatur ist Tautomer A (Abb. 19) deutlich begiinstigt. Gleiches gilt fiir in
para-Stellung elektronenakzeptorsubstituierte Alkylaryltriazene. Das Gleichgewicht
zwischen den beiden Tautomeren wird auch durch das Losungsmittel beeinflusst. Die
Natur des Alkylrestes hat dagegen einen vernachldssigbaren Einfluss auf das

Gleichgewicht [Lai89, Kel82].

" In fritheren Verdffentlichungen werden Triazene auch als Diazoamino- bzw. Diazoamidoverbindungen

bezeichnet.
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Aromatische Triazene sind meist feste, kristalline, farblose bis orangefarbige
Verbindungen. Sie sind bei Raumtemperatur stabil, zersetzen sich aber beim Erhitzen oft
explosionsartig [Eng90].

Unter basischen Bedingungen sind aromatische Triazene stabil, zerfallen jedoch rasch
unter der Einwirkung von Séuren [Wal86]. Dabei kommen abhéngig von der Struktur des
Triazens unterschiedliche Mechanismen zum Tragen. Diaryltriazene sowie 1-Aryl-3,3-
dialkyltriazene zerfallen unter (Riick-)Bildung der Aryldiazoniumverbindung und der
entsprechenden Anilinium- bzw. Dialkylammoniumverbindung. Mit Halogenwasser-
stoffsduren entstehen in einer Sandmeyer-dhnlichen Reaktion die entsprechenden
Arylhalogenide [Mer88, Fos80].

1-Alkyl-3-aryltriazene sind bereits Anfang der 60er Jahre als reaktive und milde
Alkylierungsreagenzien beschrieben worden [Whi61l]. Mit Sduren reagieren sie unter
Freisetzung von Stickstoff und Alkylierung des entsprechenden Sdureanions. Bei der

Umsetzung von 1-Alkyl-3-aryltriazenen mit Carbonsduren erhilt man Carbonsdureester

Abb. 20 Alkylierung von Carbonsduren mit 1-Alkyl-3-aryltriazenen.
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Diese Methode zur Veresterung fand in den letzten Jahren in der Losungssynthese
vielfach Verwendung, insbesondere bei empfindlichen Carbonsduren wie beispielsweise
Cephalosporin [Man78]. Sie wurde auch erfolgreich zur Alkylierung vinyloger
Carboxygruppen angewendet [Sam89, Dup98]. Einen Uberblick iiber die synthetische
Bandbreite von Triazenverbindungen geben Kimball und Haley [Kim02].

Abhdngig von der Art des Alkylrestes werden zwei unterschiedliche
Reaktionsmechanismen diskutiert [Lai89, Whi69]. Bei der Ubertragung von priméren
Alkylresten liegt demnach ein konzertierter Reaktionsverlauf ohne Ausbildung eines
Carbeniumion-Intermediates vor (Abb. 21 (a)). Im Falle von sekundiren, tertidren und
benzylischen Alkylgruppen entsteht hingegen intermedidr ein Carbenium-Ion, das mit

dem Saureanion iiber ein enges lonenpaar zum Carbonsdureester reagiert (Abb. 21 (b)).
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Abb. 21 Reaktionsmechanismen fiir die Alkylierung von Carbonsduren: (a) Ubertragung primarer
Alkylreste: konzertierter Reaktionsverlauf ohne Ausbildung eines Carbenium-lons. (b)
Ubertragung von sekundéren und tertidren Alkylresten sowie benzylischen Resten: intermediar
wird ein Carbenium-lon ausgebildet, das Uber ein enges lonenpaar mit dem Carboxylat-Anion
zum Ester reagiert.

Anhand eines Vergleichs der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Umsetzung von para-
substituierten 1-Alkyl-3-aryltriazenen mit Phenylessigsaure wurde gezeigt, dass
elektronenschiebende para-Substituenten wie Methyl- oder Methoxygruppen die
Reaktionsgeschwindigkeit erhdhen, wihrend elektronenziehende Reste den gegenteiligen

Effekt bewirken [Lai89].

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wird die Festphasensynthese von 1-Alkyl-
3-aryltriazenen beschrieben und deren Einsatzbreite in der PASP-Synthese von
Carbonsdureestern (Einzelverbindungen und Verbindungskollektionen) untersucht.
Weiterhin wurde der Frage nachgegangen, ob sich Alkohole mit polymergebundenen

Triazenen alkylieren lassen.

Polymergebundene 1-Alkyl-3-aryltriazene werden im Folgenden als Alkyltriazen-Harze

bezeichnet.
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3.1.2 Festphasensynthese von 1-Alkyl-3-aryltriazenen

38

Die Festphasensynthese von 1-Alkyl-3-aryltriazenen ging von polymergebundenem para-
Nitrophenol aus. AnschlieBend wurde die aromatische Nitrogruppe reduziert und das
erhaltene Anilin-Hydrochlorid diazotiert. Die Umsetzung mit aliphatischen Aminen ergab
schlieBlich polymergebundene 1-Alkyl-3-aryltriazene, die zur Alkylierung von Carbon-

sduren und anderen Nukleophilen eingesetzt wurden [Rad01, RadO1a].

SnCl,*2H,0
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Festphasensynthese von 1-Alkyl-3-(para-benzyloxyphenyl)triazenen.

Diese Synthesemethode wurde gegeniiber der Umsetzung polymergebundener Azide mit
Grignard-Reagenzien (Kapitel 3.1.1) bevorzugt, da Amine in deutlich groerer Zahl als
Alkyl-Grignard-Verbindungen kommerziell erhiltlich sind.

Die Synthese wurde an Merrifield-PS-Harz als polymerem Tréger durchgefiihrt (para-
chlormethyliertes PS/DVB-Copolymer). Auf diese Weise wurden 1-Alkyl-3-(para-
benzyloxyphenyl)triazene erhalten, die wie im vorigen Kapitel beschrieben eine
besonders hohe Reaktivitit gegeniiber Sduren besitzen. Dariiberhinaus ist der durch
Verwendung des Merrifield-Linkers erhaltene Phenylbenzylether sehr temperatur-,
basen- und sdurebestidndig. Letzteres ist im Hinblick auf die Verwendung als
polymergebundenes Reagenz zur Umsetzung von Sduren von besonderer Bedeutung, da
unter allen Umstdnden Verunreinigungen durch vom Polymer abgespaltene
Verbindungen vermieden werden sollen.

Merrifield-PS-Harz ist in hohen Beladungen (bis etwa 4,5 mmol/g) erhéltlich und in der

Anschaffung sehr giinstig. Dies sind zwei weitere wichtige Gesichtspunkte, die im



SYNTHESE VON ALKYLTRIAZEN-HARZ

Hinblick auf eine Verwendung als polymeres Trigermaterial in der PASP-Synthese von
Bedeutung sind.

Die Forderung nach einer Anbindung an das Polymer, die auch gegen starke Séuren stabil
ist, machte eine zerstorungsfreie ,,off-bead“-Analytik der Zwischenprodukte der Triazen-
synthese unmdglich. Deshalb erfolgte ein Synthesemonitoring mit Hilfe der FT-ATR-IR-
Spektroskopie. Die IR-Analytik der Reaktionszwischenstufen und des Endproduktes
werden in Kapitel 3.1.3 ausfiihrlich diskutiert, in den beiden folgenden Abschnitten
werden deshalb nur die synthetischen Aspekte behandelt.

Darstellung von harzgebundenem para-Benzyloxyanilin

Im ersten Schritt der Synthese wurde durch Anbindung von para-Nitrophenol an
Merrifield-PS-Harz  ein  immobilisierter Benzyl-(para-nitrophenyl)ether  erzeugt.
Versuche zur Anbindung von para-Aminophenol fiihrten vermutlich wegen der hohen
Oxidationsempfindlichkeit dieser Verbindung zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis.
meta-Aminophenol, das von Brise et al. zur Triazensynthese verwendet wurde, lédsst sich
zwar gut immobilisieren, jedoch geht hierbei der Vorteil der hohen Reaktivitit para-
alkyloxysubstituierter Triazene verloren [Bra00].

Zur Darstellung eines immobilisierten Benzyl-(para-nitrophenyl)ethers bieten sich
verschiedene Mdglichkeiten an, unter anderem die Anbindung von para-Nitrophenol an
Hydroxymethyl-Harz unter Mitsunobu-Bedingungen (PPh;, DEAD/DIAD) oder an
Merrifield-Harz mit Natriumhydrid als Base. Die Methode der Wahl war die
Immobilisierung eines fiinffachen Uberschusses para-Nitrophenol an Merrifield-Harz mit
Césiumcarbonat (2 eq.) in DMF bei 80 °C fiir 3 h. Césiumcarbonat erzeugt das para-
Nitrophenolatanion, das anschlieBend das Chlor nukleophil substituiert. Die Reaktion
wurde FT-ATR-IR-spektroskopisch verfolgt. Bei einer Reaktionszeit von drei Stunden
wurde eine quantitative Harzbeladung erhalten, was durch Stickstoff-Elementaranalyse
bestitigt wurde. Diese Reaktion ist eine in der Festphasensynthese etablierte Methode,
die zudem den Vorteil hat, dass die Gasentwicklung nicht so stark ausfillt wie bei
Verwendung von Natriumhydrid als Base. Im letzteren Fall entweicht nach Abstraktion
des phenolischen Protons Wasserstoff, was ein starkes Aufschaumen der Reaktionslosung

insbesondere bei hohen Harzbeladungen zur Folge hat.
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Abb. 23
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Uberschiissiges Cisiumcarbonat wurde nach Beendigung der Reaktion durch
zweimaliges Behandeln des Harzes mit DMF/AcOH (3:1; v:v) fiir jeweils 2 min entfernt.
Die Reduktion der aromatischen Nitrogruppe erfolgte mit einem hohen Uberschuss
Zinndichlorid-Dihydrat (2 M in DMF oder THF). Die Wahl des Losungsmittels hatte
keinen messbaren Einfluss auf den Verlauf der Reaktion. Im Rahmen dieser Arbeit wurde

die Reduktion in DMF bei Raumtemperatur fiir 18 h durchgefiihrt (Abb. 23).

NO,
HOD/ SnCl,*2H,0, DMF
cl 04<i>7No2 O@NH; -
Cs,CO,, DMF, RT, 18 h

80°C,3h

Darstellung von harzgebundenem para-Benzyloxyanilin.

Nach der Reduktion lag ein polymergebundenes Anilin-Hydrochlorid vor. Bei der
Diazotierung wird zur Erzeugung des Nitrosyl-Kations aus fert.-Butylnitrit ein
Aquivalent Siure bendtigt, das im Anilin-Hydrochlorid bereits vorliegt. Aus diesem
Grund wurde kein basischer Waschritt zur Freisetzung der aromatischen Aminofunktion

an die Reduktion angeschlossen.

Diazotierung und Umsetzung zu 1-Alkyl-3-(para-benzyloxyphenyl)triazenen

Die Diazotierung aromatischer Amine erfolgt in Losung in der Regel mit Natriumnitrit in
salzsaurer Losung. In der Festphasenchemie verwendet man wegen der schlechten
Loslichkeit von Natriumnitrit in organischen Solventien {iiblicherweise organische
Salpetrigsaureester wie tert.-Butylnitrit. Der erste Schritt ist auch hier die sdureinduzierte
Freisetzung des Nitrosylkations, das die aktive Spezies bei der Diazotierung darstellt.
Brése et al. diazotierten immobilisierte Arylamine mit zert.-Butylnitrit unter Zugabe von
BF;*Et,0 zu den entsprechenden Aryldiazoniumtetrafluoroboraten [Bra00]. Im Anilin-
Hydrochlorid liegt ein Aquivalent Salzsiure bereits gebunden vor, sodass auf eine
Sdurezugabe bei der Diazotierung verzichtet werden konnte. Die Diazotierung des
polymergebundenen Anilin-Hydrochlorids wurde mit einem zehnfachen Uberschuss fert.-
Butylnitrit in DCM durchgefiihrt.

Zur Verbesserung des Umsetzungsgrades bei der Diazotierung wurden verschiedene

Experimente durchgefiihrt. Zum einen wurde der Diazotierung ein saurer Waschschritt
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mit HCI (4 M in Dioxan) vorgeschaltet. Damit sollte eventuell vorliegendes freies Anilin
zum Anilin-Hydrochlorid umgesetzt werden. Zum anderen wurde HCI (4 M in Dioxan)
zum Diazotierungsgemisch gegeben. Ein Kontrollansatz wurde ohne sauren Waschschritt
oder Séurezugabe durchgefiihrt. Nach Diazotierung wurde das Harz sorgfaltig gewaschen
und mit Methylamin (2 M in THF) direkt zu Methyltriazen-Harz umgesetzt. Vom
gewaschenen und getrockneten Harz wurde mittels Stickstoff-Elementaranalyse die
Ausbeute an Methyltriazen bestimmt. Es hat sich jedoch keine reproduzierbare
Verbesserung der Triazen-Ausbeute durch die Sdurezugabe bei der Diazotierung ergeben,
sodass im Weiteren darauf verzichtet wurde.

Aufgrund der Exothermie der Diazotierungsreaktion und die vergleichsweise geringe
thermische Stabilitdt von Diazoniumchloriden im Vergleich zu Diazoniumtetrafluoro-
boraten wurde die Reaktion unter Kiithlung durchgefiihrt [Col99]. Diazotierungsversuche
bei Raumtemperatur fiihrten zur Zersetzung des Substrats, was deutlich am Entweichen
von Stickstoff erkennbar war. Zur Diazotierung wurde das Harz in DCM gequollen, die
Suspension auf —10 °C gekiihlt und vorgekiihltes ferz.-Butylnitrit zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 0,5 h bei —10 °C und im Anschluss 2,5 h bei Raumtemperatur
geschiittelt (Abb. 24).

Die Diazoniumverbindung wurde im Anschluss an einen letzten Waschschritt mit
wasserfreiem THF bei Raumtemperatur mit einer Losung des entsprechenden Amins in
THF zum Alkyltriazen-Harz umgesetzt. Die Amine wurden in 15fachem Uberschuss
eingesetzt.

Im Allgemeinen verlduft die Triazen-Bildung sehr schnell, jedoch war bei Verwendung
von Methylamin in einigen Fillen eine verldngerte Reaktionszeit zur vollstindigen
Umsetzung erforderlich. Um einheitliche Reaktionsbedingungen zu gewihrleisten, wurde
generell eine Reaktionszeit von 18 h eingehalten. Das Reaktionsschema der Diazotierung

und der nachfolgenden Umsetzung mit Aminen zu Alkyltriazen-Harz ist in Abb. 24

gezeigt.
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. tert.-Butylnitrit, DCM .
o@—NH; c > o@—NéN cr
-10°C, 0.5 h

RT,2.5h
R'-NH,, THF
—_— o— H
0 Ne
RT, 18 h N=N_ 1

Abb. 24 Diazotierung und Umsetzung mit aliphatischen Aminen zu 1-Alkyl-3-(para-
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benzyloxyphenyl)triazenen.

Die Beladungsbestimmung der gewaschenen und vom Losungsmittel befreiten

Alkyltriazen-Harze erfolgte durch Stickstoff-Elementaranalyse. Zur Berechnung der

verdnderten Harzbeladung nach einem Reaktionsschritt vgl. Kapitel 8.1.

Die Ergebnisse der Synthese von Methyl-, n-Butyl-, tert.-Butyl- und Benzyltriazen auf

Merrifield-Harz mit einer Ausgangsbeladung von 1,07 mmol/g sind in Tab. 3 gezeigt.

Die Synthese auf Merrifield-Harzen mit héheren Ausgangsbeladungen wird in Kapitel

3.1.3 beschrieben.

Ergebnisse der Triazensynthese auf Merrifield-Harz (1,07 mmol/g) Die Werte in Klammern geben

jeweils die theoretisch mogliche Maximalbeladung an.

Pos. Alkylrest Harzbeladung Ausbeute an
Alkyltriazen-Harz Triazen
[mmol/g] * [Y] **
1 Methyl 0,69 (0,95) 72
2 n-Butyl 0,6 (0,92) 65
3 tert.-Butyl 0,37 (0,92) 40
4  Benzyl 0,64 (0,89) 71

* Bestimmt durch Stickstoff-Elementaranalyse

** Bezogen auf die Ausgangsbeladung des Harzes mit Chlor
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3.1.3 ,,0n-bead” Synthesemonitoring mit FT-ATR-IR-Spektroskopie

Abb. 25

Da eine =zerstorungsfreie Abspaltung von Synthese-Zwischenprodukten bei der
Darstellung von Alkyltriazen-Harz nicht moglich war, wurde die gesamte
Synthesesequenz mit Hilfe der FT-ATR-IR-Spektroskopie ,,on-bead* verfolgt. In Abb. 25

sind die IR-Spektren der Reaktionssequenz gezeigt.

a) h L/\
Cl
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b) 0 NO, M
2
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl [cm™]

,On-bead“ Synthesemonitoring der Reaktionssequenz zur Darstellung von Methyltriazen-Harz mit
FT-ATR-IR-Spektroskopie. Die fur einen Reaktionsschritt charakteristischen Schwingungsbanden
sind jeweils grau unterlegt.
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Abb. 25 (a) zeigt das Spektrum von unbelegtem Merrifield-PS-Harz mit einer
Ausgangsbeladung von 1,7 mmol/g.

Spektrum (b) gehort zu polymergebundenem para-Nitrophenol. Die charakteristischen
Absorptionsbanden sind die der aromatischen Nitrogruppe bei v = 1339 und 1495 cm™.
Im IR-Spektrum (c) von harzgebundenem para-Benzyloxyanilin-Hydrochlorid erkennt
man die breite Bande der —NH3+-Absorption bei v=2581 cm™. Das Fehlen der
charakteristischen ~Absorptionen der symmetrischen und der asymmetrischen
Valenzschwingung der N-O-Bindung bei v=1339 und 1495cm™ zeigt die
Vollstindigkeit der Reduktion an.

Nach der Diazotierung sicht man in Spektrum (d) die isoliert auftretende —N, -
Absorptionsbande bei v=2238 cm™. Gleichzeitig erkennt man das Auftreten zweier
intensiver Banden bei v=1576 und 1092 cm™. Diese Banden deuten auf eine
unvollstindige Diazotierung hin. Es handelt sich vermutlich um die Banden der N=0O-
sowie der N-N-Streckschwingung der bei unvollstindiger Reduktion auftretenden
N-Nitrosoverbindung. Vermutlich kondensiert die N-Nitrosoverbindung mit dem Amin
zum Triazen, sodass diese unvollstindige Diazotierung nicht zu einem Ausbeuteverlust
fiihrt.

Die erfolgreiche Umsetzung zu Methyltriazen-Harz erkennt man in Spektrum (e) zum
einen am Verschwinden der —Nf-Absorptionsbande und zum anderen am Auftreten der

Bande der N-H-Schwingung bei v = 3423 cm™.

3.1.4 Variation der Harzbeladung und der Aminkomponente
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In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse vorgestellt, die bei Variation der
Ausgangsbeladung des Syntheseharzes sowie bei Variation der Amin-Komponente im
letzten Schritt der Alkyltriazen-Harz-Synthese erhalten wurden.

Eine Steigerung der Harzbeladung ist insbesondere aus okonomischen Griinden (mehr
reaktive Zentren bezogen auf die gleiche Harzmenge) wiinschenswert. Versuche hierzu
wurden an Merrifield-Harzen mit Beladungen zwischen 1,07 und 4,4 mmol/g gemacht.
Bei der hochsten untersuchten Ausgangsbeladung von 4,4 mmol/g traten zum einen
Probleme mit der Quellbarkeit des Harzes und damit der Zugdnglichkeit der reaktiven
Zentren im Inneren der Harzkugeln fiir das Reagenz auf. Auch wurden keine

reproduzierbaren Diazotierungs-Ergebnisse mehr erhalten. Nach Zugabe von fert.-
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Butylnitrit wurde eine heftige Gasentwicklung beobachtet, die auf eine Zerstdrung der
Diazoniumverbindung hindeutete. Offenbar wurde durch die hohe Beladung und die
damit verbundene lokale Substratkonzentration soviel Reaktionswiarme frei, dass trotz
Kiihlung eine Zerstorung der Diazoniumverbindung unter Freisetzung von Stickstoff
erfolgte. Auch die Durchfithrung der Diazotierung bei noch tieferen Temperaturen, eine
portionsweise Zugabe von tert.-Butylnitrit sowie eine Verringerung der tert.-Butylnitrit-
Konzentration fiihrte zur Zerstorung des Substrates am Harz.

Syntheseversuche auf Harzen mit Belegungen bis etwa 3 mmol/g hingegen waren
erfolgreich. Die Ausbeute an Triazen lag sogar noch iiber derjenigen, die bei Merrifield-
Harz mit einer Ausgangsbeladung von 1,07 mmol/g erhalten worden war (vgl. Tab. 3).
Die Synthese wurde ohne Modifikation der Vorschrift fiir niedrig beladenes Merrifield-
PS-Harz durchgefiihrt.

In Tab. 4 sind die Ergebnisse der Methyltriazen-Harz-Synthese an verschieden hoch
belegten Merrifield-PS-Harzen gezeigt. Bei Merrifield-Harz mit einer Ausgangsbeladung
von 2,0 mmol/g wurde mit 94 % die beste Ausbeute erhalten. Bei noch hoherer Beladung
nahm die Ausbeute wieder ab, was moglicherweise durch die abnehmende Quellbarkeit
des Polymers zu erkldren ist. Syntheseversuche an hochbeladenem Merrfield-Harz

(4,4 mmol/g) fiihrten wie bereits oben beschrieben zu keinem Ergebnis.

Synthese von Methyltriazen-Harz. Erhaltene Beladungen bei Variation der Ausgangs-
Harzbeladung. Die Werte in Klammern geben die jeweils theoretisch mdgliche Maximalbeladung
an.

Pos. Ausgangsbeladung Harzbeladung Ausbeute an
des Harzes Methyltriazen-Harz Triazen
[mmol/g] [mmol/g] * [Yo] **
1 1,07 0,69 (0,95) 72
2 1,40 0,88 (1,24) 71
3 1,70 1,23 (1,42) 87
4 2,00 1,54 (1,63) 94
5 2,60 1,69 (1,98) 85
6 2,99 1,88 (2,23) 84
7 4,40 ---(2,93) -—-

* Bestimmt durch Stickstoff-Elementaranalyse
** Bezogen auf die Ausgangsbeladung des Harzes
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Tab.5
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In Tab. 5 sind die Ergebnisse der Alkyltriazen-Harz-Synthese bei Variation der Amin-
komponente gezeigt. Auch hier wurde mit Merrifield-Harzen unterschiedlicher
Ausgangsbeladung gearbeitet. In der Tabelle sind die jeweils besten Ergebnisse fiir die

verschiedenen Amine aufgefiihrt.

Synthese von Alkyltriazen-Harzen. Erhaltene Beladungen bei Variation der Aminkomponente. Die
Werte in Klammern geben jeweils die theoretisch mdgliche Maximalbeladung an.

Pos. Alkylrest Ausgangsbeladung  Alkyltriazen- Ausbeute

des Harzes Harzbeladung an Triazen

[mmol/g] [mmol/g] * [%o] **
1 Methyl 2,00 1,54 (1,63) 94
2 n-Butyl 1,70 1,21 (1,34) 90
3 tert.-Butyl 1,07 0,37 (0,92) 40
4 n-Dodecyl 1,07 0,53 (0,83) 64
5 n-Pentadecyl 2,90 1,02 (1,53) 67
6  n-Octadecyl 1,07 0,51 (0,78) 65
7 Allyl 2,00 0,96 (1,60) 60
8 Benzyl 2,99 1,68 (1,90) 88
9  2-Phenylethyl 2,99 1,64 (1,85) 89
10  Cyclopropyl 2,99 1,52 (2,0) 76
11 13-Amino-4,7,10-trioxa-1- 2,00 0,84 (1,24) 68

tridecyl

12 4-Amino-1-butyl 2,00 1,30 (1,49) 87
13 2-(2-Pyridyl)ethyl 2,00 1,39 (1,42) 98
14 2-(1-Pyrrolidinyl)ethyl 2,99 1,64 (1,88) 87
15  2-(N,N-Diethylamino)ethyl 2,00 1,34 (1,43) 94
16 2-(1-Morpholinyl)ethyl 2,99 1,66 (1,79) 93

*  Bestimmt durch Stickstoff-Elementaranalyse

** Bezogen auf die Ausgangsbeladung des Harzes
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Abb. 26

Bei den hier beschriebenen Triazensynthesen wurde die oben beschriebene Vorschrift
ohne Modifikation iibernommen. Lediglich beim letzten Syntheseschritt, der Umsetzung
der polymergebundenen Aryldiazoniumverbindung mit dem jeweiligen Amin, wurde fiir
Amine, die in reinem DCM nicht oder nur schlecht 16slich sind, bis zu 20 Vol-% MeOH
bzw. THF zugegeben. Bei Umsetzungen mit langkettigen Alkylaminen erfolgte nach der
Synthese ein ausgiebiger Waschschritt im Losungsmittel des letzten Reaktionsschrittes,
um ein restloses Auswaschen des Amins aus dem Harz zu gewihrleisten. Die
eingesetzten Diamine mit zwei primdren Aminofunktionen — 1,4-Diaminobutan sowie
1,13-Diamino-4,7,10-trioxatridecan — wurden in 40fachem Uberschuss verwendet, um
eine Quervernetzung zu verhindern. In den entsprechenden Alkylierungsprodukten
miisste man im Falle einer Quervernetzung zweifach acylierte Produkte finden (Abb. 26).

Dies war nicht der Fall, eine Quervernetzung hat also nicht stattgefunden.

N
\\N -
Polymer
o ~o

2 RJ\OH // > Rj\o/\/\/\/o\n/R
// °

Eine zweifache Acylierung, wie sie im Falle von Quervernetzung bei der Triazensynthese mit
Diaminen zu erwarten ware, ist nicht zu beobachten.

Upscaling der Synthese von Alkyltriazen-Harzen

Die in den vorigen Abschnitten beschriebene Synthese beschrinkte sich auf
AnsatzgroBlen bis maximal 1 mmol Triazen. In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse
beschrieben, die beim Upscaling der Synthese von Alkyltriazen-Harzen auf bis zu
25 mmol erhalten wurden. Beispielsweise ergab die Synthese von Methyltriazen-Harz
ausgehend von 10,00 g Merrifield-Harz (2,58 mmol/g) 11,82 g Methyltriazen-Harz
(91 %) mit einer Beladung von 1,69 mmol/g. Die Versuchsvorschrift konnte hierfiir
nahezu unverdndert ibernommen werden. Lediglich der saure Waschschritt nach der
Harzbelegung zum Entfernen von iiberschiissigem Cs,CO; wurde unter Zugabe von
Eisessig zur Reaktionslosung und Riihren fiir 0,5 h durchgefiihrt. Bei der Diazotierung

musste zudem darauf geachtet werden, dass eine gute Abfiithrung der Reaktionswérme
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Tab. 6
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gewihrleistet war, da in erheblich groBeren Volumina gearbeitet wurde. Die Kiihlung
wurde bei —15°C in einer Eis/Kochsalz-Mischung durchgefiihrt, und auf 0 °C
vorgekiihltes fert.-Butylnitrit wurde so langsam zur Reaktionsmischung gegeben, dass zu
keiner Zeit eine Erwdrmung des Reaktionsgemisches stattfand. Danach wurde die
Temperatur noch fir 0,5h bei —15°C gehalten und anschlieBend langsam durch
Entfernen der Kéltemischung auf Raumtemperatur erwiarmt. Die erhaltenen Ausbeuten an
Triazen — bestimmt durch Stickstoff-Elementaranalyse — waren vergleichbar mit den im

Milligramm-Ma@stab erhaltenen und sind in Tab. 6 aufgefiihrt.

Alkyltriazen-Harz-Synthese an Merrifield-PS-Harz (2,58 mmol/g) im Gramm-Malfstab. Die Werte
in Klammern geben jeweils die theoretisch mdgliche Maximalbeladung an.

Pos. Alkylrest Alkyltriazen- Ausbeute

Harzbeladung  an Triazen

[mmol/g] * [Yo] **
1 Methyl 1,69 (1,99) 85
2 Ethyl 1,48 (1,93) 77
3 n-Butyl 1,57 (1,84) 85
4 n-Dodecyl 1,49 (1,52) >95
5 Allyl 1,54 (1,93) 80
6 Benzyl 1,41 (1,73) 82
7  4-Amino-1-butyl 1,37 (1,78) 77
8  13-Amino-4,7,10-trioxa-1-tridecyl 1,17 (1,54) 76
9  2-(N,N-Diethylamino)ethyl 1,46 (1,70) 86

*  Bestimmt durch Stickstoff-Elementaranalyse
** Bezogen auf die Ausgangsbeladung des Harzes
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3.1.5 Lagerfahigkeit von Alkyltriazen-Harz

Zur Bestimmung der Lagerfdhigkeit von Alkyltriazen-Harzen wurde von Alkyltriazen-
Harzen nach verschiedenen Lagerzeiten unter unterschiedlichen Bedingungen die
Beladung bestimmt. Alle Proben wurden unter Lichtausschluss aufbewahrt, da Triazene
photolabil sind [Eng90]. In Tab. 7 ist die Abnahme der Beladung verschiedener Chargen
Alkyltriazen-Harz dokumentiert. Langzeituntersuchungen zur Lagerung bei 4 °C stehen
noch aus. Nach neun Monaten Lagerung ist fiir Methyltriazen-Harz zwischen Lagerung
bei Raumtemperatur und 4 °C kein signifikanter Unterschied in der Beladungsabnahme
zu erkennen (Pos. 1 und Pos. 5 in Tab. 7). Diese Beobachtung steht im Einklang mit
friiheren Untersuchungen zur Temperaturstabilitit von Triazenen [Eng90].
Lichtausschluss ist bei der Lagerung deutlich wichtiger als Kiihlung.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die Dauer der Lagerung keinen Einfluss auf die

Reinheit der Alkylierungsprodukte hatte.

Tab. 7 Abnahme der Beladung von Alkyltriazen-Harzen nach Lagerung bei Raumtemperatur.

Pos. Alkylrest Temperatur Dauer der  Beladung Beladung
[°C] Lagerung nach nach

Synthese Lagerung

[mmol/g]*  [mmol/g]*

1  Methyl RT 9 Monate 0,88 0,84 (95 %)
2 Methyl RT 12 Monate 1,05 0,82 (78 %)
3 Methyl RT 18 Monate 1,49 0,95 (64 %)
4  Methyl RT 30 Monate 1,13 0,71 (63 %)
5 Methyl 4°C 9 Monate 1,69 1,58 (94 %)
6 Allyl 4°C 9 Monate 1,54 1,23 (80 %)
7  Benzyl 4°C 9 Monate 1,41 1,31 (93 %)

*  Bestimmt durch Stickstoff-Elementaranalyse
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3.2

Alkyltriazen-Harz als Alkylierungsreagenz in der PASP-Synthese

50

Nachdem im letzten Kapitel ausfiihrlich auf die Ausarbeitung der Synthesevorschrift fiir
Alkyltriazen-Harz eingegangen und die Ergebnisse fiir unterschiedliche Harzbeladungen
sowie bei Variation der Aminkomponente vorgestellt wurden, behandelt dieses Kapitel
die Verwendung von Alkyltriazen-Harz als Alkylierungsreagenz in der PASP-Synthese
(Abb. 27).

Alkylierung von Carbonsauren mit Alkyltriazen-Harz.

Zundchst wird anhand  ausgewidhlter  Beispiele die  Optimierung  der
Reaktionsbedingungen beschrieben. Nach einer Beschreibung der Kinetik der
Methylierungsreaktion wird gezeigt, dass die vorgestellte Methode bei der Ubertragung
primdrer Alkylreste isomerisierungsfrei verlduft. Es folgen die Ergebnisse der
Alkylierung ausgewihlter Carbonsduren sowie Abschnitte {iber Aminosdure- und
Peptidderivatisierung. Ein abschlieBendes Kapitel beschéftigt sich mit der Alkylierung
kombinatorischer ~ Substanzkollektionen. Alle Rohprodukte wurden aus tert.-
Butylalkohol/H,O (4:1) gefriergetrocknet und mit HPLC analysiert. Durch Vergleich der
Peakflichen bei einer Detektionswellenldnge von A =214 nm wurde die Produktreinheit
bestimmt. Anhand ausgewéhlter Beispiele erfolgte die Produktidentifikation NMR-
spektroskopisch sowie durch ES-(FTICR)-MS, EI-MS oder MALDI-MS.
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3.2.1 Alkylierung von Carbonsauren

Zur Alkylierung von Carbonsduren wurde eine Losung der entsprechenden Carbonsédure
in DCM, DCM/MeOH (bis 20 Vol-% MeOH) oder DCM/THF (beliebiges Verhéltnis)
zum Alkyltriazen-Harz gegeben. Die Bildung von Stickstoff wihrend der Reaktion zeigt
das Fortschreiten der Reaktion an. Fiir die Optimierung der Reaktionsbedingungen
musste den unterschiedlichen Reaktivititen der Triazene Rechnung getragen werden.
Methyltriazen-Harz beispielsweise hat sich als deutlich reaktiver als Allyl- oder
Benzyltriazen-Harz erwiesen. Um eine einheitliche Reaktionsfiihrung definieren zu
kénnen, wurden in Bezug auf eingesetzte Aquivalente und Reaktionsdauer jeweils die
Werte fiir das unreaktivste Triazen als Bezugsgrof3e genommen.

Bei den Sdurekomponenten musste die deutlich geringeren Reaktivitit von Aminosiuren
im Vergleich zu ,jnormalen” Carbonsduren sowie die Tatsache, dass bei langen
Reaktionszeiten Nebenprodukte auftraten, beriicksichtigt werden. Die Alkylierung von

Aminosduren und Peptiden wird in Kapitel 3.2.1.5 ausfiihrlich behandelt.

3.2.1.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden sowohl die eingesetzten
Uberschiisse als auch die Reaktionszeit fiir verschiedene Alkyltriazen-Harz systematisch
variiert. Als Sdurekomponente wurden Benzilsdure und 4-Nitrophenylessigsdure
verwendet. Diese Sduren haben sich beide als sehr reaktiv bei der Umsetzung mit

Triazenen gezeigt.

Variation des Alkyltriazen-Harz-Uberschusses

Methyltriazen- und Benzyltriazen-Harz wurden in verschiedenen Uberschiissen mit einer
Losung von Benzilsdure (I m in DCM) versetzt. Nach 16 h wurde die Reaktion durch
Abfiltrieren der Reaktionslosung beendet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Durch Vergleich der HPLC-Peakflichen von Edukt und Produkt wurde der
Umsetzungsgrad bestimmt. In Tab. 8 sind die bei Variation der eingesetzten Aquivalente
an Methyl- bzw. Benzyltriazen-Harz zur Alkylierung von Benzilsdure erhaltenen

Ergebnisse gezeigt. Die ,,krummen* Aquivalente-Werte in Pos. 5 — 9 erkliren sich durch
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eine lagerungsbedingte Abnahme der Harzbeladung. Die Beladung wurde nach erfolgter

Reaktionsoptimierung elementaranalytisch neu bestimmt.

Optimierung der Alkyltriazen-Harz-Aquivalente am Beispiel der Alkylierung von Benzilsdure. Die
Reinheiten sind HPLC-Reinheiten (4 = 214 nm).

Pos.  Methyltriazen-  Ester / Siure Pos.  Benzyltriazen-  Ester / Sdure
Harz-Aquivalente gHPpL,C [%] Harz-Aquivalente HPLC [%]

1 1,25 52 /48 5 0,93 18 /81
2 1,5 57/42 6 1,86 38/61
3 1,75 74 /24 7 1,78 61/38
4 2 100/0 8 3,72 72 /26

9 4,65 87/9

10 5 95/0

Wihrend ein zweifacher Uberschuss Methyltriazen-Harz (Pos. 1—4) bereits eine
quantitative Umsetzung brachte, waren im Falle des weniger reaktiven Benzyltriazen-
Harz fiinf Aquivalente zur vollstindigen Umsetzung nétig (Pos. 5 — 10).

Fiir weniger reaktive Sdurekomponenten war auch bei Verwendung von Methyltriazen-
Harz mit einem zweifachen Uberschuss noch keine quantitative Umsetzung erreicht. So
ergab die Umsetzung von 4-Nitrobenzoesidure mit einem zweifachen Uberschuss
Methyltriazen-Harz ein Gemisch aus Sdure (24 %) und Ester (75 %). Eine Erhdhung des
Uberschusses auf fiinf Aquivalente ergab das Produkt 4-Nitrobenzoesiduremethylester in
97 % HPLC-Reinheit.

Da eine einheitliche Reaktionsvorschrift ausgearbeitet werden sollte, die den
unterschiedlichen Reaktivitdten sowohl der Triazene als auch der Sduren Rechnung tragt,
wurden in den folgenden Experimenten jeweils fiinf Aquivalente Alkyltriazen-Harz

eingesetzt.

Variation der Reaktionszeit

Der eingesetzte Triazen-Uberschuss hat einen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit.
Aus diesem Grund wurde die Reaktionszeit fiir fiinffachen Uberschuss an Alkyltriazen-
Harz optimiert. Die Optimierung wurde mit 4-Nitrophenylessigsdure in DCM

durchgefiihrt. Die Substratkonzentration betrug 1 mg/ml. Die Aufarbeitung der
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Reaktionsmischung und die Ermittlung des Umsetzungsgrades erfolgte wie im vorigen
Abschnitt beschrieben. Die Alkylierung mit n-Alkyltriazen-Harzen verlduft deutlich
schneller als die Ubertragung von Resten wie Allyl oder Benzyl. Auch der pKs-Wert der
zu alkylierenden Séure hat einen merklichen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit.
Die Methylierung von 4-Nitrophenyl-essigsdure war bereits nach zwei Stunden beendet,
wihrend die Benzylierung derselben Sdure erst nach 16 h abgeschlossen war. Im
Folgenden wurde generell eine Reaktionsdauer von 16 h eingehalten. Bei der Alkylierung
von Aminosiuren und Peptiden wurde ein zehnfacher Uberschuss Triazen-Harz
verwendet. Dadurch konnte in diesen Féllen die Reaktionszeit auf 8 h verringert werden.

Hierauf wird in Kapitel 3.2.2.1 genauer eingegangen.

3.2.1.2 Kinetische Untersuchungen der Methylierung

Anhand der Umsetzung von 4-Nitrophenylessigsdure mit Methyltriazen-Harz zu 4-Nitro-
phenylessigsduremethylester konnte Aufschluss iiber die Kinetik der Methylierungs-
reaktion gewonnen werden.

Es wurden parallele Ansédtze gemacht, die nach definierten Zeiten durch Filtrieren der
Reaktionslosung abgebrochen wurden. Die Aufarbeitung der Reaktionsprodukte und die
Ermittlung des Umsetzungsgrades erfolgte wie in Kapitel 3.2 beschrieben. Die Daten
wurden dreifach bestimmt und entsprechend einer Reaktionskinetik erster sowie zweiter
Ordnung in einem Diagramm gegen die Reaktionszeit aufgetragen. Die Ergebnisse fiir
eine Kinetik zweiter Ordnung sind als Diagramm in Abb. 28 gezeigt. Die Auftragung des
Mittelwertes des Quotienten aus Reaktionszeit und Esterkonzentration gegen die
Reaktionszeit zeigt in sehr guter Nédherung einen linearen Verlauf. Die Gerade in der
Abbildung zeigt den linearen Fit (R=0,997). Dies deutet auf eine Reaktionskinetik
zweiter Ordnung hin und bestétigt die von Laila in Lésung gemachten Untersuchungen
[Lai89]. Aufgrund der geringen zeitlichen Verzégerung zwischen der Entnahme des
ReaktionsgefaBBes und dem Abfitrieren der Reaktionslosung (Beendigung der Reaktion)
ist die Ausgleichsgerade keine Ursprungsgerade. Es resultiert aber lediglich eine

Parallelverschiebung der Ausgleichsgeraden.
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Abb. 28 Die Auftragung des Quotienten aus Reaktionszeit und Esterkonzentration gegen die

Reaktionszeit weist auf eine Reaktionskinetik 2. Ordnung hin.

3.2.1.3 Isomerisierungsfreie Ubertragung von n-Alkylresten
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Am Beispiel der Alkylierung von Benzilsdure mit n-Butyltriazen-Harz wurde untersucht,
ob die Ubertragung von primiren Alkylgruppen isomerisierungsfrei verliuft, oder ob sich
intermediér ein primires Carbeniumion ausbildet, das liber eine Hydridverschiebung zum
sec.-Butyliumion und eine anschlieBende Wagner-Meerwein-Umlagerung zum fert.-
Butyliumion umlagern kann (Abb. 29). Freie n-Butyliumionen sind bekanntermalen
extrem instabil, und sie lagern sofort und quantitativ zum terz.-Butyliumion um [SmiO1].
Somit ldsst das erhaltene Produkt Riickschliisse auf den Reaktionsmechanismus zu.

Der von Laila vorgeschlagene Mechanismus fiir die Ubertragung primirer Alkylreste
verlduft konzertiert ohne intermedidre Ausbildung eines Carbeniumions [Lai89].
Entsprechend sollte keine Isomerisierung beobachtet werden konnen. Tréte hingegen eine
Isomerisierung auf, so wire dies ein Hinweis auf einen Reaktionsverlauf, bei dem

intermediar ein Carbeniumion entsteht.
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Darstellung von Benzilsdure-n-butylester und mogliche Nebenprodukte durch Isomerisierung
eines n-Butyliumions.

Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie wurde untersucht, ob es sich um den n-Butylester, den
sec.-Butylester, den tert.-Butylester oder ein Gemisch der drei Verbindungen handelt Als
Sédurekomponente wurde Benzilséure ausgewihlt. Zum einen verlduft die Umsetzung mit
Alkyltriazen-Harzen sehr gut (Tab. 11), und zum anderen liegen im Edukt nur
aromatische Protonen vor, deren Signale im '"H-NMR-Spektrum nicht mit den Signalen
des iibertragenen Butylrestes tiberlagern.

Das Rohprodukt der Umsetzung (AnsatzgroBe: 50 uM) wurde nach Entfernen des
Losungsmittels 1m Vakuum einmal aus fert.-Butylalkohol/H,O (4:1, v:v)
gefriergetrocknet. AnschlieBend wurde das Produkt in CDCl; aufgenommen und direkt
'H- und ""C-NMR-spektroskopisch vermessen. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt eine
Produktreinheit >98 % an (Abb. 95 in Kapitel 8.2).

'H-NMR-Spektrum:

Es handelt sich nicht um ein Produktgemisch, und die vier Signalgruppen aliphatischer
Protonen schlieBen das Vorhandensein eines fert.-Butylesters aus, da man in diesem Fall
ein einzelnes Singulettsignal erwarten wiirde.

Sowohl anhand der chemischen Verschiebung als auch iiber das Aufspaltungsmuster
kann eine Aussage zugunsten des n-Butylesters getroffen werden. Wiirde das intermediér
entstehende n-Butyliumion zum sec.-Butyliumion umlagern, so wiirden im Endprodukt
zwel Methyl-, eine Methylen- und eine Methylidengruppe vorliegen — im Gegensatz zu
drei Methylen- und einer Methylgruppe im n-Butylrest. Die in beiden Fillen erwarteten
und die experimentell beobachteten Signalaufspaltungen sind in Tab. 9 aufgefiihrt. Die

beiden mittleren Signale sind in ihrem Aufspaltungsmuster nicht aufzuschliisseln.
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Abb. 30 'H-NMR-Spektrum (Ausschnitt) des Rohproduktes der Umsetzung von Benzilsdure mit
n-Butyltriazen-Harz und Zuordnung der Signalgruppen der aliphatischen Protonen.

Tab.9 Im 1H-NMR-Spektrum erhaltene Signale (links) und erwartetes Aufspaltungsmuster flr einen
n-Butyl- (Mitte) und einen sec.-Butylrestes (rechts).

erhaltene Signale n-Butyl Aufspaltungs- sec.-Butyl Aufspaltungs-
o [ppm] muster muster
4,19 (t, 2H) -CH»- t CH;- d
1,54 (m, 2H) -CH,- tt -CH- tq
1,19 (m, 2H) -CH»- tq -CH»- dq
0,78 (t, 3H) -CH3; t -CH3; t

Das 1H-NMR—Spektrum zeigt anhand der Verschiebungswerte, dem Aufspaltungsmuster
der Signale und den Integralverhiltnissen, die das Protonenverhéltnis widerspiegeln, dass
keine Isomerisierung stattgefunden hat. Diese Beobachtung wurde durch das "*C- und das

BC-DEPT135-NMR-Spektrum bestitigt.
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3C- und *C-DEPT135-NMR-Spektren:

Im C-Spektrum sieht man vier Signale im Bereich aliphatischer C-Atome (Abb. 95 in
Kapitel 8.2), was ebenfalls bestdtigt, dass ein einheitliches Produkt vorliegt. Dass es sich
um den n-Butylester handelt, wurde durch das *C-DEPT135-NMR-Spektrum bestitigt.

Methyliden- und Methyl-Kohlenstoffatome zeigen im *C-DEPT135-NMR-Spektrum ein
negatives Signal, wihrend Methylen-Kohlenstoffatome ein positives Signal erzeugen.
Quartdre Kohlenstoffatome erzeugen kein Signal. Die drei negativen Signale im
Spektrum (Abb. 31) zeigen drei CH,-Gruppen an und das positive Signal bei
0 =13,92 ppm eine CH- oder CH;3-Gruppe, wobei nur das Vorliegen einer CH3-Gruppe
strukturell Sinn macht. Es handelt sich also sicher um den n-Butylester der Benzilséure.

Am Beispiel der n-Butylierung von 4-Nitrophenylessigsdure wurde gezeigt, dass
Veresterungen von  Carbonsduren mit  polymergebundenen  n-Alkyltriazenen
isomerisierungsfrei verlaufen. Zusammen mit dem Ergebnis der kinetischen
Untersuchungen (eine Reaktionskinetik 2. Ordnung) ldsst sich feststellen, dass die PASP-
Variante der Alkylierung von Carbonsduren mit 1-Alkyl-3-aryltriazenen nach demselben

Mechanismus zu verlaufen scheint, wie er fiir die entsprechende Reaktion in Losung

diskutiert wird.
2 4
N N
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Abb. 31 13C-DEPT135-NMR-Spektrum (Ausschnitt) des Rohproduktes der Umsetzung von Benzilsdure
mit n-Butyltriazen-Harz. Zuordnung der aliphatischen Signale. Die drei negativen Signale zeigen
das Vorliegen von Methylengruppen. Das positive Signal bei = 13,92 ppm zeigt das Vorliegen
einer Methyliden- oder Methylgruppe.
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3.2.1.4 Alkylierungsergebnisse

Mit den optimierten Reaktionsbedingungen wurden Carbonsiurealkylierungen
durchgefiihrt. Die Sduren (I m in DCM, DCM/MeOH oder THF) wurden mit einem
fiinffachem Uberschuss Alkyltriazen-Harz bei Raumtemperatur fiir 16 h umgesetzt.
Durch systematische Variation der Sdurekomponente wie auch des {tbertragenen

Alkylrestes konnte die Vielseitigkeit der Methode gezeigt werden.

i i
1 > 1 _R
R OH R (@]
DCM, DCM/MeOH oder THF
RT, 16 h

Abb. 32 Alkylierung von Carbonsauren mit Alkyltriazen-Harz.

58

Besonderes Augenmerk wurde auf die strukturelle und elektronische Diversitdt sowohl
der Sduren als auch der {Ubertragenen Alkylreste gelegt. Neben ,,gewohnlichen®
Carbonsduren wurden auch Aminosduren und Peptide (Kapitel 3.2.1.5) sowie
Bibliotheken von ,drug-like-molekules® mit sehr guten FErgebnissen zu den
entsprechenden Estern umgesetzt (Kapitel 1.1.1).

Auch in Bezug auf den zu iibertragenden Alkylrest unterliegt die Methode nur wenigen
Einschrinkungen. Versuche mit sek.- und tert.-Alkyltriazen-Harz fiihrten zu keinen
zufriedenstellenden Ergebnissen, im Fall von tert.-Butyltriazen-Harz konnte {iberhaupt
kein Alkylierungsprodukt nachgeweisen werden. Bei der Ubertragung primérer
Alkylreste hingegen gab es fiir nahezu alle untersuchten Alkylierungsharze vergleichbar
gute Ergebnisse. So wurden aliphatische Reste von Methyl bis n-Pentadecyl,
funktionalisierte Alkylreste, Allyl und Benzyl erfolgreich iibertragen. Auch die
Alkylierung mit Resten, die einen heterocyclischen Ring tragen, waren erfolgreich. Hier
ist insbesondere die Akylierung mit dem 2-(1-Morpholinyl)ethyl-Rest zu erwidhnen.
Dieser Rest wird hdufig zur Verbesserung der Bioverfiigbarkeit von Pharmakophoren
eingesetzt.

In Tab. 10 sind die Ergebnisse der Umsetzung von 4-Nitrophenylessigsdure mit
verschiedenen Alkyltriazen-Harzen gezeigt und Abb. 33 illustriert die Variabilitidt an

iibertragbaren Alkylresten. Die angegebenen Reinheiten sind Rohproduktreinheiten.
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Bis auf die Umsetzung mit 6-Hydroxy-1-hexyltriazen-Harz konnte in keinem Fall mehr
Edukt im Rohproduktgemisch nachgeweisen werden. Die erhaltenen HPLC-
Rohproduktreinheiten liegen alle iiber 80 %, in einigen Fillen sogar deutlich iiber 95 %.

Pos. 8 in Tab. 10 wurde durch Alkylierung von 4-Nitrophenylessigsdure mit Triazen-
Harz erhalten, zu dessen Synthese O,0’-Bis(2-aminopropyl)-PEG 500 eingesetzt worden
war. Mit m/z =764 liegt die Masse des Produktes jedoch 17 m/z-Einheiten unter der fiir
das Produkt erwarteten. Aufschluss brachte eine Untersuchung des Eduktes. Schon der
Geruch wies auf ein Entweichen von Ammoniak hin, was durch ES-FTICR-Massen-
spektrometrie bestétigt wurde. Im Edukt lag also bereits eine Verbindungsgemisch vor,
das durch Eliminierung von ein oder zwei NH;-Molekiilen entstanden war. Da das
Produkt der einfachen Eliminierung noch zum Triazen reagieren konnte, wurde im
ES-Massenspektrum des Alkylierungsproduktes die entsprechende Produktmasse von

m/z = 764 gefunden (Abb. 33).

Ergebnisse der Umsetzung von 4-Nitrophenylessigsdure mit verschiedenen Alkyltriazen-Harzen.
Der Wert in Klammern bei Pos. 6 bezeichnet nicht umgesetztes Edukt.

Pos. Alkylrest HPLC
[%o]
1 Methyl >98
2 Ethyl >98
3  n-Butyl >98
4  tert.-Butyl -—--
5 n-Dodecyl >98

6  6-Hydroxy-1-hexyl 63 (33)
7  13-Amino-4,7,10-trioxa-1-tridecyl 85
8  O-(2-Propenyl)-PEG-500 92
9 Allyl 97
10 Benzyl 96
11 2-(2-Pyridyl)ethyl 92
12 2-(Diethylamino)ethyl 91
13 2-(2-Thienyl)ethyl 89
14 2-(1-Morpholinyl)ethyl 81
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Abb. 33 Beispielverbindungen der Alkylierung von 4-Nitrophenylessigsaure.

In der folgenden Aufstellung sind die Ergebnisse der Alkylierung strukturell und
elektronisch unterschiedlicher Carbonsduren gezeigt (Tab. 11). Auch die hier ange-
gebenen Reinheiten sind Rohproduktreinheiten.

Sowohl bei Benzilsdure — Hydroxydiphenylessigsdure — als auch bei 4-Benzoyl-
buttersdure, die in Keto-Enol-Tautomerie mit 5-Hydroxy-5-phenyl-4-pentensdure steht,
wurde keine Veretherung beobachtet (siehe hierzu auch Kapitel 3.2.1.5). Auch
a, f-ungesittigte Carbonsduren zeigten sehr gute Alkylierungsergebnisse. Lediglich die
Umsetzung ungeschiitzter Aminosduren fiihrte zu keinem Alkylierungsprodukt. Darauf
wird in Kapitel 1.1.1 genauer eingegangen In Abb. 34 sind einige Beispielverbindungen

der Alkylierung bei Variation der Sdurekomponente und der Alkylreste gezeigt.
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Tab. 11 Carbonsaureester: Alkylierungsergebnisse bei Variation der Saurekomponente und des
Ubertragenen Alkylrestes.

Pos. Siurekomponente HPLC-Reinheiten der Alkylierungs-Rohprodukte [%]
Methyl n-Butyl 2-(2-Pyridyl)ethyl weitere Reste

1 Benzilsdure >98 >98 94 96 (n-Pentadecyl)
2 2-(6-Methoxy-2- >98 91 91
naphthyl)propansdure
4-Benzoylbuttersiure 86 87 76
4  4-Nitrobenzoesdure 97 >98 72
3-(Trifluormethyl)- >08 86 92
zimtsdure
6 3-Nitrozimtsdure 95 89 91

0o
0]

Abb. 34 Beispielverbindungen der Alkylierung von Carbonsauren.

Abb. 35 zeigt die HPLC-Chromatogramme der drei Alkylierungsprodukte 4-Nitrophenyl-
essigsduremethylester (>98 %), Benzilsdure-n-butylester (96 %) und 3-Nitrozimtsdure-2-

(2-pyridyl)ethylester (91 %). Die angegebenen Reinheiten sind Rohproduktreinheiten.
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Abb. 35 HPLC-Chromatogramme (Rohprodukte) von: a) 4-Nitrophenylessigsauremethylester (HPLC-
Reinheit: >98 %) b) Benzilsaure-n-butylester (HPLC-Reinheit: 96 %) c) 3-Nitrozimtsaure-2-(2-
pyridyl)ethylester (HPLC-Reinheit: 91 %).
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Abb. 36 zeigt das ES-FTICR-Massenspektrum von Benzilsdure-2-(2-pyridyl)ethylester.
Indiziert wurden der [M+H]'-Peak mit m/z=334,14, das Natrium-Addukt mit
m/z = 356,12 sowie der [M+H-H,0] -Peak mit m/z = 316,13. Die Produktreinheit betrigt
nach HPLC 92 %.

4.0e+07 22
7 N ﬁ’ ©
] ~ ™M
3.5e+07 AR
| 1 /\n
3.0e+07 HO o Sy
2.5+07 - O
2.0e+07 -
] IM+H]*, oo, M/z = 334,14
1 M+H]*_  : m/z = 334,14
1.5e+07 | (M eq,
1.0e+07 -
5.0e+06
0.0e+00 7.1‘”‘ |‘.‘ ‘\]“. ‘.i‘. ‘LTL‘(““.L‘ J‘m‘ ‘.I‘ - “‘ ‘tL“ “l‘ “\‘ ‘Iu‘ s
200 300 400 500 600 m/z

Abb. 36 ES-FTICR-MS von Benzilsaure-2-(2-pyridyl)ethylester ((M+H]"neor: m/z = 334,14).
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3.2.1.5 Versuche zur Alkylierung von Alkoholen

In diesem Abschnitt werden die Versuche zur Alkylierung von Alkoholen mit
Alkyltriazen-Harzen beschrieben. Die in Kapitel 3.2.1.4 beschriebenen Umsetzungen von
Substraten, die Hydroxygruppen trugen, hatten zu keiner Alkylierung am Hydroxy-
Sauerstoff gefiihrt. Auch die Zugabe von Trifluormethansulfonsdure, einer starken
Bronstedt-Saure, deren Anion praktisch keine nukleophilen Eigenschaften besitzt, fiihrte
zu keiner Alkylierung am Hydroxy-Sauerstoff. Vermutlich reicht einerseits die Aciditét
eines Alkohols nicht zur Triazen-Aktivierung aus, und zum anderen konnte durch die
Zugabe von Trifluormethansulfonsdure zwar die Aktivierung des Triazens erfolgen. In
diesem Fall wére aber kein alkylierbares Nukleophil an Ort und Stelle.

Phenole hingegen lassen sich alkylieren, allerdings erfolgt die Alkylierung sehr langsam
und fiihrt nicht zu hohen Produktreinheiten.

Pentafluorphenol (pKs=15,3) [Cas99] reagiert mit Methyltriazen in 65 % Reinheit
(HPLC, A2=214nm) zum entsprechenden Methylether. Bei dem weniger aciden
4-Nitrophenol (pKs = 7,16) [Wea85] fiihrt die Methylierung mit fiinffachem Uberschuss
Methyltriazen immerhin zu 45 % 4-Methoxynitrophenol. Weder eine verlidngerte
Reaktionszeit noch eine Erhdhung des Triazen-Uberschusses fiihrten zu einer Erhéhung

des Umsetzungsgrades. Abb. 37 zeigt das Reaktionsschema der Methylierungsreaktion.

Abb. 37 Methylierung von Phenolen mit Alkyltriazen-Harz.
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Die Ergebnisse der Alkylierung von Phenole zeigt Tab. 12. Elektronenziehende
Substituenten am aromatischen Rest beglinstigen erwartungsgemill die Alkylierung
durch eine Erhohung der Aciditit des Phenols. Phenole, die elektronenschiebende

Substituenten wie Methoxy oder Methylendioxy tragen, lassen sich nicht alkylieren.

Tab. 12 Ergebnisse der Alkylierung von Phenolen mit Alkyltriazen-Harzen.

Pos. Phenol HPLC [%] EI-MS
Produkt / Edukt
1  Pentafluorphenol 65 35 198
2 2,6-Dibromphenol 50 50 266
3 4-Nitrophenol 45 55 153
4  2-Methyl-1-naphthol 35 58 172
5 3-Hydroxyxanthon 12 88 226
6 4-Methoxyphenol 0 100 -
7  3,4-Methylendioxyphenol 0 100 -
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3.2.2 Schutzgruppenubertragung auf Aminosauren und Peptide

In der Peptidsynthese, in Losung oder an der Festphase, spielt die Wahl der
Schutzgruppen eine entscheidende Rolle, um Fehlsequenzen zu verhindern und somit im
Hinblick auf Ausbeute und Reinheit der Syntheseprodukte [Gre99]. Wichtige C-terminale
Schutzgruppen in diesem Zusammenhang sind die Methyl-, Allyl- und die Benzylgruppe.
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Ubertragung dieser drei Schutzgruppen auf
Aminosduren und Peptide beschrieben. In Vorversuchen zur Alkylierung ungeschiitzter
Aminosduren und Peptide wurde erwartungsgemall kein Alkylierungsprodukt erhalten.
Vermutlich lag dies einerseits an der schlechten Loslichkeit freier Aminosduren in den
fiir Alkyltriazen-Harze in Frage kommenden Losungsmitteln. Abhilfe schaffen konnte
hier ein Wechsel zu Trigermateralien, die mit Wasser kompatibel sind. AuBlerdem liegen
diese ungeschiitzten Spezies als inneres Salz vor, und die Séaurestirke der
Ammoniumgruppe ist offensichtlich nicht ausreichend zur Aktivierung der Triazene.

Das Reaktionsschema der Alkylierung von N-geschiitzten Aminosduren und Peptiden ist

in Abb. 38 gezeigt.

N
2
; AS/ sG 1 AS/ 2
SG—N . COOH - —_
VI Peptid = SNy coo—s¢

Abb. 38 Ubertragung von Schutzgruppen (SGZ) auf den C-Terminus von N-geschitzten Aminosauren

(AS) und Peptiden durch Alkylierung mit Alkyltriazen-Harz.

3.2.2.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen
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Zur Evaluation der Verwendbarkeit polymergebundener Triazene zur Aminosdure- und
Peptidderivatisierung wurden in ersten Versuchen N-terminal Fmoc-geschiitzte
Aminoséduren eingesetzt, die mit Methyl-, Allyl- und Benzyltriazen-Harz alkyliert wurden
[Sme01]. Diese drei Alkylgruppen stellen gdngige Vertreter C-terminaler Schutzgruppen
flir Aminosduren und Peptide dar. Als Aminosduren wurden Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, und Fmoc-Asp(OtBu)-OH ausgewéhlt. In ersten Versuchen wurden

die Triazene in 2,5-fachem Uberschuss und die Aminosduren in einer Konzentration von
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1 mg/ml in DCM eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen waren 16 h bei Raumtemperatur.
Die HPLC-Chromatogramme der Produkte zeigten, dass diese Umsetzungen
unvollstindig waren, und dass zudem Verunreinigungen bzw. Nebenprodukte auftraten.
Vergleichsumsetzungen derselben Harzchargen mit den Carbonsduren Benzilsdure und
4-Nitrophenylessigséure unter gleichen Bedingungen fiihrten zwar im Fall von Allyl- und
Benzyltriazen-Harz ebenfalls zu unvollstindiger Umsetzung, jedoch waren in den
entsprechenden HPLC-Chromatogrammen nur die Peaks von Edukt und Produkt zu
sehen. Offenbar handelte es sich bei den Verunreinigungen bei der Alkylierung von
Aminoséduren nicht um solche, die aus dem Harz ausgewaschen worden waren, sondern
um Nebenprodukte der Alkylierungsreaktion. Diese Nebenproduktbildung konnte durch
eine auf 8 h verkiirzte Reaktionszeit bei gleichzeitiger Erhohung des eingesetzten
Alkyltriazen-Harz-Uberschusses auf 10 Aquivalente unterdriickt werden, sodass auf die
Aufkldrung der Natur der Nebenprodukte verzichtet wurde. Die Ergebnisse der

Umsetzungen zur Reaktionsoptimierung sind in Tab. 13 dokumentiert.

C-terminale Alkylierung von Aminosduren. Optimierung der Reaktionsbedingungen bei
Verwendung von Methyl-, Allyl- und Benzyltriazen-Harz.

Pos. Aminosiure Alkylrest Reaktionsbedingungen
2,5eq.,16 h 10 eq.,8 h
1 Fmoc-Phe-OH Methyl 96 >98
2 Allyl 16 89
3 Benzyl 20 98
7  Fmoc-Arg(Pbf)-OH Methyl 37 91
8 Allyl 5 85
9 Benzyl 13 85
13 Fmoc-Asp(OtBu)-OH  Methyl 63 95
14 Allyl 11 94
15 Benzyl 17 98
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3.2.2.2 Ergebnisse der Aminosaurederivatisierung

Anhand der Umsetzung ausgewdéhlter N-terminal Fmoc- und Boc-geschiitzter
Aminosduren wurde untersucht, ob die Alkylierung mit Alkyltriazen-Harz kompatibel
mit den gédngigen Schutzgruppen in der Peptidchemie ist. Es wurden zu diesem Zweck
sowohl in der Seitenkette ungeschiitzte als auch geschiitzte Aminosduren eingesetzt.
Auch N- und C-terminal geschiitzte Asparaginsdure und Glutaminsdure konnten in der
Seitenkette erfolgreich alkyliert werden. Als Alkyltriazen-Harz wurden wiederum
Methyl-, Allyl- und Benzyltriazen-Harz verwendet. Bis auf wenige Ausnahmen
(Allylierung und Benzylierung von Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Met-OH sowie Fmoc-
Cys(tButhio)-OH) wurden gute bis exzellente Rohproduktreinheiten erhalten. Auch im
Hinblick auf die verwendeten Schutzgruppen wurden keine Inkompatibilititen
festgestellt. Die Ergebnisse dieser Umsetzungen sind in Tab. 14 aufgefiihrt. Zur

Alkylierung der proteinogenen Aminosduren siche Kapitel 3.2.2.2.

Tab. 14 Ergebnisse der Aminosaurederivatisierung mit Methyl-, Allyl- und Benzyltriazen-Harz.
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Pos. Aminosaure HPLC [%]
Methyl Allyl Benzyl
1 Fmoc-Gly-OH >98 90 87
2 Fmoc-lle-OH 93 96 98
3 Fmoc-Aib-OH 98 90 90
4 Fmoc-1-Amino-Chx-OH 98 80 73
5 Boc-Phe-OH >08 89 95
6 Fmoc-Ser-OH 95 80 72
7  Boc-Ser(Bzl)-OH 85 92 93
8 Boc-Tyr-OH >98 79 80
9  Fmoc-Trp-OH >98 64 68
10 Fmoc-Met-OH 97 66 51
11 Boc-Arg(Mts)-OH 98 88 87
12 Fmoc-Lys(Boc)-OH >98 93 97
13 Fmoc-Lys(Mtt)-OH 94 93 95
14 Boc-Lys(Fmoc)-OH 98 97 98
15 Fmoc-Glu(OtBu)-OH 98 96 80
16 Fmoc-Asp(OH)-OtBu >98 92 96
17 Fmoc-Glu(OH)-OtBu 97 84 88
18 Fmoc-Cys(Trt)-OH 98 70 61
19 Fmoc-Cys(tButhio)-OH 98 88 85
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Abb. 39 zeigt die HPLC-Chromatogramme der Produkte der Umsetzungen von
Boc-Arg(Mts)-OH mit Methyltriazen-Harz, Fmoc-Asp(OH)-OtBu mit Allyltriazen-Harz
und Boc-Lys(Fmoc)-OH mit Benzyltriazen-Harz. Abb. 97 in Kapitel 8.2 zeigt das 'H-
und das *C-NMR-Spektrum von Boc-Phenylalaninmethylester.
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Abb. 39 HPLC-Chromatogramme (Rohprodukte) von: a) Boc-Arg(Mts)-OMe (HPLC-Reinheit: 98 %)
b) Fmoc-Asp(OAll)-OtBu (HPLC-Reinheit: 92 %) c) Boc-Lys(Fmoc)-OBzl (HPLC-Reinheit: 98 %).
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Die Aminosdure Fmoc-Phe-OH wurde exemplarisch mit weiteren Resten alkyliert. So
konnten lédngerkettige aliphatische Reste ebenso wie heterocyclische Reste und PEG-
enthaltende Reste erfolgreich auf diese Aminosdure iibertragen werden. Tab. 15 zeigt die

Ergebnisse dieser Umsetzungen.

Tab. 15 Ergebnisse der Umsetzung von Fmoc-Phe-OH mit Alkyltriazen-Harzen bei Variation des

Alkylrestes.
Pos. Alkylrest HPLC

[%o]
1 Methyl >98
2 Ethyl >98
3  n-Butyl 86
4  Benzyl 98
5  Allyl 89
6  13-Amino-4,7,10-trioxa-1-tridecyl 79
7 2-(2-Pyridyl)ethyl 80

3.2.2.3 Untersuchung auf Aminosaureracemisierung
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Der Erhalt der Konfiguration bei der Alkylierung von Aminosduren und Peptiden ist von
besonderer Bedeutung. Aus diesem Grund wurden alle 19 chiralen proteinogenen
Fmoc-L-Aminosduren mit Ethyltriazen-Harz in die entsprechenden Ethylester iiberfiihrt
und mit chiraler GC auf Racemisierung untersucht. Hierzu wurde ein zehnfacher
Uberschuss Ethyltriazen-Harz mit der Aminosiure (1 m in DCM/MeOH (10:1; v:v)) bei
Raumtemperatur fiir 8 h umgesetzt. Die Rohprodukte der Umsetzungen, die
entsprechenden Aminosdureethylester, wurden einmal aus fert.-Butylalkohol/H,O (4:1;
viv) gefriergetrocknet und anschlieBend mit HPLC analysiert. Fiir die
Racemisierungstests wurden die Fmoc-Aminosdureester mit Piperidin/DCM Fmoc-
entschiitzt, anschlieBend wurde mit 2M HCI/Ethanol behandelt. Hierbei werden die
Seitenkettenschutzgruppen abgespalten und Asparaginsdure sowie Glutaminsiure
verestert. Nachfolgend wurden die Proben mit TFAA/DCM behandelt, wobei die
N-Termini wie auch freie Seitenkettenschutzgruppen trifluoracetyliert wurden. Histidin

wurde an der Seitenkette methoxycarbonyliert. Diese N-terminal als Trifluoracetamid,
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C-terminal als Ethylester derivatisierten Aminosduren wurden im GC {ber eine
Kapillarsdule mit chiraler stationdrer Phase getrennt. Als chirale stationdre Phase wurde
Lipodex-E (30 % in Dimetylpolysiloxan) oder Chirasil-Val verwendet [Fra78]. Die
Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tab. 16 gezeigt. Fmoc-Gly-OH ist als nichtchirale

Aminosidure der Vollstindigkeit halber mit in die Tabelle aufgenommen worden.

Tab. 16 HPLC-Reinheiten der AS-Ethylester und Ergebnis der Untersuchung auf Racemisierung mittels
chiraler GC-MS.

Pos. Aminosiureester HPLC L-Form/D-Form e.e. Saulen-
[%] [%] [%] material *
1  Fmoc-Ala-OEt 98 99,39 0,61 98,78 a
2 Fmoc-Cys(Trt)-OEt 96 98,44 1,56 96,88 a
3 Fmoc-Asp(OtBu)-OEt  >98 99,74 0,26 99,48 b
4 Fmoc-Glu(OtBu)-OEt  >98 99,13 0,87 98,26 b
5  Fmoc-Phe-OEt >98 99,86 0,14 99,72 b
6  Fmoc-Gly-OFEt >98 - - - -
7  Fmoc-His(Trt)-OEt 85 99,96 0,04 99,92 b
8  Fmoc-Ile-OEt >98 99,67 0,33 99,34 a
9  Fmoc-Lys(Boc)-OEt 96 99,73 0,27 99,46 a
10 Fmoc-Leu-OEt 98 99,61 0,39 99,22 a
11 Fmoc-Met-OEt 98 99,86 0,14 99,72 a
12 Fmoc-Asn(Trt)-OEt 95 99,47 0,53 98,94 a
13 Fmoc-Pro-OEt 97 99,59 0,41 99,18 a
14 Fmoc-GlIn(Trt)-OEt 90 99,77 0,23 99,54 a
15 Fmoc-Arg(Pbf)-OEt 95 n.b. n.b. n.b. b
16  Fmoc-Ser(tBu)-OEt >98 99,09 0,91 98,18 b
17  Fmoc-Thr(tBu)-OEt 98 99,61 0,39 99,22 a
18 Fmoc-Val-OEt 98 99,86 0,14 99,72
19 Fmoc-Trp(Boc)-OEt 77 99,73 0,27 99,46 b
20  Fmoc-Tyr(tBu)-OEt 98 99,62 0,38 99,24 a

* a: Lipodex-E (30 % in Dimethylpolysiloxan), b: Chirasil-Val.
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Bis auf Cystein liegen die Racemisierungsraten unter 1 %. Die Aminosdure Arginin war
der GC-Untersuchung leider nicht zuginglich, weshalb in diesem Fall keine Aussage
iiber den Enatiomeren-Uberschuss gemacht werden kann. Da Arginin aber nicht als
besonders racemisierungsfreudig bekannt ist, kann davon ausgegangen werden, dass auch
hier nur in sehr geringem Umfang eine Racemisierung stattgefunden hat. Eine

Quantifizierung mit GC-MS ist Gegenstand weiterfithrender Untersuchungen.

3.2.2.4 Aminosaurealkylierung mit einer Alkyltriazen-Harz-Kollektion

Fmoc-geschiitztes Phenylalanin wurde mit einem &quimolaren Gemisch von fiinf
Alkyltriazen-Harzen (2 eq. pro Alkyltriazen-Harz) in DCM umgesetzt (Abb. 40). Als
polymergebundene Triazene wurden Methyl-, n-Butyl-, Benzyl-, 2-(2-Pyridyl)ethyl- und
2-(1-Morpholinyl)ethyltriazen-Harz verwendet.
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Fmoc” OH

R! = Methyl c d

n-Butyl

Benzyl
2-(2-Pyridyl)ethyl
2-(1-Morpholinyl)ethyl

S

N N
Fmoc” o

Abb. 40 Syntheseschema der Umsetzung von Fmoc-Phe-OH mit einer Kollektion von flnf Triazenen.
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Das Reaktionsprodukt, eine Mischung der entsprechenden fiinf Ester, wurde — nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum — ohne weitere Aufreinigung mit Mikro-
HPLC-ES-FTICR-Massenspektrometrie analysiert. Abb. 41 =zeigt den Kontourplot
(HPLC-Retentionszeit gegen das m/z-Verhiltnis) der Produktkollektion. Der Vergleich
der Peakflichen der Produkte im UV-Chromatogramm zeigt vergleichbare
Umsetzungsraten fiir die jeweiligen Alkylreste. Im Kontourplot der HPLC-MS-Kopplung
zeigen die Verbindungen d und e deutlich stirkere Signalintensititen als die
Verbindungen a, b und c. Dies liegt an der hoheren Protonierungswahrscheinlichkeit
durch die stickstoffhaltigen 2-(2-Pyridyl)ethyl- und 2-(1-Morpholinyl)ethylreste.

Mit dieser Umsetzung konnte erfolgreich gezeigt werden, dass auch Umsetzungen mit
Mischungen von Alkyltriazen-Harzen ohne eine starke Diskriminierung in Bezug auf die

ibertragenen Alkylreste moglich ist.
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Abb. 41 Ausschnitt aus dem Konturplot (m/z gegen tg) der Umsetzung von Fmoc-Phe-OH mit einer
Kollektion von fiinf Triazenen und Zuordnung der Signale (vgl. Abb. 40). Die Verbindungen d und
e zeigen aufgrund der basischen Substituenten deutlich intensivere Signale als a, b und c.
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3.2.2.5 Ergebnisse der Peptidderivatisierung

Die fiir die Alkylierung von Aminosduren optimierten Bedingungen wurden zur
Derivatisierung von Peptiden verwendet. Aus naheliegenden Griinden (bereits aus den 20
proteinogenen Aminosduren lassen sich 400 Dipeptide, 8 000 Tripeptide, usw.
synthetisieren) konnte nur eine willkiirliche Auswahl an Peptiden getroffen werden. Es
wurden Peptide ausgewdhlt, die sich in Kettenlinge, Sequenz und Schutzgruppen und
damit in ihren sterischen und elektronischen Eigenschaften unterscheiden. Damit erfolgte
die Evaluation der Methode. Die Peptide wurden jeweils in DCM bzw. DCM/MeOH (bis
20 Vol-% MeOH) zu 10 eq. des entsprechenden Alkyltriazen-Harzes gegeben und bei
Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung filtriert und wie
weiter oben beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse dieser
Umsetzungen sind in Tab. 17 gezeigt. Bei den Peptiden handelt es sich um Zwischen-
produkte bei der Synthese léngerkettiger Peptide, die vor der Alkylierung nicht

aufgereinigt und als Rohprodukte eingesetzt wurden.

Tab. 17 Ergebnisse der C-terminalen Alkylierung von Peptiden mit Alkyltriazen-Harz.
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Pos. Peptid Alkylrest [M+H]" HPLC
[Yo]*
1 Fmoc-Ala-Ala-OH Methyl 397 90
2 Fmoc-Ala-Ala-OH Allyl 423 51 (47)
3 Fmoc-Ala-Ala-OH Benzyl 473 52 (44)
4 Fmoc-Ile-Gly-OH Methyl 425 81
5  Fmoc-Ile-Gly-OH Allyl 451 54 (39)
6  Fmoc-Ile-Gly-OH Benzyl 501 52 (39)
7 Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH Methyl 426 94
8  Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH Allyl 452 49(49)
9  Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH Benzyl 502 38(62)
10  Boc-Ala-Aib-OH Methyl 289 82
11 Fmoc-Arg-Leu-OH Methyl 510 62
12 Boc-Pro-Val-Aib-Aib-OH Methyl 499 77
13 Boc-(Ala-Aib),-Ala-Lys(Z)-OH  Methyl 778 84
14 Boc-(Aib-Ala)s-OH Methyl 899 48

* Die Werte in Klammern bezeichnen nicht umgesetztes Edukt (HPLC).
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Die hervorragenden Ergebnisse der Aminosdurederivatisierung wurden bei der
Peptidalkylierung nicht erreicht. Dies zeigte sich durch deutlich geringere
Umsetzungsraten und vermehrte Nebenproduktbildung. So ergab die Methylierung von
Fmoc-lle-Gly-OH das Produkt in einer HPLC-Reinheit von 81 %, wihrend die
Benzylierung desselben Peptides nur zu einer Produktreinheit von 52 % bei 39 % nicht
umgesetztem Edukt fiihrte. Eine auf 18 h verlidngerte Reaktionszeit brachte trotz erhohten
Umsatzes —noch 25 % restliches Edukt — nur eine geringe Erh6hung der Produktreinheit
auf 54 %. Die zusitzliche Erhéhung des Uberschusses an Alkyltriazen-Harz auf 15 eq.
bei einer auf 18 h verlingerten Reaktionszeit brachte zwar eine Erhohung des
Umsetzungsgrades, jedoch traten vermehrt Verunreinigungen auf, sodass die
Produktreinheit mit 59 % bei 11 % nicht umgesetztem Edukt nur geringfiigig erhoht
werden konnte.

In den folgenden Unterkapiteln sind zwei Umsetzungen genauer ausgefiihrt. Darunter
auch  Alkylierungen von N“-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-
cystein (Pam3;Cys-OH), einem Analogon des N-Terminus des Lipoproteins aus

Escherichia coli [Wie83].

Methylierung von Boc-(Ala-Aib),-Ala-Lys(Z)-OH

Das Eduktpeptid (1 mg; HPLC-Reinheit 87 %) wurde in DCM (1 ml) gelost und mit
Methyltriazen-Harz versetzt. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur fiir 16 h

durchgefiihrt.

DCM, RT, 8 h

vl Wl Wl P w9 y 9
Boc,\N N\HN N\HN N on 10 eq. Methyltriazen-PS BOC\N%(N\HN%(N\HNJ\(N 0—CH;
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Abb. 42 Methylierung des Hexapeptids Boc-(Ala-Aib),-Ala-Lys(Z)-OH.

Das HPLC-Chromatogramm des Produkts zeigt die Umsetzung des Peptids zum
entsprechenden Methylester, der bei einem Umsetzungsgrad von nahezu 100 % in einer
Reinheit von 85 % erhalten wurde. Abb. 43 zeigt die HPLC-Chromatogramme von Edukt

und Produkt. Die Peaks jeweils links neben dem Hauptpeak gehdren zu einem
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Diastereomer, das durch partielle Racemisierung des L-Alanins in Position 5 bei der
klassischen Segmentkupplung zur N-Boc-Hexapeptidsdure entstanden ist [Kur89]. In
Abb. 44 ist das ES-FTICR-MS des Produktes gezeigt. Man sieht den [M+H]"-Peak bei

m/z="T778,43 und den ungewohnlich intensiven Peak des Natrium-Adduktes bei

m/z=800,41.
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Abb. 43 HPLC-Chromatogramm von Edukt und Produkt der Umsetzung von Boc-(Ala-Aib),-Ala-Lys(Z)-OH
mit Methyltriazen-Harz (Rohprodukt; Reinheit 85 %).
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Abb. 44 ES-FTICR-MS von Boc-(Ala-Aib),-Ala-Lys(Z)-OMe (IM+H] weor: m/z = 778,44).
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Alkylierung von Pam;Cys-OH

Pam;Cys-OH, ein Palmitinsdure-Analogon des N-Terminus des Lipoproteins von
Escherichia coli mit immunstimulierender Wirkung wurde Anfang der 1980er Jahre
erstmals synthetisch dargestellt [Wie83]. Es wurde fiir kurze synthetische Lipopeptide die
gleiche immunologische Aktivitidt wie fiir das Lipoprotein nachgewiesen [Lex86]. Seit
dieser Zeit werden Pam3;Cys-Derivate und -Analoga intensiv beforscht, zumal es jetzt als
biologisches Target fiir den Toll-Like-Rezeptor 2 (TLR2) bekannt wurde. Eine
Verbesserung der Loslichkeit dieser extrem lipophilen Verbindung und damit auch eine
Verbesserung der Bioverfiigbarkeit kann durch hydrophile Spacer wie kurze polare
Peptidketten oder PEG-Einheiten erreicht werden. Eine Derivatisierung mit
Diaminoalkanen fithrt zu einer Umfunktionalisierung des C-Terminus zu einem
N-Terminus.

Alkyltriazen-Harze eignen sich aufgrund der guten Loslichkeit von Pam;Cys-OH in
DCM hervorragend zu dessen C-terminaler Modifikation. Die Umsetzungen erfolgten
ohne Modifikation der obigen Vorschrift. Die nach Abfiltrieren und Lyophilisieren
erhaltenen Rohprodukte wurden ES-FTICR-massenspektrometrisch untersucht. Tab. 18
zeigt die Ergebnisse der Umsetzung von Pam3;Cys-OH mit Methyl-, 4-Amino-1-butyl-

und 13-Amino-4,7,10-trioxa-1-tridecyltriazen-Harz.

Tab. 18 Massenspektrometrische Analyse (ES-FTICR-MS) der Alkylierungsprodukte von Pam;Cys-OH.

Pos. Alkylrest Summenformel [M+H]" [M+H]"
theor. gef.
1 Methyl CssHigsNO5S 924,769 924,768
2 4-Amino-1-butyl CssH113N,05S 981,83 981,83

3 13-Amino-4,7,10-trioxa-1-tridecyl CesHi2sN2O10S  1113,905 1113,911
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In Abb. 45 ist das im Breitbandmodus gemessene FTICR-MS der Umsetzung von
Pam;Cys-OH mit 4-Amino-1-butyltriazen-Harz gezeigt. Der Peak mit m/z = 981,81 ist
der [M+H] -Peak des Alkylierungsproduktes, der Peak mit m/z = 910,75 gehort zu nicht
Die des

(priméres Amin) ist deutlich hoher als die des freien Pam;Cys-OH (Carbonsédure). Man

umgesetztem Edukt. Protonierungswahrscheinlichkeit Aminobutylesters

erkennt dennoch deutlich, dass die Umsetzung nahezu quantitativ verlaufen ist. HPLC-

Reinheitskontrollen mit Hilfe von polarem Saulenmaterial sind Gegenstand

weiterfiihrender Untersuchungen ebenso wie die biologische Untersuchung auf TLR2-

Aktivierung.
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Abb. 45 ES-FTICR-MS des Produktes der Umsetzung von Pam3;Cys-OH mit 4-Amino-1-butyltriazen-Harz

(IM+H] theor: m/z = 981,83).
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3.2.3 Alkylierung von Substanzbibliotheken

Durch die Umsetzung von Substanzmischungen mit Alkyltriazen-Harzen konnte die
Anwendbarkeit des Reagenzes in der kombinatorischen Chemie gezeigt werden. Somit
besteht die Moglichkeit, einfach und effizient Postmodifikationen an Produkten aus
kombinatorischen ~ Synthesen  durchzufiihren. Versuche hierzu  wurden an
Pyrazolcarbonsduren durchgefiihrt, die das Ergebnis kombinatorischer Synthesen im

Rahmen einer Leitstruktursuche oder -optimierung sein kdnnten.

3.2.3.1 Alkylierung von Pyrazolcarbonsaurebibliotheken

Zwei Modellbibliotheken von Pyrazol-4-carbonsduren wurden eingesetzt. Mit der
Veresterung der Carboxygruppe am Pyrazolring gelang die Einfilhrung eines vierten
variablen Substituenten, wodurch die Diversitdt der Produkte deutlich erhoht werden
konnte. Durch Umsetzung einer Bibliothek aus 20 Verbindungen mit beispielsweise zehn
verschiedenen Triazenen ist man so mit minimalem Aufwand in der Lage, 200

Verbindungen zu erhalten.

Bibliothek A bestand aus flinf Subbibliotheken a vier Verbindungen. Die polymer-
gebundenen Pyrazolcarbonsduren trugen wegen der leichteren Protonierbarkeit alle einen
3-Pyridylsubstituenten an Position 3. Die Bibliothek wurde mit Methyl- sowie
2-(2-Pyridyl)ethyltriazen-Harz zu den entsprechenden Pyrazolcarbonsdureestern
umgesetzt. Auf diese Weise wurden zwei Subbibliotheken mit je 20 Verbindungen

erhalten, die mit HPLC-ES-FTICR-Massenspektrometrie analysiert wurden.

Bei Bibliothek B handelte es sich um eine Bibliothek aus 24 Verbindungen, die ihrerseits
eine Unterbibliothek einer 144er Bibliothek darstellt [SchO1]. In diesem Fall wurde fiir
die Synthese der Gesamtbibliothek an allen drei Diversitétsstellen der Substituent variiert.
Bei der eingesetzten Subbibliothek befand sich an Position 1 ein Phenylrest. Die
Bibliothek wurde mit 2-(1-Pyrrolidinyl)ethyl-, 2-(N,N-Diethylamino)ethyl- und 2-(1-
Morpholinyl)ethyltriazen-Harz umgesetzt, und es wurden drei Pyrazolcarbonséureester-
Subbibliotheken a 24 Verbindungen erhalten, die mit HPLC-ES-(FTICR)-MS-Analytik

untersucht wurden.
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3.2.3.2 Kombinatorische Festphasensynthese von Pyrazolcarbonsauren

Die Pyrazolsynthese ging von acetoacetyliertem Wang-PS-Harz aus. Uber eine
Knoevenagel-Kondensation mit Aldehyden wurden harzgebundene Alkyliden- bzw.
Aryliden--Ketoester erhalten, die schlieBlich durch Umsetzung mit Phenylhydrazinen zu
den entsprechenden harzgebundenen Pyrazolcarbonsduren cyclisierten [Gro99]. Das
Syntheseschema fiir Bibliothek A ist in Abb. 46 gezeigt. Die Abspaltung vom polymeren
Tréger erfolgte mit 25 % TFA/DCM. Die Rohprodukte wurden mehrfach aus tert.-
Butylalkohol/H,O gefriergetrocknet und anschlieBend ohne weitere Aufarbeitung

weiterverarbeitet.
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o O |
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@—oH > @—o° R
kat. DMAP, NMP EDDA
105 °C, 20 h DMF/Pyridin (4:1)
70°C, 16 h

.—o | R1 _ 25%TFA/DCM .
| X DIEA, NMP, RT, 16 h RT.1h
—
N

R": Methy! R 3-Chlorphenyl
Ethyl 4-Fluorphenyl
i-Propyl 3,4-Dimethylphenyl
Phenyl 3-Nitrophenyl

4-(Trifluormethyl)phenyl

Abb. 46 Festphasensynthese von Pyrazolcarbonsauren nach Grosche et al. [Gro99]. Kombination der

Reste R' und R? ergab die 20 Verbindungen der Eduktbibliothek A in finf Subbibliotheken. Bei
der Synthese von Bibliothek B wurde auch die Benzaldehyd-Komponente variiert.

3.2.3.3 Alkylierung von Pyrazolcarbonsaurebibliothek A

80

Zur Veresterung der Bibliothek wurde eine Losung aller 20 Pyrazolcarbonsduren in
Dichlormethan (jeweils in einer Konzentration von 0,025 mg/ml) zu Methyltriazen-Harz
(Beladung nach EA: 1,1 mmol/g) bzw. 2-(2-Pyridyl)ethyltriazen-Harz (Beladung nach
EA: 0,8 mmol/g) gegeben und 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt (Abb. 47). Die
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Produktbibliotheken, also die Gemische der Methyl- bzw. 2-(2-Pyridyl)ethylester,
wurden nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ohne weitere Aufarbeitungs- oder
Reinigungsschritte direkt mit Mikro-HPLC-ES-FTICR-MS analysiert. Die MS-Spektren
der Edukt- sowie der Produktbibliotheken sind in Abb. 48, Abb. 49 und Abb. 53
dargestellt.

DCM, r.t., 16 h

Abb. 47 Syntheseschema der Umsetzung von Bibliothek A mit Alkyltriazen-Harz.
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Abb. 48 ES-FTICR-MS von Eduktbibliothek A.

Die Interpretation der Messdaten zeigt einen mittleren relativen Messfehler von 1,5 ppm
(im  Gegensatz zu einer iblichen Messgenauigkeit eines Quadrupol-ES-

Massenspektrometers in der GréBenordnung von 50 — 100 ppm).
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a.i. f
8000000 © NGRmoNY D3O 66 o B o o =
~NSOOWOMOM N0 OO © W <t AN N WO © ~
1 TOMONO SO 0N S MN ~ OS oy o~ R R
7000000 USRS AR - N
B N NWODRDWOoOLTLON OMW N ™~ 0w + oo ~ < / \ O
6000000i M MIMMMIMIMNM MMM MM MM M DM < ~
O~
I e VAR N e
5000000 - |
] NX
4000000
3000000
2000000 -
1000000 1
0 n.t‘l‘]hhxlill“lllt'l H ‘ ‘
300 320 340 360 380 440 miz
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Abb. 50 Ausschnitt aus dem in Abb. 49 gezeigten Spektrum. VergroRert dargestellt sind die Peaks der
beiden Verbindungen d und t (Tab. 19).

Abb. 50 zeigt einen Ausschnitt aus dem Spektrum der Methylester-Produktbibliothek.

Hier lésst sich die Trennung zweier Molekiile (Verbindungen d und t in Tab. 19) zeigen,

deren Massen sich lediglich um 0,042 m/z-Einheiten unterscheiden. Indiziert worden sind
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nur die

monoisotopischen Peaks. Der

Peak bei

m/z=7390,101

gehdrt  zu

1-(4-(Trifluormethyl)phenyl)-5-phenyl-3-(3-pyridyl)pyrazol-4-carbonséduremethylester,
der Peak bei m/z=390,143 zu 1-(3-Chlorphenyl)-5-phenyl-3-(3-pyridyl)pyrazol-4-

carbonsduremethylester.

Tab.

19  zeigt

die Ergebnisse der FTICR-MS-Untersuchung der

Methylester-

Produktbibliothek und fiihrt den im Folgenden verwendeten Buchstabencode fiir die

einzelnen Verbindungen ein.

Buchstabencode, Substitutionsmuster sowie berechnete und gefundene Massen der Methylester-
Produktbibliothek. Der mittlere Messfehler betragt 1,30 ppm.

Code R' R’ [M+H]" theor. [M+H]" exp. A [ppm]
a  Methyl 3-Chlorphenyl 328,084731 328,085374 1,96
b  Ethyl 3-Chlorphenyl 342,100381 342,100841 1,34
¢ i-Propyl 3-Chlorphenyl 356,116031 356,116400 1,04
d  Phenyl 3-Chlorphenyl 390,100381 390,100572 0,49
e  Methyl 4-Fluorphenyl 312,114281 312,114765 1,55
f  Ethyl 4-Fluorphenyl 326,129931 326,130567 1,95
g  i-Propyl 4-Fluorphenyl 340,145581 340,146277 2,05
h  Phenyl 4-Fluorphenyl 374,129931 374,130408 1,27
i Methyl 3,4-Dimethylphenyl 322,155003 322,155522 1,61
k  Ethyl 3,4-Dimethylphenyl 336,170653 336,171031 1,12
1 i-Propyl 3,4-Dimethylphenyl 350,186303 350,186653 1,00
m  Phenyl 3,4-Dimethylphenyl 384,170653 384,171283 1,64
n  Methyl 3-Nitrophenyl 339,108781 339,109393 1,80
o  Ethyl 3-Nitrophenyl 353,124431 353,125097 1,89
p  i-Propyl 3-Nitrophenyl 367,140082 367,140566 1,32
q  Phenyl 3-Nitrophenyl 401,124431 401,124692 0,65
r  Methyl 4-(Trifluormethyl)phenyl 362,111088 362,111657 1,57
s  Ethyl 4-(Trifluormethyl)phenyl 376,126738  376,127211 1,26
t  i-Propyl 4-(Trifluormethyl)phenyl 390,142388 390,142532 0,37
u  Phenyl 4-(Trifluormethyl)phenyl 424126738  424,126778 0,09

83



POLYMERGEBUNDENE REAGENZIEN

Die Eduktbibliothek wie auch die Methylester-Produktbibliothek wurden mit Mikro-
HPLC-ES-FTICR-MS-Kopplung untersucht. Die Trennung erfolgte {iber eine analytische
HPLC-Sdule mit UV-Detektion. AnschlieBend wurden die Produkte ,,on-line*
massenspektrometrisch detektiert. Das Ergebnis der HPLC-MS-Kopplung ist in Abb. 51
gezeigt. Neben dem Chromatogramm der UV-Detektion (UV-Spur) erhédlt man iiber das
Massenspektrometer ein Signal, das die Zahl der im Analysator eintreffenden Ionen in
Abhingigkeit von der Zeit zeigt (TIC). Die Unterschiede in der relativen Signalhdhe
einer detektierten Verbindung in TIC und UV-Spur sind darin begriindet, dass im TIC die
Ionisierungswahrscheinlichkeit der Verbindung, fiir die UV-Spur hingegen der
Extinktionskoeffizient die maBgebliche Grofie ist. Die Zuordnung der HPLC-Signale
erfolgt in Tab. 20.

Tab. 20 Peakzuordnung der HPLC-MS-Kopplung der Methylester-Produktbibliothek.
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Pos. tg[min] Code [M+H]" Pos. tg[min] Code [M+H]"
1 14,4 e 312 11 18,8 h 374
2 14,8 g 340 12 18,9 k 336
3 16,0 f 326 13 19,3 q 401
4 16,3 0 353 14 19,7 s 376
5 16,6 a 328 15 19,8 c 356
6 17,4 i 322 16 20,6 1 350
7 17,6 n 339 17 21 t 390
8 17,9 P 367 18 21,0 m 384
9 18,2 b 342 19 21,2 d 390
10 18,3 r 362 20 22,2 u 424
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Abb. 51 HPLC-MS-Analyse der Methylesterbibliothek - Total-lonen-Chromatogramm TIC (a) und UV-Spur
(4 =214 nm) (b).
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Ein Ausschnitt aus dem Kontourplot (HPLC-Retentionszeit gegen das m/z-Verhéltnis)
der HPLC-MS-Untersuchungen der Methylester-Bibliothek ist in Abb. 52 dargestellt.
Alle 20 Pyrazolcarbonsduremethylester wurden detektiert, es konnte kein Edukt mehr
nachgewiesen werden. Die monoisotopischen Peaks der Verbindungen d und t sind

vergrofert dargestellt.
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Abb. 52 Ausschnitt aus dem Kontourplot (m/z gegen tg) der Methylester-Produktbibliothek. Der
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vergroRerte Bereich zeigt die Verbindungen d und t mit einer Massendifferenz von lediglich 0,042
m/z-Einheiten. Im hochauflosenden Messmodus ist eine problemlose Unterscheidung der beiden
Verbindungen maéglich. Zur Erklarung des Buchstabencodes vgl. Tab. 19.

Die 2-(2-Pyridyl)ethylester-Produktbibliothek wurde ebenfalls mit ES-FTICR-
Massenspektrometrie untersucht. Die Umsetzung erfolgte nahezu quantitativ, lediglich
geringe Reste an Edukt wurden detektiert. Der in Abb. 53 gezeigte Auschnitt aus dem
Massenspektrum zeigt die Signale der einfach positiv geladenen Molekiilionen. Die
Analytik der 2-(2-Pyridyl)ethylesterbibliothek ist in Tab. 21 aufgefiihrt.

Durch diese Umsetzung konnte gezeigt werden, dass die Methode sich zur Alkylierung
von Substanzkollektionen mit basischen und heterocyclischen Resten eignet, die
ithrerseits nicht alkyliert werden. Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der

Alkylierung von Bibliothek B diskutiert.
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Abb. 53 ES-FTICR-MS der 2-(2-Pyridyl)ethylester-Produktbibliothek A.

Tab. 21 Substitutionsmuster sowie berechnete und gefundene Massen der 2-(2-Pyridyl)ethylester-
Produktbibliothek. Der mittlere Messfehler betragt 1,28 ppm.

Pos. R R’ [M+H]" theor. [M+H]" exp. A [ppm]
1  Methyl  3-Chlorphenyl 419,126930  419,127150 0,52
2 Ethyl 3-Chlorphenyl 433,142580  433,143192 1,41
3 i-Propyl  3-Chlorphenyl 447158230  447,158943 1,59
4 Phenyl 3-Chlorphenyl 481,142580  481,142137  -0,92
5 Methyl  4-Fluorphenyl 403,156481  403,157110 1,56
6  FEthyl 4-Fluorphenyl 417,172131  417,172604 1,13
7  i-Propyl  4-Fluorphenyl 431,187781  431,188683 2,09
8 Phenyl  4-Fluorphenyl 465,172131 465173147 2,18
9 Methyl  3,4-Dimethylphenyl 413,197202  413,197681 1,16
10 Ethyl 3,4-Dimethylphenyl 427212853 427213377 1,23
11 i-Propyl  3,4-Dimethylphenyl 441,228503 441229303 1,81
12 Phenyl 3,4-Dimethylphenyl 475212853 475213103 0,53
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Tab. 21 MS-Analytik der 2-(2-Pyridyl)ethylester-Produktbibliothek (Fortsetzung).

Pos. R R’ [M+H]" theor. [M+H]" exp. A [ppm]
13 Methyl 3-Nitrophenyl 430,150981 430,151259 0,65
14  Ethyl 3-Nitrophenyl 444,166631 444,167600 2,18
15 i-Propyl  3-Nitrophenyl 458,182281 458,183239 2,09
16 Phenyl 3-Nitrophenyl 492,166631 492,167091 0,93
17  Methyl 4-(Trifluormethyl)phenyl 453,153287 453,154205 2,03
18 Ethyl 4-(Trifluormethyl)phenyl 467,168937 467,169477 1,16
19 i-Propyl  4-(Trifluormethyl)phenyl 481,184587 481,185078 1,02
20  Phenyl 4-(Trifluormethyl)phenyl 515,168937 515,169532 1,15

3.2.3.4 Alkylierung von Pyrazolcarbonsaurebibliothek B
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Die Ubertragung basischer und heterocyclischer Reste auf Substanz-Bibliotheken wurde
am Beispiel der Alkylierung der aus 24 Verbindungen bestehenden Eduktbibliothek B
von 4-Pyrazolcarbonsduren mit drei verschiedenen basischen und/oder heterocyclischen
Gruppen gezeigt. Verwendet wurden hierzu 2-(1-Pyrrolidinyl)ethyl-, 2-(1-Morpholinyl)-
ethyl- sowie 2-(N,N-Diethylamino)ethyltriazen-Harz. Alle drei iibertragenen Reste sind
Stickstoffbasen, und insbesondere die Ubertragung des Morpholinringes ist aus
pharmakologischer Sicht sehr interessant. Die drei Produktbibliotheken wurden mit ES-
FTICR-MS im Breitbandmodus bzw. ES-MS analysiert. Lediglich im Falle der
2-(1-Pyrrolidinyl)ethylester-Bibliothek war die Umsetzung nicht quantitativ. Hier wurden
noch deutliche Reste an nicht umgesetzten Eduktbausteinen detektiert. Bei den beiden
anderen Produktbibliotheken konnten nur Spuren einzelner Edukte nachgewiesen werden.
In Abb. 54 ist exemplarisch das ES-FTICR-Massenspektrum der Morpholinyl-ester-
Produktbibliothek gezeigt.

Die Ergebnisse der Umsetzung von Bibliothek B mit den drei Triazen-Harzen sind in

Tab. 22 gezeigt. Es konnten in jedem Fall alle Produkte eindeutig zugeordnet werden.
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Abb. 54 ES-FTICR-MS der Morpholinylethylesterbibliothek. Nur Spuren von Edukt sind detektierbar, und
alle Produkte konnten eindeutig zugeordnet werden.

Tab. 22 Ergebnisse der Umsetzung von Bibliothek B mit 2-(1-Pyrrolidinyl)ethyl- (Pyrr.), 2-(1-Morpholinyl)-
ethyl- (Morph.) sowie 2-(N,N-Diethylamino)ethyltriazen-Harz (Dieth.).

Pos. R' R’ [M+H]"  [M+H]" [M+H]"  [M+H]
Eduktbib. Pyrr. Morph. Dieth.
1 Methyl Nitrophenyl 324 421 437 423
2 Ethyl Nitrophenyl 338 435 451 437
3 n-Propyl  Nitrophenyl 352 449 465 451
4 Phenyl Nitrophenyl 386 483 499 485
5 Methyl 4-Bromphenyl 357 454 470 456
6 Ethyl 4-Bromphenyl 371 468 484 470
7 n-Propyl  4-Bromphenyl 385 482 498 484
8  Phenyl 4-Bromphenyl 419 516 532 518
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Tab. 22 Ergebnisse der Umsetzung von Bibliothek B (Fortsetzung).
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Pos. R' R’ [M+H]"  [M+H]" [M+H]" [M+H]
Eduktbib. Pyrr. Morph. Dieth.

9 Methyl  3-Pyridyl 280 377 393 379
10 Ethyl 3-Pyridyl 294 391 407 393
11 n-Propyl 3-Pyridyl 308 405 421 407
12 Phenyl  3-Pyridyl 342 439 455 441
13 Methyl  3,4-Difluorphenyl 315 412 428 414
14 Ethyl 3.,4-Difluorphenyl 329 426 442 428
15 n-Propyl 3,4-Difluorphenyl 343 440 456 442
16 Phenyl  3,4-Difluorphenyl 377 474 490 476
17 Methyl  4-Cyanophenyl 304 401 417 403
18 Ethyl 4-Cyanophenyl 318 415 431 417
19 n-Propyl 4-Cyanophenyl 332 429 445 431
20 Phenyl  4-Cyanophenyl 366 463 479 465
21 Methyl  3-Methoxyphenyl 309 406 422 408
22 Ethyl 3-Methoxyphenyl 323 420 436 422
23 n-Propyl 3-Methoxyphenyl 337 434 450 436
24  Phenyl  3-Methoxyphenyl 371 468 484 470
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Festphasensynthesen

4.1

Einleitung

Abb. 55

1,2,3-Triazole wurden erstmals 1888 von Hans von Pechmann, spéter Professor in
Tibingen, synthetisiert und in ihrer ringformigen Struktur richtig beschrieben [Pec88].
Seit dieser Zeit sind viele Synthesevorschriften fiir 1,2,3-Triazole und deren Derivate
entwickelt worden [Fin80], von denen die wichtigsten der Aufbau aus C-C- und N-N-N-,
C-N und C-N-N- Synthesebausteinen sowie die Ringschlussreaktion eines N-C-C-N-N-
Bausteins sind [Deh94]. Unsubstituierte 1,2,3-Triazole kommen in zwei tautomeren

Formen vor, wobei das Gleichgewicht auf der Seite des 2H-Tautomeren liegt [Rou69].

H

N

HNEN N NCON
R'" R? R'" R?
1H-1,2,3-Triazol 2H-1,2,3-Triazol

Tautomere Formen bei 1,2,3-Triazolen.

Die gingige Methode zur Darstellung von 1H-1,2,3-Triazolen besteht in der 1,3-
dipolaren Cycloaddition eines Azids mit einem Alkin. Besonders gute Umsetzungsraten
werden erhalten, wenn das Alkin akzeptorsubstituiert ist. Das populérste Beispiel stellt
Dimethylacetylendicarbonsédure (DMAD) dar [Hui65]. Als Azid-Komponente kommen
Alkyl- oder Arylazide, Azidotrimethylsilan, Sulfonyl- oder Alkoxycarbonylazide sowie
Natriumazid in Frage (Abb. 56). Bei Verwendung von substituierten Alkinen wird
normalerweise ein Regioisomerengemisch erhalten. Dabei treten elektronenziehende
Gruppen bevorzugt in der 4-Position auf, elektronenschiebende Substituenten hingegen in
der 5-Position. Sterisch anspruchsvolle Gruppen wie Trimethylsilyl nehmen bevorzugt

die sterisch weniger gehinderte 4-Position ein.
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Abb. 56 Synthese von 1H-1,2,3-Triazolen durch 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden mit Acetylenen.

Eine weitere Darstellungsmoglichkeit fiir 1H-1,2,3-Triazole ist die basenkatalysierte
Cyclisierung organischer Azide mit aktivierten Methylenverbindungen, wie aktivierten

Acetonitrilderivaten oder 1,3-Dicarbonylverbindungen (Abb. 57).
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Abb. 57 Mechanismus der basenkatalysierten Cyclisierung von Aziden mit aktivierten Acetonitrilderivaten
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zur Darstellung von 1H-1,2,3-Triazolen.

Diese Reaktion, die erstmals 1927 von Dimroth beschrieben wurde [Dim27], verlduft
regiospezifisch unter Ausbildung des 5-aminosubstituierten Produkts und ermdglicht so
die Synthese unsymmetrisch substituierter Triazole. In Ubereinstimmung mit dem
formulierten Mechanismus (nukleophiler Angriff des Carbanions am endstindigen
N-Atom) verlduft die Reaktion am leichtesten mit Aziden, die elektronenziehende

Gruppen tragen. Elektronenschiebende Substituenten erschweren hingegen die Reaktion.

Im Rahmen dieses Teils der vorliegenden Arbeit wurden Cycloadditionen an
polymergebunden Aziden mit DMAD sowie diverse Postmodifikationen
(Umfunktionalisierung und Synthesen von Heteroaryltriazolen) durchgefiihrt. Die
Bedingungen der Cyclisierungsreaktion wurden sowohl unter konventionellen

Bedingungen als auch mikrowellenunterstiitzt optimiert.
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4.2

Festphasensynthese von 1H-1,2.3-Triazolen

Im ersten Schritt der Triazolsynthese wurde ein polymergebundenes Azid an Rink-Amid-
Aminomethyl-PS-Harz erzeugt. Dies wurde entweder durch Acylierung des Harzes mit
einer Bromcarbonsdure gefolgt von nukleophiler Substitution des Broms mit Natriumazid
durchgefiihrt (Variante A). Oder Azidobenzoesduren wurden direkt an das Harz
gekuppelt (Variante B). Beide Synthesewege sind in Abb. 58 gezeigt.

Weitere Moglichkeiten zur Erzeugung polymergebundener Azide sind die nukleophile
Offnung eines Epoxids mit Natrium- oder TMS-Azid, die Diazotransferreaktion auf
Amine mit Tosylazid sowie die Mesitylierung/Tosylierung von aliphatischen Alkoholen
gefolgt von nukleophiler Substitution mit Natrium- oder TMS-Azid. Diese Moglichkeiten
zur Erzeugung polymergebundener Azide wurden im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht

untersucht.

(0]

HO/JL\\)( //Br

O
Variante A .\NH2 - o .\HJ\X/Br

NaNg

N3
HO

e 1. DMAD 0 w::N O
. R N ' N/
Variante B .\NH2 - s ’\H s HzNJKIZI/ f(OMe
2. TFA/ DCM OMe

(@)

Synthese von 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsauredimethylestern an der festen Phase.

Die Cyclisierungsreaktion mit DMAD erfolgte thermisch, wobei aufgrund des
symmetrischen Substitutionsmusters am Acetylen kein Regioisomerengemisch entstehen
konnte. Die Abspaltung der Produkte vom polymeren Trager erfolgte mit 20 %
TFA/DCM bei Raumtemperatur, und es wurden 1-[Carbamoylalkyl/aryl]-1H-1,2,3-
triazol-4,5-dicarbonsduredimethylester erhalten. Die angegebenen HPLC-Reinheiten sind
Rohproduktreinheiten und beziehen sich auf UV-Detektion bei A =214 nm und Vergleich
der HPLC-Peakflachen.
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Die Synthesen in diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurden an Polystyrol-Harz mit
Rink-Amid-AM-Linker durchgefiihrt. Dieser Linker ist sehr gut zur Immobilisierung von
Carbonsduren geeignet. Die so erzeugten Carbonsdureamide sind stabil gegeniiber der
Behandlung mit Nukleophilen wie Aminen, Hydrazin oder OH". Auflerdem weist der
Linker eine ausreichend hohe Temperaturstabilitit gegeniiber den Bedingungen der
thermischen Cyclisierungsreaktion auf. Die Abspaltung der Produkte vom polymeren

Tréger erfolgt mit 20 — 95 % TFA/DCM.

Fmoc-HN OMe

‘\/H\H/\OOMe

Abb. 59 Struktur des Rink-Amid-AM-Linkers.

4.2.1 Synthese polymergebundener Azide
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Die Synthese polymergebundener Alkylazide nach Variante A (Abb. 58) erfolgte durch
Acylierung des Fmoc-entschiitzten Rink-Linkers (20 % Piperidin in DMF,
Raumtemperatur, 2 x 20 min) mit Bromcarbonsduren (5 eq.) unter DIC-Aktivierung
(2,5eq.) in DMF bei Raumtemperatur fiir 3 h. Die DIC-Aktivierung basiert auf der
Bildung des Anhydrids der zu kuppelnden Saure, sodass relativ zum Saureiiberschuss
genau der halbe Uberschuss an DIC zugesetzt wird. Der Vorteil bei der Verwendung DIC
liegt in der Ausbildung von 16slichem Diisopropylharnstoff, der mit der Reaktionslosung
aus dem Harz gewaschen werden kann, wihrend sich bei Verwendung von DCC der
schwer losliche Dicyclohexylharnstoff bildet. Zudem wurde die Carbonsdure zur
vollstindigen Anhydridbildung 15 min lang mit DIC aktiviert, bevor sie zum Harz
gegeben wurde. Die Vollstindigkeit der Acylierung wurde mittels Kaiser-Test {iberpriift
und gegebenenfalls die Kupplung wiederholt. Bei unvollstindiger zweiter Kupplung
wurden  freie  Linkerpositionen  durch  Zugabe einer  Capping-Losung
(DMF/DIEA/Ac;0; 8:2:1) bei Raumtemperatur fiir 0,5 h acetyliert.

Die nachfolgende Brom-Substitution wurde mit Natriumazid (5 eq.) in DMSO bei

Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Geschwindigkeit der Substitutionsreaktion ist
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Abb. 61

naturgemil} stark substratabhidngig. So war bei Verwendung von o-Bromcarbonsduren
wie auch bei benzylisch gebundenem Brom bereits nach einer halben Stunde eine
vollstindige Brom-Substitution erreicht. Im Falle von langkettigen m-Bromcarbonsiuren
verlauft die Substitution deutlich langsamer, und es war zur vollstindigen Substitution
eine auf 2h verlingerte Reaktionszeit nétig. Zur Vereinheitlichung der

Reaktionsbedingungen wurde substratunabhédngig eine Reaktionszeit von 2 h eingehalten.

Q
Br
. i ; ;
NaN,, DMSO
NH, —_— ’\N Br 3—> ‘\ N,
DIC, DMF N RT, 2h N
RT, 3h

Synthese polymergebundener Alkylazidocarbonsauren (Variante A).

Die Optimierung der Reaktion erfolgte via FT-ATR-IR-Monitoring der intensiven und
isoliert bei v ~ 2100 cm™' auftretenden Ns-Bande.

Zusitzlich wurden polymergebundene Arylazide nach Variante B (Abb. 58) durch
Benzoylierung des Fmoc-entschiitzten Rink-Linkers mit Azidobenzoesduren (5 eq.) unter
DIC-Aktivierung (2,5 eq.) in DMF bei Raumtemperatur fiir 3 h erhalten (Abb. 61). Auch

hier wurden die Carbonsduren 15 min lang aktiviert, bevor sie zum Harz gegeben wurde.

R
NH, S - .\N)J\E/Ns
DIC, DMF H

RT,3h

Synthese polymergebundener Arylazidocarbonsauren (Variante B).

In den nachfolgenden Reaktionsschemata zur Erzeugung polymergebundener Azide wird

nur Variante A gezeigt, was stellvertretend fiir beide Synthesewege steht.
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Abb. 62 zeigt das FT-ATR-IR-Spektrum von polymergebundener para-Azido-
benzoesdure (Synthesevariante B). Man erkennt die charakteristische Absorptionsbande
der N3-Gruppe bei v=2119 cm™. Die Schulter rechts davon zeigt ansatzweise die fiir

Arylazide typische Aufspaltung des Signals in ein Dublett.

0,15

N, 1
H 0,10 -
N ,
@ Y(j .

)

0,05+

ATR-Einheiten

0,00 4

T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl [cm'1]

Abb. 62 FT-ATR-IR-Spektrum von polymergebundener para-Azidobenzoesaure.

4.2.2 Cyclisierung zu 1H-1,2,3-Triazolen
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Die 1,3-dipolare Cycloaddition polymergebundener Azide mit Dimethylacetylen-
dicarboxylat (Acetylendicarbonsduredimethylester, DMAD) wurde zur Evaluierung der
Methode zunidchst analog der Vorschrift von Gouault et al. bei 80 °C durchgefiihrt
[Gou00]. Dazu wurde polymergebundenes Azid mit DMF bzw. Toluol versetzt und
anschlieBend DMAD in zehnfachem Uberschuss zugegeben. Es wurden zwei
Optimierungsreihen durchgefiihrt, da aromatische Azide bei der thermischen
Cyclisierung deutlich weniger reaktiv sind als aliphatisch gebundene. Die Optimierung
der Reaktionszeit erfolgte anhand polymergebundener Azidoessigsdure sowie ortho-
Azidobenzoesdure. Als optimal im Fall von Azidoessigsdure hat sich eine Reaktionszeit
von 18 h ergeben, wihrend bei ortho-Azidobenzoesédure erst eine zweifache Umsetzung
fiir jeweils 20 h zur vollstdndigen Cyclisierung fiihrte. Das verwendete Losungsmittel
(DMF bzw. Toluol) hatte — wie fiir 1,3-dipolare Cycloadditionen berichtet [Kad73] —

keinen messbaren Einfluss auf die Geschwindigkeit der Reaktion oder auf die
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Produktreinheiten. Die Abspaltung der Cyclisierungsprodukte vom polymeren Tréiger
erfolgte mit 20 % TFA in DCM.

0 MeO,C—==—CO,Me 0 rlxjﬁN 0
‘\ N, > ’\ N/
N a) DMF, 80 °C, 18 h N OMe
(aliphatische Azide)
0 OMe

b) DMF, 80 °C, 2x 20 h
(aromatische Azide)

20 % TFA/DCM 0 rlxlﬁN o
- H.N N
RT, 0.5h 2 OMe
OMe

o)

Abb. 63 1,3-Dipolare Cycloaddition polymergebundener Azide mit DMAD zu 1H-1,2,3-Triazolen.

Der Reaktionsfortschritt wurde mit Hilfe der FT-ATR-IR-Spektroskopie verfolgt.
Charakteristisch ist das Verschwinden der N3-Absorptionsbande bei v = 2100 cm’! sowie
das Auftreten der Ester-Bande bei v~ 1740 cm™. Abb. 64 zeigt das IR-Spektrum von
polymergebundener 4-[4,5-Bis(methoxycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]benzoesaure.

0,154
[’\lﬁN o
OMe
H
N 0,10
./ \’(©/ o) OMe

ATR-Einheiten

0,00
T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl [cm’*]

Abb. 64 FT-ATR-IR Spektrum von polymergebundener 4-[4,5-Bis(methoxycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-
benzoesaure.
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Die bei Variation der Sdurekomponente erhaltenen FErgebnisse der 1,3-dipolaren
Cycloaddition mit DMAD in DMF bei 80 °C sind in Tab. 23 aufgefiihrt. Bei Pos. 1 — 10
handelt es sich um Cyclisierungen an aliphatischen Aziden. Pos. 11-13 sind

Cyclisierungen an aromatischen Aziden.

Tab. 23 Ergebnisse der 1,3-dipolaren Cycloaddition polymergebundener Azide mit DMAD in DMF bei

80 °C bei Variation der Saurekomponente. Pos. 1 —10 sind aliphatische Azide, Pos. 11 -13
aromatische Azide.

Pos. Siurekomponente [M+H]" HPLC
[%o]
1  Bromessigsdure 243 84
2 2-Bromisobuttersidure 271 79
3 2-Brombuttersdure 271 88
4  6-Bromhexanséure 299 >98
5  8-Bromoctansdure 327 >98
6  11-Bromundecansdure 369 86
7  2-Bromtetradecansdure 411 63
8  4-(Brommethyl)phenylessigsdure 333 86
9  4-(Brommethyl)-3-nitrobenzoesdure 364 >98
10 4-(Brommethyl)benzoesdure 319 96
11 5-Azido-2-nitrobenzoesiure 350 96
12 para-Azidobenzoesdure 305 97
13 ortho-Azidobenzoesédure 305 97

4.2.3 Automatisierte mikrowellenunterstutzte Reaktionsoptimierung
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Mit Hilfe der automatisierten mikrowellenunterstiitzten Reaktionsoptimierung wurde
nach modifizierten Reaktionsbedingungen gesucht, die vergleichbare Ergebnisse unter
drastischeren Reaktionsbedingungen und entsprechend verkiirzten Reaktionszeiten
ermoglichen sollten. Insbesondere die extrem langen Reaktionszeiten bei Verwendung
aromatischer Azide sind in der kombinatorischen Chemie wenig wiinschenswert und
sollten so vermieden werden.

Die Reaktionsansédtze wurden in speziellen, druckstabilen Reaktionsgefdlen aus Glas

durchgefiihrt, die mit einem Magnetkern ausgestattet und mit einem Septum, bestehend
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aus einem Gummi-Dichtring und einer Verschlusskappe aus Aluminium, verschlossen
waren (Abb. 65). Durch das Septum konnten zum einen Reagenzldsungen hinzupipettiert
und zum anderen der Druck im Inneren des ReaktionsgefdB3es gemessen werden.

Bei dem verwendeten Mikrowellenreaktor handelte es sich um ein Single-Mode Gerit,
ausgestattet mit einem automatischen Probengeber und einer Pipettiereinheit.
Einzelheiten zur Gerédtespezifikation sind der Beschreibung in Kapitel 6.2.2 zu

entnehmen.

Abb. 65 Reaktionsgefalle fir den verwendeten Mikrowellenreaktor (groBes Bild) und Aufsicht auf die
Verschlusskappe mit Gummidichtung (kleines Bild).

Die Reaktionsoptimierung erfolgte anhand polymergebundener 11-Azidoundecanséure,
4-(Azidomethyl)-3-nitrobenzoesdure sowie para-Azidobenzoesdure als Vertretern je
eines  aliphatischen, benzylischen und aromatischen Azids. Sowohl die
Reaktionstemperatur als auch die Reaktionszeit wurden systematisch variiert. Als
maximale Reaktionstemperatur wurde 150 °C gewihlt, da oberhalb dieser Temperatur
vermehrt Nebenprodukte auftraten durch die zunehmende Labilitdt des Rink-Linkers und
des polymeren Triagermaterials. Bis 150 °C wurden nach Abspaltung vom Polymer sehr
reine Reaktionsprodukte erhalten. Der Reaktionsfortschritt wurde auch hier mit Hilfe der
FT-ATR-IR Spektroskopie iiber das Verschwinden der bei v ~2100cm™ liegenden
Ns3-Bande verfolgt und mit Hilfe von HPLC-Untersuchungen quantifiziert. Die

Ergebnisse der Optimierungsversuche fiir para-Azidobenzoesdure sind in Tab. 24

gezeigt.
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Tab. 24

Abb. 66

100

Optimierung der mikrowellenunterstiitzten Cycloaddition von DMAD an polymergebundene para-
Azidobenzoesaure.

Pos. Reaktionsbedingungen @ HPLC

[o]
1 75°C /15 min 17
2 100 °C/ 15 min 42
3 125°C/ 15 min 76
4 150 °C/ 15 min 94
5 150 °C /20 min 96

Die Reaktionszeiten bei diesen fiir die Festphasenchemie ungewohnlich hohen
Temperaturen sind naturgemdll sehr kurz. Die Cyclisierung aliphatischer Azide war
bereits nach 15 min abgeschlossen. Im Fall der weniger reaktiven aromatischen Azide

war eine nur geringfiigig ldngere Reaktionszeit von 20 min notig (Abb. 66).

MeO,C—==—CO,Me
0 Mikrowelle 20 % TFA/DCM o N=N o

> - !
Q- N, > > N/
N a) DMF, 150 °C, 15 min RT 05h HN OMe
oM

(aliphatische Azide)

b) DMF, 150 °C, 20 min
(aromatische Azide)

Mikrowellenunterstitzte Cycloaddition von polymergebundenen Aziden mit DMAD.

Wihrend die Cyclisierungsergebnisse im Fall von aliphatischen Aziden iiber oder im
Bereich der im vorigen Abschnitt gezeigten Ergebnisse der Reaktionsfiihrung bei 80 °C
lagen, wurden fiir aromatische Azide schlechtere Produktreinheiten erhalten. Das durch
Cycloadditon mit polymergebundener 11-Azidoundecansiure erhaltene Produkt zeigte
eine deutlich verbesserte Reinheit. Edukt konnte in keinem Fall mehr nachgewiesen
werden.

Die Ergebnisse der mikrowellenunterstiitzten Cycloaddition bei Variation der
Sadurekomponente sind in Tab. 25 gezeigt. Abb. 67 zeigt das ES-Massenspektrum von
1-(4-Carbamoylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-4,5-dicarbonsduredimethylester.
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Tab. 25 Ergebnisse der mikrowellenunterstitzten Cycloaddition von DMAD an polymergebundene Azide.
Die Reaktionsbedingungen im Falle aliphatischer Azide (Pos. 1 —7) waren 150 °C fir 15 min, im
Falle aromatischer Azide (Pos. 8 — 10) 150 °C fur 20 min.

Pos. Siurekomponente [M+H]" HPLC
[Yo]
1  Bromessigsédure 243 81
2 6-Bromhexansiure 299 97
3 8-Bromoctansiure 327 96
4 11-Bromundecansiure 369 96
5  4-(Brommethyl)phenylessigsdure 333 86
6  4-(Brommethyl)-3-nitro-benzoesiure 364 97
7  4-(Brommethyl)benzoesdure 319 95
8  5-Azido-2-nitrobenzoesdure 350 87
9  para-Azidobenzoesiure 305 97
10 ortho-Azidobenzoesaure 305 84
100 4 .
[M+H]
304.9
Ojs : : /NQN
N —
H2N r\fo
o OMe
OMe
% 50
[2M+H]
609.0
0 .mmu!m.L . .“L - ll IHL L | i |
200 400 600 800 1000
m/z

Abb. 67 ES-MS von 1-(4-Carbamoylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-4,5-dicarbonsauredimethylester.

Wie bereits erwdhnt ist der besondere Vorteil der mikrowellenunterstiitzten
Festphasensynthese im vorliegenden Fall insbesondere in der Moglichkeit zur

Automatisierung sowie der hohen Geschwindigkeit und Effizienz des Heizvorgangs zu
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Abb. 68

424

102

sehen. Daraus resultiert ein besonders hohes MaB an Reproduzierbarkeit der
experimentellen Bedingungen. Abb. 68 zeigt den gemessenen Temperaturverlauf beim
mikrowelleninduzierten Heizen einer DMF-Probe auf 150 °C fiir 15 min. Das Heizprofil
verlauft nahezu rechteckig und illustriert sehr gut die hervorragenden Heiz-Eigenschaften

des verwendeten Mikrowellengerétes.

256
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Temperaturverlauf beim mikrowelleninduzierten Aufheizen von DMF auf 150 °C fiir 20 min. Die
Soll-Temperatur von 150 °C ist nach etwa 2,5 min erreicht. Nach 20 min wird das Reaktionsgefaf
im Druckluftstrom abgekihlt.

Ein deutlicher Nachteil im Hinblick auf die Anwendung in der kombinatorischen
Festphasenchemie ist die fehlende Moglichkeit zur Parallelisierung von
Reaktionsabldufen, weshalb nachfolgend die optimierten Reaktionsbedingungen auf die

konventionelle Festphasensynthese {ibertragen und parallelisiert wurden.

Ubertragung auf die konventionelle Festphasensynthese

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Ubertragung der Reaktionsbedingungen
der mikrowellenunterstiitzten Cyclisierung auf die konventionelle Festphasensynthese
beschrieben. Die Versuche hierzu wurden in dicht verschlossenen Glasgefdlen in auf
150 °C thermostatisierten Heizblocken aus Aluminium mit passgenauen Bohrungen
durchgefiihrt. Ansdtze in kleinen Volumina sollten annéhernd 1:1 {ibertragbar sein, da
hier ein schneller Temperaturiibertrag stattfinden kann.

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der mikrowellenunterstiitzen Synthese mit der

konventionellen Synthese zu gewéhrleisten und um sicherzustellen, dass die
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Reaktionszeit durch ein zu langsames Abkiihlen der Reaktionslosung auf
Raumtemperatur nicht verldngert wird, wurden die ReaktionsgefiBle analog zum
verwendeten Mikrowellengerdt nach beendeter Reaktion 1im  Druckluftstrom
schnellstmdglich auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der Reaktionsfortschritt wurde
qualitativ mittels IR-Monitoring verfolgt. Die Reinheit der Produkte wurde nach
Abspaltung der Cyclisierungsprodukte vom polymeren Triger mit TFA (20 % in DCM)
mit Hilfe der HPLC-Analytik ermittelt.

Fir aliphatische = Azide konnten die mikrowellenunterstiitzt  optimierten
Reaktionsbedingungen ohne Modifikation iibernommen werden. Fiir aromatische Azide
mussten die Bedingungen geringfiigig modifiziert werden. Insbesondere hat sich hier der
Einfluss der DMAD-Konzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit als limitierender
Faktor erwiesen. Untersuchungen hierzu erfolgten am Beispiel der Cycloaddition von
DMAD an polymergebundene para-Azidobenzoesdure. In Abb. 69 sind links jeweils
Ausschnitte der IR-Spektren der Umsetzungen und rechts die zugehorigen HPLC-
Chromatogramme dargestellt.

Abb. 69 (a) zeigt die IR-Spektren der Cycloaddition bei 150 °C unter Verwendung einer
Reaktionsmischung im Volumenverhéltnis von DMAD zu DMF von 1:40 (v:v). An der
Hohe der Ns-Absorptionsbande bei v = 2120 cm’! sowie der Bande der Ester-Absorption
bei v ~ 1742 cm™ erkennt man, dass erst durch zweimalige Umsetzung fiir jeweils 20 min
die Reaktion vollstindig ist. Diese qualitativen Beobachtungen wurden durch HPLC-
Untersuchungen quantifiziert und bestétigt. Eine Konzentrationserhéhung auf 1:20 (v:v)
bei gleichem Losungsmittelvolumen und entsprechend doppelter Harzmenge ergibt nach
25 min eine vollstindige Umsetzung. Dies ist am Verschwinden der N3;-Bande im
zugehorigen IR-Spektrum in Abb. 69 (b) gut erkennbar. Auch hier erfolgte eine
Quantifizierung mit Hilfe der HPLC-Analytik. Die Ergebnisse der Optimierungs-
experimente fiir aromatische Azide sind in Tab. 26 gezeigt. Dass im Fall der
aromatischen Azide eine etwas ldngere Reaktionszeit notig ist, liegt vermutlich in der
Tatsache begriindet, dass die Wirmeiibertragung beim konventionellen Heizen doch
deutlich langsamer erfolgt als beim mikrowelleninduzierten Aufheizen der
Reaktionslosung. Die deutlich hohere Reaktivitdt aliphatischer Azide macht eine

verlangerte Reaktionszeit unnotig.
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Abb. 69 FT-ATR-IR-Spektren (Ausschnitte; links) und HPLC-Chromatogramme (rechts) der Optimierung
para-Azidobenzoesaure
unterschiedlichen Reaktionszeiten: (a) Verwendung von DMAD/DMF 1:40 (v:v) (b) Verwendung
von DMAD/DMF 1:20 (v:v).

der Cycloaddition

von DMAD an polymergebundene

Tab. 26 Optimierung der Cyclisierung fiir para-Azidobenzoesaure bei 150 °C.

Pos. Reaktionsbedingungen HPLC [%)]
1 DMAD:DMF = 1:40 (v:v) 10 min 45
2 15 min 82
3 20 min 94
4 25 min 97
5 2x20 min 100
6 DMAD:DMF = 1:20 (v:v) 15 min 98
7 20 min 99
8 25 min 100
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Mit den gegeniiber der mikrowellenunterstiitzten Synthese leicht modifizierten
Reaktionsbedingungen wurde nun erneut eine Kollektion an 1H-1,2,3-Triazolen unter

Variation der Sdurekomponente synthetisiert (Abb. 70).

o} MeO,C—==—CO,Me 20 % TFA/DCM 0 N=N 0

- - !
’\ N, - - N /
N a) DMF, 150 °C, 15 min RT 05h H,N OMe
OM

(aliphatische Azide)

b) DMF, 150 °C, 25 min
(aromatische Azide)

Abb. 70 Cycloadditon von DMAD an polymergebundene Azide bei 150 °C.

Die Ergebnisse, die bei Variation der Sdurekomponente erhalten wurden, sind in Tab. 27
aufgefithrt. In Klammern sind zum Vergleich die bei 80 °C erhaltenen Reinheiten
angegeben. Mit Hilfe der automatisierten mikrowellenunterstiitzten Reaktions-
optimierung konnte eine deutliche Verkiirzung der Reaktionsdauer fiir die 1,3-dipolare
Cycloaddition polymergebundener Azide an DMAD unter wesentlich drastischeren
Reaktionsbedingungen ausgearbeitet werden. Nach geringfligiger Modifizierung konnte
die Bedingungen erfolgreich auf die konventionelle Festphasenchemie iibertragen
werden. Im Vergleich zur Reaktionsfiihrung bei 80 °C liegen die Produktreinheiten bei
der Cyclisierung aliphatischer Azide zum Teil deutlich hoher, wahrend die Werte fiir

aromatische und benzylische Azide leicht unter den bei 80 °C erhaltenen liegen.

Tab. 27 Ergebnisse der Triazolsynthese unter konventionellen Reaktionsbedingungen bei 150 °C. Die
Werte in Klammer geben zum Vergleich die Reinheiten an, die bei 80 °C erhalten wurden.

Pos. Saurekomponente [M+H]" HPLC [%]
1  Bromessigsdure 243 97 (84)
2 6-Bromhexansiure 299 98 (>98)
3 8-Bromoctansiure 327 >98 (>98)
4 11-Bromundecansiure 369 97 (86)
5  2-Bromtetradecansiure 411 93 (63)
6  4-(Brommethyl)phenylessigsdure 333 80 (86)
7  4-(Brommethyl)benzoesdure 319 86 (96)
8  5-Azido-2-nitrobenzoesdure 350 91 (96)
9  para-Azidobenzoesdure 305 >98  (97)

10  ortho-Azidobenzoesdure 305 91 (97)
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Abb. 71 Beispielverbindungen der 1H-1,2,3-Triazolsynthese.
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Abb. 72 ES-MS von 1-(10-Carbamoyldecyl)-1H-1,2,3-triazol-4,5-dicarbonsauredimethylester

([M+H]+theor.: m/z = 369,21).
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4.3 Postmodifikationen am Triazol Grundgerust

Im Folgenden werden verschiedene Umfunktionalisierungen am Methylester beschrieben
und so die Grundlage fiir weitere Postmodifikationen geschaffen. Es wurden
Bishydrazidotriazole (durch Esterhydrazinolyse), Biscarbamoyltriazole (durch Ester-
ammonolyse), Biscarboxytriazole (durch Esterverseifung) und Bis(hydroxymethyl)-
triazole (durch Reduktion des Methylesters) synthetisiert (Abb. 73). Diese verdnderten
Kernstrukturen bieten jeweils verschiedene Derivatisierungsmoglichkeiten und stellen so
wertvolle Ausgangsstoffe fiir weiterfiilhrende Synthesen dar. Am Beispiel der
Bishydrazidotriazole wurde exemplarisch eine Postmodifikation — die Synthese von

Bisoxadiazolyltriazolen — durchgefiihrt.

=N
o) N= o] |
I — N/
(ON N/ .\N NH
N OMe H 2
NH
O 2
o) OMe
0 II\I’N 0
o- N/
N OH
o7 TOH
o) ,’\IZN
O~ N
N OH
OH

Abb. 73 Ubersicht liber die in diesem Kapitel beschriebenen Postmodifikationen.

Alle in diesem Kapitel angegebenen Reagenzieniiberschiisse beziehen sich auf die
Anzahl immobilisierter Substratmolekiile, sind also in Bezug auf die Anzahl funktioneller
Gruppen zu halbieren. Wird ein zehnfacher Uberschuss verwendet, bedeutet dies

entsprechend einen fiinffachen Uberschuss pro Methylestergruppe.
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4.3.1

4.3.1.1

Abb. 74
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Synthese von Bis(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazolen
Einleitung

Zur Darstellung von 1,3,4-Oxadiazolen in Losung sind zahlreiche Methoden bekannt
[Het94] wie die Umsetzung von O-C-N-N-Synthesebausteinen mit C1-Bausteinen,
beispielsweise von Sdurehydraziden mit Phosgen zu 2-Oxo-1,3,4-oxadiazolen oder die
Ringumwandlung von Tetrazolen. Man stellt sie auch aus einem vorgebildeten
Oxadiazol-Skelett dar durch cyclisierende Dehydratisierung von N-Acylhydraziden oder
oxidativen Ringschluss von Aldehyd-acylhydrazonen (Abb. 74).

Q 1
cocl R O __o
1 NH 2
a) RJ\N/ 2 > \« 7&
H N—NH
S
1 N R
RiCOOH R H/ \n/ \
0 o) -H,0 T o 2
R R
b) JJ\N/NHQ % W/
R H \ 0 M N—N
R2CHO 2
R’JJ\N/NMR

Synthesemdglichkeiten von 1,3,4-Oxadiazolen ausgehend von Saurehydraziden. (a) Cyclisierung
mit Phosgen (b) cyclisierende Dehydratisierung von N-Acylhydraziden (oben) bzw. oxidativer
Ringschluss von Aldehyd-acylhydrazonen (unten).

Ziel war die Festphasensynthese von Bis(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazolen
ausgehend von polymergebundenen 1H-1,2,3-Triazoldicarbonséduredimethylestern.

Eine Losungssynthese von 4,5-Bis(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazolen wurde von
Theocharis et al. veréffentlicht [The90, The90a]. Sie stellten ausgehend von 1H-1,2,3-
Triazol-4,5-dicarbonsduredimethylestern durch Hydrazinolyse das Bishydrazid dar,
welches mit Benzoylchlorid benzoyliert und anschlieBend mit SOCI, cyclisiert wurde.
Diese Methode zur Cyclisierung ist an der festen Phase nicht durchfiihrbar, da mit SOCl,
eine Abspaltung des Substrates vom Polymer erfolgen wiirde. Kangani et al. beschrieben
die Moglichkeit zur Cyclisierung mit Carbodiimiden [Kan98], die von Kilburn et al. auf
die feste Phase iibertragen wurde [KilO1]. Diese Methode wurde auch in der vorliegenden

Arbeit zur Cyclisierung von polymergebundenen N-Acylthiosemicarbaziden verwendet.
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4.3.1.2 Synthese von Bisoxadiazolyltriazolen an fester Phase

Ausgehend von den in Kapitel 3.2 beschriebenen polymergebundenen 1H-1,2,3-Triazol-
dicarbonsduredimethylestern wurden durch Hydrazinolyse des Methylesters die
entsprechenden Bishydrazide dargestellt, an Arylisothiocyanate addiert, und die so
erhaltenen N-Acylthiosemicarbazide wurden zu 1,3,4-Oxadiazolen cyclisiert. Die in
Kapitel 1.5.2 beschriebene Festphasensynthese von 1,3,4-Oxadiazolen ging von
polymergebundenen Isothiocyanaten aus, die mit S#durehydraziden umgesetzt und
anschlieend cyclisiert wurden. Im Gegensatz dazu wurde im vorliegenden Fall ein
polymergebundenes Hydrazid erzeugt und das N-Acylthiosemicarbazid somit vom
anderen Ende her aufgebaut. AnschlieBend erfolgte die Cyclisierung zu den
entsprechenden 1,3,4-Oxadiazolen. Das Reaktionsschema dieser Synthese ist in Abb. 75
gezeigt.

Q NaN,, DMSO
.\NH - ‘\N Br > .\N N,
2 DIC, DMF H RT,2h H

RT, 3 h
0 'I\I;N (0] 0 ,,\l;N O
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: Q- N/ (DN N/
—> NkiZI/ OMe > N N—
H H H~NH,
o OMe o I\{H
NH,
H
s R N—R
AN ~
N ?’ N L \N
N —N 7 N
(0] \ N /2 ’
R-NCS ‘\ N / H H 1. Cyclisierung 0 N\ / N
H,N
H o) NH 2.20 % TFA/DCM, 2 S \'\“
RT,0.5h
S ,IIH 7¢N
R HN_
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Abb. 75 Festphasensynthese von Bis(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazolen.
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Abb. 76
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Hydrazinolyse

Die Hydrazinolyse des Dimethylesters (Abb. 76) wurde mit einem zehnfachen
Uberschuss Hydrazin-Monohydrat in Methanol/Dioxan (1:1; v:v) bei Raumtemperatur
fiir 16 h durchgefiihrt.

N,H, * H,0

=N =N
Q ,[\j O MeOH / Dioxan (1:1) Q 'I\l o
Q\Nkm/N % > C\NN %
H OMe RT, 16 h H ”\NHz
0 OMe o l\{H
NH,

Hydrazinolyse polymergebundener 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsauredimethylester.

Die HPLC-Analytik der Bishydrazide erwies sich als schwierig, da einige der
Verbindungen auch bei sehr flachen Gradienten mit dem Einspritzpeak eluierten. Die
Massendifferenz zwischen dem Dimethylester und dem Bishydrazid betrdgt zudem
lediglich 00,0213 m/z-Einheiten. Die massenspektrometrische Identifizierung des
Produktes erfolgte deshalb mit Hilfe der ES-FTICR-Massenspektrometrie. Im
hochauflosenden Modus ist hier problemlos eine Unterscheidung zwischen Ester und
Hydrazid moglich. Abb. 77 zeigt einen Ausschnitt aus dem Massenspektrum des
Produktes der Umsetzung von 1-Carbamoylmethyl-1H-1,2,3-triazol-4,5-dicarbonsiure-
dimethylester mit Hydrazin-Monohydrat in Methanol/Dioxan. Das simulierte Spektrum
fiir den Ester (gestrichelt, m/z=243,0724) wurde iiber das Spektrum des Produktes
(durchgezogene Linie, m/z = 243,0943 (der exakte Wert liegt bei m/z = 243,0949)) gelegt.
Man sieht, dass es sich um das Hydrazid handelt und die Hydrazinolyse somit quantitativ

verlauft.
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Abb. 77

a.i.

3000000 A o II\FN
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ES-FT-ICR-MS von 2-[4,5-Bis(hydrazinocarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-ylJacetamid (durchgezogen,
[IM+H] reor.: m/z = 243,0949) und das simulierte Spektrum des Diesters (gestrichelt,
m/z = 243,0724).

Addition von Isothiocyanaten und Cyclisierung

Die nukleophile Addition der polymergebundenen Bishydrazide an Arylisothiocyanate
wurde bei Raumtemperatur in NMP fiir 18 h durchgefiihrt. Dazu wurde ein zehnfacher

Uberschuss Isothiocyanat eingesetzt.

R
o S [
NH
=N ’/N
0 N= O N —N
I R-NCS, NMP 0 \ NTH
(ON N/ Q. N H
” Nenw NH
H 2 N N
NH RT, 18 h H K NH
o \
NH, 7

Synthese polymergebundener N-Acylthiosemicarbazide durch Addition polymergebundener
Hydrazide an Isothiocyanate.

Die Cyclisierung der N-Acylthiosemicarbazide zu den entsprechenden 1,3,4-Oxadiazolen
erfolgte analog der Methode von Kilburn et al. mit zehnfachem Uberschuss EDC*HCI in
DMSO bei 80 °C fiir 18 h [Kil01]. Zum Entfernen des DMSO wurde das Harz besonders
ausgiebig gewaschen. Die Abspaltung der Cyclisierungsprodukte vom polymeren Trager
erfolgte mit 20 % TFA in DCM. Abb. 79 zeigt das Reaktionsschema der Cyclisierung.
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R
SN
N '
_N 1. EDC*HCI, DMSO
Q \ N7 80°C, 18 h

Q. N
; g -
H NH 2.20 % TFA/DCM,

(@)
;\ RT,0.5h
S ’T‘H
R

Abb. 79 Cyclisierung polymergebundener N-Acylthiosemicarbazide zu 1,3,4-Oxadiazolen.

Die Ergebnisse bei Variation der Séure- und Isothiocyanat-Komponenten sind in Tab. 28

aufgefiihrt. In Abb. 80 sind einige Beispielstrukturen der Synthese gezeigt.

Tab. 28 Festphasensynthese von Bis(5-anilino-1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazolen. Ergebnisse bei

Variation der Saure-Komponente und des Isothiocyanats.

Pos. Siurekomponente Isothiocyanat [M+H]" HPLC

[Yo]

1 Bromessigsdure Phenylisothiocyanat 445 81
2 Bromessigsédure 4-Nitrophenylisothiocyanat 535 67
3 Bromessigsiure 4-Chlor-3-nitrophenylisothiocyanat 603 66
4  Bromessigsdure 4-Methoxyphenylisothiocyanat 505 65
5 Bromessigsiure 4-Methylphenylisothiocyanat 473 79
6 6-Bromhexansédure Phenylisothiocyanat 501 68
7  6-Bromhexanséure 4-Nitrophenylisothiocyanat 591 64
8 6-Bromhexansdure 4-Chlor-3-nitrophenylisothiocyanat 659 43
9 6-Bromhexansdure 4-Methoxyphenylisothiocyanat 561 59
10 6-Bromhexansdure 4-Methylphenylisothiocyanat 529 64
11 11-Bromundecansdure Phenylisothiocyanat 571 60
12 11-Bromundecansdure 4-Nitrophenylisothiocyanat 661 59
13 11-Bromundecansdure 4-Chlor-3-nitrophenylisothiocyanat 729 73
14 11-Bromundecansdure 4-Methoxyphenylisothiocyanat 631 50
15 11-Bromundecansdure 4-Methylphenylisothiocyanat 599 51
16 ortho-Azidobenzoesdure Phenylisothiocyanat 507 75
17 ortho-Azidobenzoesdure 4-Nitrophenylisothiocyanat 597 69
18 ortho-Azidobenzoesdure  4-Chlor-3-nitrophenylisothiocyanat 665 80
19 ortho-Azidobenzoesdure 4-Methoxyphenylisothiocyanat 567 58
20 ortho-Azidobenzoesdure 4-Methylphenylisothiocyanat 535 81
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Abb. 80 Beispielverbindungen der Bis(5-anilino-1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazolsynthese.
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Abb. 81 ES-FTICR-MS  von  2-{4,5-Bis[5-(4-methylanilino)-1,3,4-oxadiazol-2-yl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl}-
benzamid ([M+H]" eor.: m/z = 535,195).
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4.3.2 Synthese von Biscarbamoyltriazolen

Abb. 82
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Die Synthese von Biscarbamoyltriazolen erfolgte durch Ammonolyse der Methylester.
Versuche zur Aminolyse mit Alkylaminen brachten zwar in Einzelfdllen sehr gute
Ergebnisse, wie bei der Umsetzung polymergebundener 2-[4,5-Bis(methoxy-carbonyl)-
1H-1,2,3-triazol-1-yl]essigsdure mit n-Butylamin, bei der die Optimierung der
Reaktionsbedingungen zu einer Produktreinheit von 98 % fiihrte. Die ausgearbeiteten
Reaktionsbedingungen der Aminolyse mit Alkylaminen fiihrten jedoch nur in wenigen
Féllen zu zufriedenstellenden Ergebnissen, sodass hierauf im Folgenden nicht néher

eingegangen werden soll.

Ammonolyse der Esterfunktion

Die Synthese ging von den in Kapitel 4.2.2 beschriebenen polymergebundenen 14-1,2,3-
Triazoldicarbonsduredimethylestern aus. Diese wurden durch Ammonolyse der
Esterfunktionen mit einer Losung von Ammoniak in Methanol/Dioxan in die
entsprechenden Biscarbamoyl-1H-1,2,3-triazole iiberfiihrt. Die Abspaltung der Produkte
vom polymeren Trager erfolgte mit 20 % TFA in DCM. Abb. 82 zeigt das

Reaktionsschema der Umsetzung.
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> N OMe N/
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Festphasensynthese von Biscarbamoyl-1H-1,2,3-triazolen.

Die Ammonolyse wurde mit hohem NH;-Uberschuss in einem Losungsmittelgemisch aus
Methanol und Dioxan im Verhiltnis 1:1 (v:v) fiir 48 h bei 0 °C und anschlieBend noch
6 d bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Kiirzere Reaktionszeiten fiihrten in einigen Fillen

zu unvollstindiger Ammonolyse. Eine denkbare Nebenreaktion, die Cyclisierung zum
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Imid, lieB sich durch die Verwendung hoher Ammoniak-Uberschiisse und Durchfiihrung
der Reaktion bei niedrigen Temperaturen vermeiden. Zudem ist die anfangliche Kiihlung
auf 0 °C notig, um ein Entweichen von Ammoniak zu verhindern. Ein deutlicher Nachteil
dieser Synthese ist die sehr lange Reaktionszeit, die zur vollstindigen Ammonolyse
notwendig ist.

Die bei Variation der Sdurekomponente durch Umsetzung mit Ammoniak erhaltenen
Ergebnisse sind in Tab. 29 aufgelistet. Abb. 83 zeigt einige Beispielstrukturen der
Synthese.

Tab. 29 Ergebnisse der Biscarbamoyl-1H-1,2,3-triazolsynthese bei Variation der Sdurekomponente.

Pos. Sidurekomponente [M+H]" HPLC
[%o]
1 Bromessigsdure 213 93
2 6-Bromhexansdure 269 90
3 11-Bromundecansiure 339 90
4  4-(Brommethyl)-3-nitrobenzoesédure 334 73
5 4-(Brommethyl)benzoesiure 289 99
6 ortho-Azidobenzoesiure 275 79
0
0 N=N (0]
B HN =N P Hsz
H,N NH, N ﬁ_{NH i ! 0]
NH 2 .
0 2 N
o7 NH, \?\1 y/ NH,
NH,
0
0
N;N (0]
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HZN\H/\/\/\/\/\/Ni_(NHZ l\’li_(
NH
© NH, 2
0 NO, o7 TNH,

Abb. 83 Beispielverbindungen der Biscarbamoyl-1H-1,2,3-triazolsynthese.
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Abb. 84 =zeigt das ES-FTICR-Massenspektrum von 4-(4,5-Biscarbamoyl-1H-1,2,3-

triazol-1-ylmethyl)benzoesiureamid. Indiziert wurden der [M+H]"-Peak mit m/z = 289,1,

die Peaks des Natrium-Adduktes (m/z=311,1) und des Kalium-Adduktes (m/z =327,1)

sowie der [2M+H] -Peak mit m/z = 577,2.
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Abb. 84 ES-FTICR-MS von 4-(4,5-Biscarbamoyl-1H-1,2,3-triazol-1-yImethyl)benzoesaureamid
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4.3.3 Synthese von Triazoldicarbonsauren

Die Verseifung eines Methylesters kann an der festen Phase auf verschiedene Arten
erfolgen. Entweder basisch mit Alkalihydroxiden [Kim98, Yu99, Bil98] oder durch
Umesterung mit KOSiMe; in THF gefolgt von einer sauren Hydrolyse des Silylesters
[Hoe97]. Diese Mdglichkeiten wurden systematisch untersucht, wobei die Methode der
Umesterung und anschlieBenden sauren Hydrolyse insbesondere bei Azidobenzoesduren
als Saurekomponente zu unvollstindiger Umsetzung und zur partiellen Zerstérung des
Substrates am Polymer gefiihrt hat. Zur basischen Verseifung wurden verschiedene
Methoden und unterschiedliche Reaktionsbedingungen untersucht.

Die Verwendung von NaOH (0,5 M in Dioxan/H,0) (1:1; v:v) bei 60 °C fiir 18 h hat sich
als am besten geeignet herausgestellt. Im Anschluss an die Reaktion wurde das Harz bei
Raumtemperatur fir 0,5h in AcOH (25% in DMF) geschiittelt. Die
Reaktionsoptimierung erfolgte ,,on-bead* FT-ATR-IR-spektroskopisch und ,,off-bead*
nach Abspaltung vom polymeren Trager mit Hilfe von HPLC und ES-MS.
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, Q- Br e ‘\N)KIZI/M
. H H
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1. NaOH
DMAD o N=N 0 0.5 M in Dioxan / H,0 N=N o

DMF, A ‘\ ’\l‘ Y 60°C, 18 h 20 % TFA/DCM 0 I
L e, O- Ny
N OMe N H
H
OMe
(0]

o)
2. AcOH (25 % in DMF)
0 RT, 0.5 h OH

Abb. 85 Festphasensynthese von 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsauren.
Die Ergebnisse der Methylesterverseifung zeigen, dass keine einheitlich guten

Produktreinheiten resultieren Tab. 30. Im Fall des aromatisch substituierten Triazols

(Pos. 7) war kein Produkt detektierbar.
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Tab. 30 Ergebnisse der Methylesterverseifung mit NaOH in Dioxan/H,0.

Pos. Siurekomponente [M+H]" HPLC
[%o]
1  Bromessigsédure 215 87
2 6-Bromhexansiure 271 49
3 8-Bromoctansdure 299 96
4 11-Bromundecanséure 341 75
5 4-(Brommethyl)-3-nitro-benzoesiure 336 90
6  4-(Brommethyl)benzoesdure 291 64
7  ortho-Azidobenzoesédure -—- -—-

0 NzN O _
N/
H,N OH HN oH
o7 oH o7 o
a 0
H,N ,’\,;N o M =N o
N/ !
OH Ny OH
NO
2 o OH o OH

Abb. 86 Beispielverbindungen der 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsauresynthese.
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4.3.4 Synthese von Bis(hydroxymethyl)triazolen

Bis(hydroxymethyl)triazole stellen einen variabel einsetzbaren Synthesebaustein zur
Postmodifikation dar. So kann beispielsweise unter Mitsunobu-Bedingungen verestert
oder verethert werden; die Hydroxygruppe kann tosyliert und anschlieBend nukleophil
substituiert werden, oder zu den entsprechenden Dialdehyden oxidiert und nachfolgend
reduktiv alkyliert oder unter Wittig-Bedingungen olefiniert werden. Die Oxidation zum
Dialdehyd wurde in Losung — nach Abspaltung der Alkohole vom polymeren Triager —
mit IBX-Harz durchgefiihrt. Uber die Oxidationsergebnisse wird an anderer Stelle
berichtet [Sor03].

Zur Darstellung bieten sich an der festen Phase zwei Reaktionswege an: Zum einen die
direkte Reduktion des Methylesters mit komplexen Ubergangsmetallhydriden wie
Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH4) [Cha98] oder Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH)
[Han98]. Eine andere Moglichkeit stellt die Verseifung des Methylesters und die
anschlieende Aktivierung der Carbonsdure beispielsweise mit Chlorameisensiure-

isobutylester zum gemischten Anhydrid dar gefolgt von der Reduktion mit

Natriumborhydrid (Abb. 87) [Gay97].
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Abb. 87 Darstellung von Bis(hydroxymethyl)triazolen an fester Phase.

119



FESTPHASENSYNTHESEN

4.3.4.1

Abb. 88

120

Ein Nachteil der letztgenannten Methode (Verseifung, Aktivierung, Reduktion) ist, dass
ausgehend vom Methylester drei Reaktionsschritte erforderlich sind, was einen erhdhten

Zeitbedarf wie auch einen erhohten Chemikalienverbrauch mit sich bringt.

Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid

Versuche zur direkten Reduktion des Methylesters wurden mit DIBAH in Heptan sowie
mit LiAlHs in THF durchgefiihrt. Bei der Verwendung von DIBAH konnte keine
Reaktion beobachtet werden, im HPLC-Chromatogramm des Abspaltungsproduktes
wurde lediglich nicht umgesetztes Edukt gefunden. Erfolgreich war die Reduktion des

Dimethylesters mit LiAlH4 (1 M in THF) bei Raumtemperatur zum Dialkohol (Abb. 88).
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Reduktion polymergebundener Triazoldicarbonsauredimethylester mit LiAlH,.

Reduktionen mit komplexen Ubergangsmetallhydriden verlaufen generell sehr schnell,
und Optimierungsversuche mit IR-Monitoring des Reaktionsfortschritts und
anschlieBender HPLC-Quantifizierung ergaben mit 15 min eine sehr kurze Reaktionszeit
zur vollstindigen Reduktion. Abb. 89 =zeigt das FT-ATR-IR-Spektrum polymer-
gebundener 4-{[4,5-Bis(hydroxymethyl)]triazol-1-yl} benzoesdure. Der Fortschritt der
Reaktion ldsst sich gut am Verschwinden der charakteristischen Absorptionsbande des
Methylesters bei v = 1740 cm™ verfolgen.

Die Ergebnisse der Reduktion sind in Tab. 31 gezeigt. Sie waren fiir aliphatische Azide
sehr gut (Pos. 1 —4). Lediglich fiir aromatische Azide (Pos. 5 — 6) waren die Ergebnisse
deutlich schlechter. Im Fall von para-Azidobenzoesdure als Sdurekomponente wurde
kein Produkt erhalten.

In Abb. 90 sind Beispielverbindungen der Bis(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazolsynthese
abgebildet und Abb. 91 zeigt das ES-FTICR-MS von 4-{[4,5-Bis(hydroxymethyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-ylJmethyl } benzamid.
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Abb. 89 FT-ATR-IR-Spektrum von polymergebundenem 6-[4,5-Bis(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-
hexansdureamid.

Tab. 31 Ergebnisse der Methylester-Reduktion mit LiAIH4 bei Variation der Sdurekomponente.

Pos. Siurekomponente [M+H]" HPLC

[Y]
1  Bromessigsdure 187 89
2 6-Bromhexansiure 243 90
3  8-Bromoctansaure 271 >98
4  11-Bromundecansiure 313 91
5  4-(Brommethyl)benzoesdure 263 93
6  ortho-Azidobenzoesidure 249 57
7  para-Azidobenzoesdure - -
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Abb. 90 Beispielverbindungen der Bis(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazolsynthese.
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Abb. 91 ES-FTICR-MS von 4-{[4,5-Bis(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yllmethyl}benzamid
(IM+H] " theor.: m/z = 263,114).

4.3.4.2 Verseifung, Aktivierung und Reduktion

Die Aktivierung der analog Kapitel 4.3.3 erhaltenen 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsiuren
wurde nach einem Standardprotokoll mit Chlorameisensédureisobutylester und NMM als
Base durchgefiihrt. Das so erzeugte gemischte Anhydrid wurde anschlieend direkt mit
Natriumborhydrid (NaBHy4) in THF/H,O (1:1) zum Alkohol reduziert (Abb. 92).

N=N NaOH N=N,

| 0.5 M in Dioxan / H,O |

N ¥ z ‘\ )ﬂ/N Y
60 °C, 18 h

=N

)]\ N= 1. NaBH, N
c o/\r N Y THF / H,0 0 N=
OH
NMM 2.20 % TFA /DCM z

RT, 18 h OH

\\(

Abb. 92 Syntheseschema zur Darstellung von Bis(hydroxymethyl)triazolen durch Methylesterverseifung,
Aktivierung und Reduktion mit NaBH,.
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Die Ergebnisse der Synthese nach der Methode der Esterverseifung, gefolgt von
Aktivierung mit Chlorameisensdureisobutylester und nachfolgender Reduktion mit
Natriumborhydrid, sind anhand zweier Beispiele in Tab. 32 gezeigt. Die direkte
Reduktion des Methylesters ist priparativ interessanter, da hier zwei Reaktionsschritte
wegfallen, was eine kiirzere Reaktionszeit und einen geringeren Chemikalienverbrauch
bedeutet. Aus diesem Grund wurde die hier beschriebene Methode nicht weiter optimiert.
In Tab. 32 sind die Ergebnisse der beiden exemplarisch durchgefiihrten Reduktionen mit

NaBH, gezeigt.

Tab. 32 Ergebnisse der Bis(hydroxymethyl)triazolsynthese durch Methylesterverseifung, Aktivierung und
Reduktion mit NaBHj,.

Pos. Siurekomponente [M+H]" HPLC
[Yo]
1 2-Bromessigsdure 187 87
2 11-Bromundecansaure 313 59
a.i. 7]
1.6e+07 ] e
] : N=N
_ - |
1.46+07 = i J \/C—\
i o \n/\/\/\/\/\/ OH
1.2e+07 7] o OH
1.0e+07
] [M+H]*, ... M/z = 313,2240
5 00+06 | [M+H]* - M/z = 313,2248
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Abb. 93 ES-FTICR-MS von 11-[4,5-Bis(hydroxymethyl)-1H-1,2 3-triazol-1-ylJundecansadureamid
(IM+H]" theor.: m/z = 313,2240)
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Der erste Teil der Dissertation beschreibt die Festphasensynthese und die Verwendung
polymergebundener 1-Alkyl-3-aryltriazene (Alkyltriazen-Harz) als Alkylierungsmittel in
der polymerunterstiitzten Losungssynthese (PASP-Synthese).

Zunidchst wurde ein Syntheseprotokoll zur Festphasensynthese von 1-Alkyl-3-aryl-
triazenen an Merrifield-PS-Harz entwickelt und optimiert. Nach Immobilisierung von
4-Nitrophenol und Reduktion wurde das Anilin-Hydrochlorid diazotiert und mit Aminen
zu Alkyltriazen-Harzen umgesetzt. Durch Variation der eingesetzten Amin-Komponente
wurde eine breite Auswahl an Alkylierungs-Harzen erhalten. Die Ausbeuten lagen
zwischen 65 % fiir n-Octadecyltriazen-Harz und iiber 95 % fiir 2-(2-Pyridyl)ethyltriazen-
Harz bezogen auf die Ausgangsbeladung des Harzes.

Zur PASP-Alkylierung von Carbonsduren wurde Alkyltriazen-Harz mit einer Losung der
Sdure in DCM, DCM/MeOH oder THF versetzt. Alkylierungen mit primédren und
benzylischen Alkylresten fiihrten zu guten bis hervorragenden Produktreinheiten,
wihrend Alkylierungen mit sek.- und tert.-Alkyltriazen-Harzen keine zufriedenstellenden
Ergebnisse brachten. Kinetische Untersuchungen der Methylierung von 4-Nitrophenyl-
essigsdure zeigten eine Reaktionskinetik 2. Ordnung, was Untersuchungen in Losung
bestétigt. NMR-Untersuchungen der Benzilsdurereaktion mit n-Butyltriazen-Harz zeigten
eine isomerisierungsfreie Alkylierungsreaktion.

Am Beispiel der Alkylierung von 4-Nitrophenylessigsdure wurde eindrucksvoll die
Diversitét der iibertragenen Alkylreste demonstriert. Aliphatische Reste von C; bis Cjs,
Benzyl und Allyl wurden genauso erfolgreich iibertragen wie die basischen Reste
2-(2-Pyridyl)ethyl, 2-(N,N-Diethylamino)ethyl, 2-(1-Morpholinyl)ethyl und freie Amino-
gruppen tragende Reste wie 4-Aminobutyl oder 13-Amino-4,7,10-trioxatridecyl.

Auch die Sdurekomponente wurde im Hinblick auf elektronische und sterische Diversitét
erfolgreich variiert. Alkohole lieBen sich nicht verethern, die Umsetzung von Phenolen
mit Methyltriazen-Harz fiihrte zwar zu den gewiinschten Methoxybenzolderivaten,
jedoch waren die Ausbeuten nicht zufriedenstellend.

Ein interessantes Einsatzgebiet fiir polymergebundene Triazene ist die Ubertragung von
Methyl-, Benzyl- und Allylresten als Schutzgruppen auf Aminosduren und Peptide. Die
Alkylierung von Fmoc- und Boc-Aminosduren flihrte racemisierungsfrei in guten bis

exzellenten Reinheiten zu den Produkten. Aus Fmoc-Phenylalanin wurde durch
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Umsetzung mit einer Mischung aus fiinf Alkyltriazen-Harzen eine Mischung von fiinf
Estern erhalten. Eine Einschriankung in Bezug auf Seitenkettenschutzgruppen wurde
ebensowenig beobachtet wie Probleme mit Seitenketten-ungeschiitzten Aminosiduren
Fmoc-Ser-OH, Boc-Tyr-OH und Fmoc-Trp-OH. Auch Peptid-Sduren wurden erfolgreich
umgesetzt.

Die Anwendbarkeit der Alkyltriazen-Harze in der kombinatorischen Chemie konnte
durch Alkylierung zweier ,,split-mix‘“-Kollektionen aus 20 und 24 Pyrazolcarbonsiduren
gezeigt werden, die den Ausgangsbibliotheken ein weiteres Diversititselement
hinzufiigte. Die analytische Charakterisierung der Produktbibliotheken erfolgte mit
hochstauflosender Mikro-HPLC-ES-FTICR-Massenspektrometrie und die ,,on-bead®-
Analytik mit FT-ATR-IR.

Mit den Alkyltriazen-Harzen steht ein vielseitig verwendbares Polymerreagenz fiir die
Alkylierung von Carbonsduren in Losung zur Verfligung. Durch die grofe Vielfalt an
kommerziell erhdltlichen Alkylaminen ist eine hohe Diversitit an Alkyltriazen-Harzen
zuganglich. Dies wird insbesondere fiir die Postmodifikation von Substanzkollektionen
von Bedeutung sein. FEine weitere wichtige Einsatzmoglichkeit stellen

Durchflussanwendungen oder die Probenvorbereitung fiir die GC-MS-Analytik dar.

Der zweite Teil der Dissertation beschreibt die Festphasensynthese (SPOS) von 1H-1,2,3-
Triazoldicarbonsduredimethylestern und Postmodifikationen. Polymergebundene Azide
wurden nach Acylierung des Rink-Linkers mit Bromcarbonsduren durch nukleophile
Substitution mit NaNs3 oder durch Acylierung mit Azidobenzoesduren dargestellt. Die
thermische 1,3-dipolare Cycloaddition mit Dimethylacetylendicarboxylat fiihrte zu
polymergebundenen 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsduredimethylestern.

Mit Hilfe der mikrowellenunterstiitzten Reaktionsoptimierung wurde eine
Reaktionsvorschrift fiir die schnelle Cyclisierung unter drastischen Bedingungen
(150 °C) erarbeitet, wobei Reaktionszeiten von 20 h auf 20 min verkiirzt wurden. Die
Ergebnisse dieser Optimierung wurden erfolgreich auf die ,konventionelle®
Festphasensynthese iibertragen. Die Triazole wiesen alle sehr gute Rohproduktreinheiten
auf, wobei fiir aliphatische Azide die besten Cyclisierungsergebnisse erhalten wurden.
Aromatische Azide ergaben die saubersten Cyclisierungsprodukte bei einer
Reaktionstemperatur von 80 °C.

Umfunktionalisierung der Methylestergruppe am Harz durch Verseifung mit NaOH in

H,O/THF  ergab  Triazoldicarbonsduren. @ Die = Ammonolyse  fiihrte  zu

125



ZUSAMMENFASSUNG

126

Biscarbamoyltriazolen, die Reduktion mit LiAlH4 zu Bis(hydroxymethyl)triazolen. Durch
Umsetzung mit Hydrazin-Monohydrat wurden Bishydrazide erhalten, deren Addition an
Isothiocyanate und die anschlieBende Cyclisierung ergab Bisoxadiazolyltriazole in
méaBigen bis guten Reinheiten.

Die vorgestellten Festphasensynthesen bieten Zugang zu neuartigen heterocyclischen
Verbindungen und stellen eine vielversprechende Grundlage fiir weitere

Postmodifikationen am Triazolgeriist dar.



6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien und Losungsmittel

Die Losungsmittel wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel
de Haen (Seelze) in p.a. Qualitit bezogen. Die wasserfreien Losungsmittel ACN, DCM,
Dioxan, DMF, DMSO, NMP, THF, Toluol wurden von Fluka (Neu-Ulm) und
wasserfreies Ethanol von Aldrich (Steinheim) bezogen. Fiir die HPLC wurden Acetonitril
und Methanol der Reinheit LiChrosolv Gradient Grade der Firma Merck (Darmstadt)
eingesetzt. Trifluoressigsdure der Reinheit Uvasol stammte ebenfalls von der Firma
Merck (Darmstadt). Entionisiertes Wasser wurde iiber eine Filtrationsanlage von
Millipore (Eschborn) aufgereinigt.

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden von Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm),
Maybridge (Trevillet, UK), Lancaster (Miihlheim am Main) und Merck (Darmstadt)
bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Rink-Amid-AM-PS-Harz wurde von der
Firma Rapp Polymere (Tiibingen), Merrifield-PS-Harze von den Firmen Nova-Biochem

(Laufelfingen, Schweiz), Aldrich (Steinheim) sowie PepChem (Tiibingen) bezogen.

6.2 Gerate und analytische Methoden

6.2.1 Kaiser-Test

Mit Hilfe des Kaiser-Tests zum Nachweis primdrer Amine mit Ninhydrin wurde ,,on-
bead auf vollstandige Acylierung freier Aminofunktionen an fester Phase untersucht.
Fiir den Kaiser-Test wurden folgende Reagenzlosungen verwendet:

Kaiser I: 50 pl einer 0,01 M wiéssrigen KCN-Losung werden mit Pyridin auf 25 ml

aufgefiillt.
Kaiser II: 5 g Ninhydrin werden in 100 ml n-Butylalkohol gel6st.

Kaiser III: 80 g Phenol werden in 20 ml n-Butylalkohol gelost.

Zur Durchfiihrung werden wenige Harzkugeln in einem Eppendorf-Cup mit je einem
Tropfen der drei Reagenzlosungen versetzt und die Suspension 5 min bei 110 °C erhitzt.
Tritt dabei keine intensive Blaufarbung des Harzes oder der Losung auf, so liegen keine

freien Aminogruppen vor.
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6.2.2 Mikrowellenunterstutzte Synthesen

Mikrowellenunterstiitzte Synthesen wurden auf einem SmithSynthesizer'™ der Firma
Personal Chemistry, Uppsala, Schweden durchgefiihrt. Dieses Single-Mode Gerét ist mit
einem automatischen Probengeber und einer Pippettiereinheit ausgestattet, deren
Steuerung softwareunterstiitzt erfolgen. Das zuldssige Probenvolumen betrdgt zwischen
0,5 und 5ml in mit Septen verschlossenen druckstabilen ReaktionsgefdBlen. Ein
Magnetron mit einer Leistung von 15-300W erzeugt die zum Aufheizen der
Reaktionsmischung bendtigte Mikrowellenstrahlung mit einer Frequenz von
v =2,45 GHz. Der Temperaturbereich erstreckt sich von 60 — 250 °C bei einer Heizrate
von 2 —5 °C/sec. Der zuldssige Maximaldruck im Inneren der Reaktionsgefdf3e betrug
20 bar. Wahrend der Reaktion wird die Temperatur im Reaktionsgefdl durch
Mikrowellenpulse konstant gehalten. Nach der Reaktion wird das Reaktionsgefdfl im

Duckluftstrom schnellstmoglich auf Raumtemperatur abgekiihlt.

6.2.3 FT-ATR-IR-Spektroskopie

FT-ATR-IR-Spektren der Harze bzw. polymergebundener Verbindungen wurden mit
einem Bruker Vector 22 aufgenommen. Das Gerit ist mit einer SplitPea® ATR-Einheit
der Firma Harrick versehen. Die Harze wurden direkt durch Aufpressen auf einen Si-
Kristall vermessen. Die Spektren wurden mit 16-32 Scans aufgenommen, und es wurde

jeweils eine automatische ATR-Korrektur durchgefiihrt.

6.2.4 Hochleistungsflissigkeitschromatographie
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Fiir analytische HPLC-Trennungen wurde eine Anlage der Firma Waters (Eschborn),
bestehend aus einer Steuerungseinheit 600 S, Pumpeneinheit 626, UV-Detektor 486
sowie einem 712 WISP Autosampler, eingesetzt. Die Anlage ist mit einer analytischen
Trennsdule Nucleosil CI8 (5 pum Korngrofle, 250 x 2 mm, Grom, Herrenberg)
ausgestattet. Fiir die Trennungen wurde ein Gradient von Wasser / 0,1 % TFA (v/v)
(Laufmittel A) und Acetonitril / 0,1 % TFA (v/v) (Laufmittel B) bei einer Flussrate von
0,3 ml/min gefahren. Es wurden, je nach Trennproblem, folgende Gradienten eingesetzt:

- 0 % B auf 100 % B innerhalb 30 min, 100 % B fiir 5 min
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- 10 % B auf 100 % B innerhalb 30 min, 100 % B fiir 5 min

- 10 % B auf 100 % B innerhalb 30 min, 100 % B fiir 10 min.

Die UV-Detektion erfolgte bei 4 =214 nm und die Reinheit der Produkte wurde anhand
der Peakflichen errechnet. Eine absolute Gehaltsangabe ist jedoch aufgrund der

unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten der Verbindungen nicht moglich.

6.2.5 ES-Quadrupol-Massenspektrometrie

ES-MS-Analysen wurden auf einem Quattro II Tripel-Quadrupol-Massenspektrometer
der Firma Micromass (Altrinchan/UK) in Verbindung mit einer HPLC-Anlage
INTEGRAL™ der Firma Perseptive Biosystems (Weiterstadt) durchgefiihrt. Das HPLC-
System wurde so eingestellt, dass wihrend der gesamten Dauer der Analysenserie ein
konstanter Fluss von 60 pl/min Acetonitril/Wasser (1:1) (mit 0,1 % Ameisensidure) zum
Injektor des GILSON 232X Probengebers der Firma Abimed (Langenfeld) geliefert
wurde. Alle 2 min wurden jeweils 10 pl einer Probe (Konzentration ca. 10 pg/ml)
injiziert, die durch den konstanten Losungsmittelfluss zur Quelle des Quattro II ES-MS
transportiert wurden. Die Messungen am MS wurden durch Kontaktschluss des
Probengebers gestartet. Die Messparameter jeder Probe (Massenbereich, Messrate, Cone-
Spannung (iiblicherweise 30-40 V)) wurden zuvor in einer Probenliste der Steuersoftware
(MassLynx, Version 2.2, Firma Micromass, Altrinchan/UK) des MS editiert. Die Proben

wurden in Methanol oder Acetonitril geldst.

6.2.6 Hochstauflosende ES-FTICR-Massenspektrometrie

Fiir ES-FTICR-MS-Messungen wurde ein passiv abgeschirmtes 4.7 Tesla APEX™ II
Spektrometer mit zylindrischer ,,infinity-cell“ [Car91] (Bruker Daltonik, Bremen)
verwendet, dessen Grundvakuum von 2,5 x 10" mbar mit Hilfe von
Turbomolekularpumpen (Edwards, Sussex, UK) erzeugt wird. Die Aufnahme und
Prozessierung der Daten erfolgte mit Hilfe der XMASS Software (Version 5.0.10) auf
einer Silicon Graphics O2 Workstation. Die Zufuhr der in Acetonitril/Wasser (1 %
AcOH) gelosten Proben erfolgte iiber eine 74300 Series Spritzenpumpe (Cole-Parmer
Instruments) mit einer Flussrate von 1 pl/min. Zur Erzeugung des Sprays wurde eine

geerdete Kapillarnadel verwendet. Es wurde kein Vernebelungsgas benutzt. Die
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Messungen erfolgten im ,positive ion“- Modus. Als mobile Phase wurde ein
Wasser/Acetonitril-Gemisch (40:60) (0,1 % Ameisensdure) verwendet. Die Messzeit
betrug jeweils 30 s bei 16 aufsummierten Scans.

Fir HPLC-MS-Messungen wurde eine HPLC-Anlage HP 1100 der Firma Hewlett-
Packard, die mit einer Gromsil C18-Séule (5 pum Korngrosse, 100 x 2 mm, Grom,
Herrenberg) verbunden war, eingesetzt. Als Flussrate wurden 50 pl/min verwendet,

wobei der Fluss direkt der ES-Quelle des Massenspektrometers zugefiihrt wurde.

6.2.7 GC-EI-MS-Untersuchungen zur Konfigurationsbestimmung von

Aminosauren

Die Gaschromatographie-Elektronenstossionisations-Massenspektrometrie wurde an
einer HP 6890/5973 GC-EI-MS-Anlage von Hewlett Packard (Waldstetten) zur
quantitativen Bestimmung der Konfiguration von Aminosduren durchgefiihrt. Zur
quantitativen Konfigurationsanalyse der proteinogenen Aminosduren wurde zunéchst die
Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin (10 % in DCM) abgespalten und anschlieBend mit 2M
HCIEthanol bei 110°C  fir 30min behandelt. Hierbei werden die
Seitenkettenschutzgruppen abgespalten und Asparaginsdure sowie Glutaminsiure
verestert. Nachfolgend wurden die Proben mit TFAA/DCM behandelt, wobei die
N-Termini wie auch freie Seitenkettenschutzgruppen trifluoracetyliert wurden. Histidin
wurde an der Seitenkette methoxycarbonyliert. Diese N-terminal als Trifluoracetamid und
C-terminal als Ethylester derivatisierten Aminosduren wurden im GC {ber eine
Kapillarsdule mit chiraler stationdrer Phase getrennt und mit SIM-EI-
Massenspektrometrie detektiert. Als chirale stationidre Phase wurde Lipodex-E (30 % in

Dimetylpolysiloxan) oder Chirasil-Val verwendet.

6.2.8 NMR-Spektroskopie
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Eindimensionale 'H- und '*C-NMR-Spektren wurden an einem Bruker AC 250 MHz
Spektrometer oder einem Bruker AMX 400 MHz Spektrometer (Bruker Analytik,
Bremen) aufgenommen. Die Spektren wurden in MeOH-ds, DMF-d; oder CDCl;
vermessen.

Zweidimensionale NMR-Experimente wurden am Bruker AMX 400 MHz Spektrometer
durchgefiihrt.
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6.3 Festphasensynthesen

6.3.1 Allgemeine Vorschrift zur Fmoc-Abspaltung

Das polymergebundene Fmoc-geschiitzte Amin wird mit Piperidin (20 % in DMF)
versetzt und 20 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wird nun dreimal mit
DMF gewaschen und erneut mit Piperidin (20 % in DMF) versetzt. Nach weiteren 20 min
Schiitteln wird das Harz besonders griindlich (mindestens zehnmal) mit DMF und
mehrfach mit DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und anschlieBend im Vakuum
getrocknet.

6.3.2 Festphasensynthese von Aziden

Bromacylierung von Rink-Amid-PS-Harz

Rink-Amid-PS-Harz (50 mg; Beladung 0,74 mmol/g; 0,037 mmol) wird nach der
allgemeinen Vorschrift Fmoc-entschiitzt. AnschlieBend wird eine Losung der
Bromcarbonsiure (5 eq.; 0,185 mmol) in 1 ml DMF mit DIC (2,5 eq.; 0,093 mmol; 32 pl)
versetzt, gut vermischt und 15 min zur Bildung des Anhydrids stehen gelassen. Die
Losung wird zum Harz gegeben und das Reaktionsgemisch 3 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. AnschlieBend wird mehrmals mit DMF, DCM, MeOH, DCM, MeOH
gewaschen und das Harz im Vakuum getrocknet. Mittels Kaiser-Test wird die
Vollstindigkeit der Beladung tiberpriift und gegebenenfalls die Kupplung wiederholt. Bei
positivem Kaiser-Test nach wiederholter Kupplung wird das Harz mit einer Capping-
Losung (DMF/Ac,O/DIEA; 8 : 2 : 1) versetzt und 0,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wird mehrmals mit DMF, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und das

Harz im Vakuum getrocknet.

Substitution zu polymergebundenen Aziden

Immobilisierte Bromcarbonsédure (0,037 mmol) wird mit einer Losung von Natriumazid
(5eq.; 0,185 mmol; 12,03 mg) in DMSO abs. (I ml) versetzt und 0,5 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird mehrmals mit DMSO, DCM, MeOH,
DCM, MeOH gewaschen und das Harz im Vakuum getrocknet.
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Acylierung von Rink-Amid-Harz mit Azidobenzoesauren

Die Acylierung von Rink-Amid-Harz mit Azidobenzoesduren erfolgt nach derselben
Vorschrift wie die Bromacylierung. Anstelle der Bromcarbonsdure wird die

entsprechende Azidobenzoesdure eingesetzt.

6.3.3 Festphasensynthese von 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsauredimethyl-

estern

Cycloaddition mit Acetylendicarbonsauredimethylester (DMAD) bei 80 °C

Das polymergebundene Azid (0,037 mmol) wird in DMF (1 ml) suspendiert und mit
DMAD (10 eq.; 0,37 mmol; 45,5 pl) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird im Falle von
aliphatischen Aziden 18 h bei 80 °C geriihrt. Fiir aromatische Azide erfolgt eine
zweimalige Umsetzung fiir 20 h bei 80 °C. AnschlieBend wird mehrmals mit DMF,
DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und das Harz im Vakuum getrocknet. Zur
Abspaltung der Produkte vom polymeren Triger wird das Harz mit 20 % TFA/DCM
(1,5 ml) versetzt und 0,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Abspaltlosung wird
abfiltriert und das Harz mit DCM und MeOH (jeweils 0,5 ml) nachgespiilt. Die
vereinigten Filtrate werden am Vakuum zur Trockene eingeengt. Die so erhaltenen
Rohprodukte werden mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3ml) versetzt,
gefriergetrocknet und anschlieBend mit HPLC und ES-MS analysiert.

Mikrowellenunterstiitzte Cycloadditionsreaktion

Das polymergebundene Azid (0,037 mmol) wird in DMF (1 ml) suspendiert und mit
DMAD (10 eq.; 0,37 mmol; 45,5 ul) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 15 min (20
min flir aromatische Azide) bei 150 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wird mehrmals mit DMF, DCM, MeOH, DCM, Et,0 gewaschen und das Harz im
Vakuum getrocknet. Zur Abspaltung der Produkte vom polymeren Triger wird das Harz
mit 20 % TFA/DCM (1,5 ml) versetzt und 0,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die
Abspaltlosung wird abfiltriert und das Harz mit DCM und MeOH (jeweils 0,5 ml)
nachgespiilt. Die vereinigten Filtrate werden am Vakuum zur Trockene eingeengt. Die so
erhaltenen Rohprodukte werden mit fert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt,
gefriergetrocknet und anschlieBend mit HPLC und ES-MS analysiert.
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Cycloaddition mit DMAD bei 150 °C

Das polymergebundene Azid (0,037 mmol) wird in einem Glasgefal in DMF (1 ml)
suspendiert und mit DMAD (10 eq.; 0,37 mmol; 45,5 ul) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wird 15 min (30 min fiir aromatische Azide) bei 150 °C geriihrt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch im Druckluftstrom auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das Harz wird
mehrmals mit DMF, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Zur Abspaltung der Produkte vom polymeren Triger wird das Harz mit 20 %
TFA/DCM (1,5ml) versetzt und 0,5h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die
Abspaltlosung wird abfiltriert und das Harz mit DCM und MeOH (jeweils 0,5 ml)
nachgespiilt. Die vereinigten Filtrate werden am Vakuum zur Trockene eingeengt. Die so
erhaltenen Rohprodukte werden mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt,
gefriergetrocknet und anschlieBend mit HPLC und ES-MS analysiert.

NMR-Daten fiir 1-[2-(Carbamoylphenyl)]-1H-1,2,3-triazol-4,5-dicarbonsduredimethyl-
ester:

"H-NMR (400,16 MHz, DMSO-d): & = 3.68 (s, 3H), 4.03 (s, 3H), 7.83 (m, 4H).
BC-NMR (400,16 MHz, DMSO-de): &= 51.48, 52.14, 126.97, 127.40, 129.67, 129.84,
131.38, 131.64, 132.17, 137.03, 156.67, 159.07, 165,50.

NMR-Daten fiir 1-(Carbamoylmethyl)-1H-1,2,3-triazol-4,5-dicarbonsduredimethylester:
"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 3.84 (s, 6H), 5.34 (s, 2H).

BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 53.57, 54.15, 132.57, 141.28, 160.20, 162.34,
169.67.

NMR-Daten fiir 1-(7-Carbamoyl-1-heptyl)-1H-1,2,3-triazol-4,5-dicarbonsduredimethyl-
ester

"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d4): 8=1.37 (m, 6H), 1.61 (m, 2H), 1.93 (m, 2H), 2.20
(m, 2H), 3.95 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 4.62 (t, 2H).

BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-d4): &=27.10, 27.59, 30.02, 30.39, 31.4, 36.8, 52.02,
53.56, 54.45, 132.03, 140.99, 160.61, 162.35, 179.68.
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6.3.4 Darstellung von Bis(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazolen
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Die Synthese polymergebundener Azide erfolgt wie in Kapitel 6.3.2 beschrieben.
Die Synthese polymergebundener 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonséuredimethylester
erfolgt wie in Kapitel 6.3.3 beschrieben.

Darstellung polymergebundener 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsaurehydrazide

Der polymergebundene Triazoldicarbonsduredimethylester (0,037 mmol) wird mit einer
Losung von Hydrazin-Monohydrat (10eq.; 0,37 mmol; 18 ul) in einem
Losemittelgemisch aus MeOH und Dioxan (1:1; v:v) (1 ml) versetzt und 18 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wird anschlieBend mehrmals mit Dioxan, THF,

DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Umsetzung mit Isothiocyanaten zu N-acylierten Thiosemicarbaziden

Das polymergebundene Bishydrazid (0,037 mmol) wird mit einer Losung des
Isothiocyanats (10 eq.; 0,37 mmol) in NMP (1 ml) versetzt und 18 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz mehrfach mit NMP, DMF, DCM, MeOH, DCM,
MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Cyclisierung mit EDC*HCI zu Bisoxadiazolyltriazolen

Das polymergebundene Bis-N-acylthiosemicarbazid (0,037 mmol) wird mit einer Losung
von EDC-Hydrochlorid (10 eq.; 0,37 mmol; 70,9 mg) in DMSO abs. (1 ml) versetzt und
18 h bei 80 °C geriihrt. AnschlieBend wird das Harz mehrfach mit DMSO, DMF, DCM,
MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet. Zur Abspaltung der
Produkte vom polymeren Triager wird das Harz mit 20 % TFA/DCM (1,5 ml) versetzt
und 0,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Abspaltlosung wird abfiltriert und das
Harz mit DCM und MeOH (jeweils 0,5 ml) nachgespiilt. Die vereinigten Filtrate werden
am Vakuum zur Trockene eingeengt. Die so erhaltenen Rohprodukte werden mit
tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt, gefriergetrocknet und anschliefend mit
HPLC und ES-MS analysiert.
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NMR-Daten fiir 4,5-Bis(5-anilino-1,3,4-oxadiazol-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-ylacetamid:
"H-NMR (400,16 MHz, DMSO-de): & = 5.43 (s, 2H), 6.97 (t, 2H), 7.30 (m, 4H), 7.54 (m,
4H), 10,79 (s, 1H), 10.87 (s, 1H).

6.3.5 Darstellung von Biscarbamoyl-1H-1,2,3-triazolen

Die Synthese polymergebundener Azide erfolgt wie in Kapitel 6.3.2 beschrieben.
Die Synthese polymergebundener 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsduredimethylester
erfolgt wie in Kapitel 6.3.3 beschrieben.

Aminolyse mit Ammoniak

Der polymergebundene Triazoldicarbonsduredimethylester wird bei 0 °C mit einem
Gemisch einer Losung von Ammoniak in Dioxan (0,5 M, 1 ml) und einer Losung von
Ammoniak in Methanol (2 M; 1 ml) versetzt, 2 d bei 0 °C geriihrt und anschlie8end 6 d
bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wird anschlieBend mehrmals mit Dioxan,
THF, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet. Zur
Abspaltung der Produkte vom polymeren Trager wird das Harz mit 20 % TFA/DCM
(1,5 ml) versetzt und 0,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Abspaltlosung wird
abfiltriert und das Harz mit DCM und MeOH (jeweils 0,5 ml) nachgespiilt. Die
vereinigten Filtrate werden am Vakuum zur Trockene eingeengt. Die so erhaltenen
Rohprodukte werden mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:iv) (3ml) versetzt,
gefriergetrocknet und anschlieBend mit HPLC und ES-MS analysiert.

NMR-Daten fiir 4,5-Biscarbamoyl-1H-1,2,3-triazol-1-ylacetamid:
"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 5.44 (s, 2H).
BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-dy): 8 = 50.36, 119.74, 134.42, 160.79, 162.30, 170.25.

6.3.6 Darstellung von 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonsauren

Die Synthese polymergebundener Azide erfolgt wie in Kapitel 6.3.2 beschrieben.
Die Synthese polymergebundener 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonséuredimethylester
erfolgt wie in Kapitel 6.3.3 beschrieben.

135



EXPERIMENTELLER TEIL

Verseifung des Methylesters

Der polymergebundene Triazoldicarbonsduredimethylester wird bei Raumtemperatur mit
einem Gemisch aus NaOH (1M in H,O) und Dioxan (1:1; v:v; 1 ml) versetzt und 12 h bei
60 °C geriihrt. AnschlieBend wird das Harz jeweils zweimal mit Dioxan und DMF
gewaschen, mit AcOH (1 ml) versetzt und 0,5h bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wird mehrmals mit DMF, THF, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im
Vakuum getrocknet. Zur Abspaltung der Produkte vom polymeren Triger wird das Harz
mit 20 % TFA/DCM (1,5 ml) versetzt und 0,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die
Abspaltlosung wird abfiltriert und das Harz mit DCM und Et,O (jeweils 0,5 ml)
nachgespiilt. Die vereinigten Filtrate werden am Vakuum zur Trockene eingeengt. Die so
erhaltenen Rohprodukte werden mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt,
gefriergetrocknet und anschlieBend mit HPLC und ES-MS analysiert.

NMR-Daten fiir 4,5-Biscarboxy-1H-1,2,3-triazol-1-ylacetamid:
"H-NMR (400,16 MHz, CDCls): & = 5.32 (s, 2H).
BC-NMR (400,16 MHz, CDCl3): & = 50.42, 133.46, 143.37, 161.76, 163.46, 171.21.

6.3.7 Darstellung von Bis(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazolen

136

Die Synthese polymergebundener Azide erfolgt wie in Kapitel 6.3.2 beschrieben.
Die Synthese polymergebundener 1H-1,2,3-Triazol-4,5-dicarbonséuredimethylester
erfolgt wie in Kapitel 6.3.3 beschrieben.

Variante A - Reduktion des Methylesters mit Lithiumaluminiumhydrid

Der polymergebundene Triazoldicarbonsduredimethylester wird bei Raumtemperatur mit
einer Losung von Lithiumaluminiumhydrid in THF (1 M, 2 ml) versetzt und 15 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz mehrmals mit THF, MeOH,
H,O, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet. Zur
Abspaltung der Produkte vom polymeren Triger wird das Harz mit 20 % TFA/DCM
(1,5 ml) versetzt und 0,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Abspaltlosung wird
abfiltriert und das Harz mit DCM und Et,O (jeweils 0,5 ml) nachgespiilt. Die vereinigten

Filtrate werden am Vakuum zur Trockene eingeengt. Die so erhaltenen Rohprodukte
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werden mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt, gefriergetrocknet und
anschlieend mit HPLC und ES-MS analysiert.

NMR-Daten fiir 4,5-Bis(hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yloctansdureamid:

"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 1.24 (m, 4H), 1.48 (m, 4H), 1.81 (tt, 2H), 2.08
(t, 2H), 3.69 (s, 2H), 4.25 (t, 2H), 4.58 (s, 2H).

BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-dy): & = 24.98, 25.87, 28.14, 28.43, 29.45, 30.51, 50.69,
51.43, 54.68, 131.01, 137.29, 173.55.

Variante B - Verseifung, Aktivierung und Reduktion

Verseifung des Methylesters

a) vgl. Kapitel 6.3.6.

b) Der polymergebundene Triazoldicarbonsduredimethylester wird bei Raumtemperatur
mit einem Gemisch aus NaOMe (30 % in MeOH) und THF (1:1; v:v; 1 ml) versetzt und
12 h bei 60 °C geriihrt. Das Harz wird nun mehrmals mit Dioxan, THF, DCM, MeOH,
DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet.

¢) Der polymergebundene Triazoldicarbonsduredimethylester wird mit einer gesittigten
Losung von KOSiMe; in THF abs. (1,5 ml) versetzt und 16 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz mehrfach mit THF, DCM, MeOH und THF
gewaschen, mit THF/AcOH (4:1; v:v) (1,5 ml) versetzt und 5 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. Das Harz wird mehrfach mit THF, DCM, MeOH, DCM, MeOH, THF
gewaschen und die Prozedur einmal wiederholt. Nach der zweiten Durchfiihrung wird

das Harz mit THF, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Umsetzung zum gemischten Anhydrid
Die polymergebundene Triazoldicarbonsdure wird mit THF abs. (1 ml),
Chlorameisensédureisobutylester (20 eq.; 0,74 mmol; 96,8 ul) und NMM (20 eq.;

0,74 mmol; 81,9 ul) versetzt und 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird
das Harz mehrmals mit THF, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum
getrocknet.
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Reduktion mit Natriumborhydrid

Das polymergebundene gemischte Anhydrid wird mit einer frisch hergestellten Losung
von NaBHy (40 eq.; 1,48 mmol; 56 mg) in THF/H,O (1:1; 1 ml) versetzt und 16 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Wahrend der Reaktion sollte das Reaktionsgefdll wegen der
starken Gasentwicklung offen bleiben. Anschlieend wird das Harz mehrmals mit THF,

DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet.

6.3.8 Festphasensynthese von 1-Alkyl-3-aryltriazenen
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Immobilisierung von para-Nitrophenol an Merrifield-PS-Harz

Zu Merrifield-PS-Harz (50 mg; Beladung 1,7 mmol/g; 0,085 mmol) wird Cs,CO3 (2 eq.;
0,17 mmol; 55,4 mg) gegeben. Nach Zugabe einer Losung von para-Nitrophenol (5 eq.;
0,425 mmol; 59,1 mg) in DMF (1 ml) wird 3 h bei 80 °C geriihrt. AnschlieBend wird bei
Raumtemperatur mehrmals mit DMF, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und das

Harz im Vakuum getrocknet.

Reduktion zu polymergebundenem Anilin-Hydrochlorid

Das polymergebundene Nitrophenol (0,085 mmol) wird mit Zinndichlorid-Dihydrat
(1 ml; 2M in DMF) versetzt und 18 h bei Raumtemperatur geschiittelt Nach Beendigung
der Reaktion wird das Harz besonders griindlich mit DMF und anschlieBend noch
mehrmals mit DMF, DCM, MeOH, DCM, MeOH gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

Diazotierung zu polymergebundenem Aryldiazoniumchlorid

Das polymergebundene Anilinhydrochlorid (0,085 mmol) wird in 1 ml DCM suspendiert
und auf -10°C gekiihlt. AnschlieBend wird mit kaltem tert.-Butylnitrit (10 eq.;
0,85 mmol; 100 pl;) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 0,5 h bei -10 °C geriihrt und
anschlieend 2,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wird mehrmals mit DCM,
MeOH, THF, MeOH, THF gewaschen und direkt weiter umgesetzt.

Umsetzung zu polymergebundenen 1-Alkyl-3-aryltriazenen

Zu polymergebundenem Aryldiazoniumchlorid wird eine Losung der Aminkomponente

(15eq.; 1,275 mmol) in THF (1 ml) gegeben (im Fall von Methylamin wird mit
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Methylamin (2 M in THF) (23,5 eq.; 1 ml; 2 mmol) versetzt), und die Reaktionsmischung
wird 18 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Anschlieend wird mehrmals mit THF, DCM,
MeOH, DCM, Et,0 gewaschen und das Harz im Vakuum getrocknet. Bei Verwendung
langerkettiger aliphatischer Amine wird das Harz nach dem ersten MeOH-Waschschritt
mit DCM (1 ml) versetzt und 18 h geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz mit DCM,
MeOH und Et,0 gewaschen und im Vakuum getrocknet.

6.3.9 Upscaling der Synthese von Alkyltriazen-Harzen

Immobilisierung von para-Nitrophenol an Merrifield-PS-Harz

In einem 250 ml Rundkolben wird Merrifield-PS-Harz (10 g; Beladung 2,58 mmol/g;
25,8 mmol) und Césiumcarbonat (2 eq.; 51,6 mmol; 16,8 g) in DMF (90 ml) suspendiert.
Dazu wird eine Losung von para-Nitrophenol (5 eq.; 129 mmol; 17,9 g) in DMF (30 ml)
gegeben und das Reaktionsgemisch 3 h bei 80 °C geriihrt. AnschlieBend wird auf 60 °C
gekiihlt, 50 ml Eisessig zugegeben und 0,5 h geriihrt (Vorsicht: heftige Gasentwicklung
moglich!). Das Harz wird mit DMF, DCM, MeOH/H,0 (4:1; v:v) und DMF gewaschen

und direkt weiter umgesetzt.

Reduktion zu polymergebundenem Anilin-Hydrochlorid

Zur Reduktion der aromatischen Nitrogruppe wird das Harz in einem 250 ml Rundkolben
mit einer Losung von SnCl,*2H,0 (0,2 mol; 45 g) in DMF (100 ml) (entspricht einer 2
molaren Losung) versetzt und 18 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Das Harz wird
anschliefend mit DMF, DCM, MeOH/H,0 (4:1; v:v) sowie MeOH gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

Diazotierung zu polymergebundenem Aryldiazoniumchlorid

Zur Diazotierung wird das getrocknete Harz in DCM (110 ml) suspendiert, auf —18 °C
gekiihlt und unter starkem Riihren gekiihltes tert.-Butylnitrit (10 eq.; 30,6 ml) langsam
(0,5 h) zugetropft. Nach 1 h wird die Reaktionstemperatur auf 0 °C eingestellt und
wiahrend 3 h auf 15 °C erhoht. Nach beendeter Reaktion wird das Harz mit DCM,
MeOH/H,0 (4:1; v:v) sowie THF gewaschen und direkt weiter umgesetzt.
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Umsetzung zu polymergebundenen Alkyltriazenen

a) Methyl- und Ethyltriazen-Harz

Zur Triazenbildung wird das Harz bei 0 °C mit Methylamin (2M in THF) (7,75 eq.;
100 ml; 200 mmol) versetzt, 0,5h bei 0°C geriihrt und anschlieBend 18 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Nach der Reaktion wird das Harz mit THF, DCM,
MeOH/H,0 (4:1; v:v) sowie MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die

Beladungsbestimmung erfolgt mittels Elementaranalyse auf Stickstoff.

b) weitere Alkyltriazen-Harze

Das Harz wird bei 0 °C mit einer Losung des entsprechenden Amins (10 eq.; 258 mmol)
in THF abs. (100 ml) versetzt, 0,5h bei 0°C geriihrt und anschlieBend 18 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Nach der Reaktion wird das Harz mit THF, DCM,
MeOH/H,0 (4:1; v:v) sowie MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die

Beladungsbestimmung erfolgt mittels Elementaranalyse auf Stickstoff.

6.4 PASP-Synthesen

6.4.1 Alkylierung von Carbonsauren mit Alkyltriazen-Harz

Eine Losung der Carbonsdure (0,5 mg) in DCM (0,5 ml) oder bei schlechter Loslichkeit
DCM/MeOH (9:1, v:v) (0,5 ml) wird zum entsprechenden Triazen-Harz (5 eq.) gegeben,
und das Reaktionsgemisch wird 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Beendigung
der Reaktion wird die Reaktionslosung abfiltriert und das Harz jeweils zweimal mit DCM
und MeOH gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit
tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet und anschlieBend
mit HPLC, ES-(FTICR)-MS und/oder NMR analysiert.

6.4.2 Methylierung von Phenolen

Eine Losung des Phenols (10 mg) in DCM (5 ml) oder bei schlechter Loslichkeit
DCM/MeOH (9:1, v:v) (5 ml) wird zum entsprechenden Triazen-Harz (5 eq.) gegeben,

und das Reaktionsgemisch wird 24 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Anschlieend wird
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die Reaktionslosung abfiltriert, das Harz jeweils zweimal mit DCM und MeOH
gewaschen, und die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit
tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet. AnschlieBend
werden die Produkte mit HPLC und NMR analysiert.

NMR-Daten fiir 4-Methoxy- I-nitrobenzol:
"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 4.02 (s, 3H), 6.88 (d, 2H), 8.15 (d, 2H).
BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-ds): 8 = 54.25, 114.21, 127.74, 141.03, 165.89.

6.4.3 Alkylierung von Aminosauren mit Alkyltriazen-Harz

Eine Losung der Aminosdure (1 mg) in DCM (1 ml) oder bei schlechter Loslichkeit
DCM/MeOH (9:1, v:v) (1 ml) wird zum entsprechenden Triazen-Harz (10 eq.) gegeben,
und das Reaktionsgemisch wird 8 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Beendigung
der Reaktion wird die Reaktionslosung abfiltriert und das Harz jeweils zweimal mit DCM
und MeOH gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit
tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet und anschlieBend
mit HPLC, ES-(FTICR)-MS und/oder NMR analysiert.

NMR-Daten fiir para-Nitrophenylessigsduremethylester:

"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d4): 8=3.72 (s, 3H), 3.84 (s, 2H), 7.55 (d, 2H), 8.21
(d, 2H).

BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-ds): 8=41.54, 53.13, 124.9, 132.2, 143.77, 150.22,
173.12.

NMR-Daten fiir para-Nitrophenylessigsdure-n-dodecylester:

"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 0.81 (t, 3H), 1.20 (m, 18H), 1.54 (m, 2H), 3.65
(s, 2H), 4.04 (t, 2H), 7.39 (d, 2H), 8.12 (d, 2H).

BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 14.09, 22.67, 25.81, 29.16, 29.33, 29.48, 29.53,
29.61,31.90,41.12, 65.56, 123.72, 130.26, 141.49, 147.20, 170.19.
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NMR-Daten fiir Benzilsduremethylester:

"H-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): & = 3.8 (s, 3H), 7.34 (m, 10H).

BC-NMR (400,16 MHz, MeOH-d,): &= 153.64, 83.16, 128.94, 129.29, 129.37, 144.56,
176.10.

NMR-Daten fiir Benzilsdure-n-butylester:

"H-NMR (400,16 MHz, CDCl3): =10.78 (t, 3H), 1.19 (m, 2H), 1.54 (m, 2H), 4.19 (t,
2H), 7.26 (m, 6H), 7.36 (m, 4H).

BC-NMR (400,16 MHz, CDCl3): &= 13.92, 19.31, 30.75, 67.15, 81.38, 127.82, 128.38,
128.44, 142.44, 174.99.

NMR-Daten fiir N-tert.-Butyloxycarbonyl-Phenylalaninmethylester:

"H-NMR (400,16 MHz, CDCl3): & =1.33 (s, 9H), 3.00 (qd, 2H), 3.63 (s, 3H), 4.51 (qd,
2H), 4.89 (d, 1H), 7.03-7.23 (m, SH).

BC-NMR (400,16 MHz, CDCl3): & =28.68, 38.75, 52.61, 54.80, 80.32, 127.42, 128.94,
129.69, 136.39, 153.29, 172.76.

6.4.4 Alkylierung von Substanzbibliotheken
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Umsetzung von Pyrazolcarbonsaurebibliothek A mit Methyltriazen-Harz

Die 20er Bibliothek wird in einer Konzentration von 0,5 mg/l in DCM geldst
(entsprechend einer Konzentration von ca. 1/40 mg/1 pro Einzelverbindung) und 1 ml der
Losung in einem Glasgefa3 vorgelegt. Zu dieser Losung gibt man Methyltriazen-Harz
(Beladung: 1,05 mmol/g) (15eq. bezogen auf ein mittleres Molgewicht der
Pyrazolcarbonsduren von M =350 g/mol, 21,4 pumol, 20,4mg) wund das
Reaktionsgemisch wird 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird die
Reaktionslosung abfiltriert und das Harz mit DCM und MeOH (je zweimal) gewaschen.
Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet und mit (HPLC)-ES-FTICR-MS

charakterisiert.



LOSUNGSSYNTHESEN

6.5 Losungssynthesen

6.5.1 Synthese von ortho-Azidobenzoesaure

Zu einer Suspension von Anthranilsdure (63,5 mmol; 8,7 g) in Salzsdure (6N; 250 ml)
wird bei Raumtemperatur langsam eine Losung von Natriumnitrit (1,06 eq.; 67,2 mmol;
4,64 g) in Wasser (100 ml) zugetropft. Die entstandene Losung wird 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Die resultierende klare Losung wird bei Raumtemperatur in ein
Gemisch aus Natriumacetat (25eq.; 1,6 mol; 130 g) und Natriumazid (1,06 eq.;
67,2 mmol; 4,37 g) in Wasser (250 ml) getropft. Es bildet sich sofort ein farbloser
Niederschlag. Die Suspension wird noch 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wird der Niederschlag abfiltriert, mehrfach mit Wasser gewaschen und anschliefend in
tert.-Butylalkohol/H,O (4:1; v:v) (50 ml) aufgenommen und gefriergetrocknet. Das
Produkt wird in Form farbloser, NMR-reiner Kristalle erhalten.

Ausbeute: 6,7 g (65 % der Theorie).

MS (ES): m/z =162 [M-H]

HPLC (4 =214 nm): 100 %

"H-NMR (400,16 MHz, MeOD): & =7.24 (dd, 1H), 7.32 (d, 1H), 7.51 (dd, 1H), 7.88
(d, 1H).

BC-NMR (400,16 MHz, MeOD): &= 121.74, 124.91, 126.18, 133.24, 134.9, 141.6,
169.17.
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8 Anhang

8.1 Berechnunqg der Harzbeladung nach einem Syntheseschritt

Mit der Beladung eines Harzes bezeichnet man die Anzahl reaktiver Zentren in Millimol
bezogen auf die Masse der Harzportion in Gramm.
Sei By, die Beladung des Harzes vor dem Syntheseschritt in mmol/g und my,, die Masse
vor der Reaktion in g. Die Anzahl der reaktiven Zentren betrdgt also

n,, =m,,B,, . (M
Nach einem Syntheseschritt (unter der Annahme, dass die Umsetzung vollstindig

verlduft) hat sich die Masse der umgesetzten Harzportion um

AM M M

m=n,,, ——= mVOVBvor 2 nach 7 vor_ (2)

1000 1000

auf
-M
Myaen =My, +Am = m,,, + mvoeror —pach __—_vor
1000

M, M

=M., 1+ mvaerar ek ———or. (3)
1000

gedndert. Am ist hierbei die Masseninderung der Harzportion in g; AM die Anderung des
Molgewichts der an der Ankergruppierung immobilisierten Spezies in g/mol. Der Faktor
1000 ergibt sich aus den unterschiedlichen Dimensionen der Einheiten von Beladung
(mmol/g) und Molgewicht (g/mol).

Die Zahl der reaktiven Zentren bleibt konstant, das heiflt die Anzahl an
Produktmolekiilen nach der Reaktion, np,, ist gleich der Anzahl an Eduktmolekiilen,
Nyor. Also gilt

n,en =N, = CONSL. 4)

nach
Somit ist auch

m B =m B . ®)

nach™= nach vor = vor
Die Beladung des Harzes nach der Reaktion betrdgt also

m_B
_ vor — vor . ( 6)
m

B

nach —
nach

Diese Formel ist insbesondere von Bedeutung bei der Berechnung der theoretischen

Harzbeladungen der Alkyltriazen-Harze (vgl. Kapitel 3.1).
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8.2 NMR-Analytik

8-[4,5-Bis(methoxycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]octansiureamid

(o) ,’\l:Ng (6]
H N N % 10O
21 23,456 75 1243 1
" ]
14
Chlorqform-d
[Te) DN OO NOOVOXTNT—OANOT ©
<\! DKL R NA-OROQOnNNN ©
N~ w Mo NANANT"T T O
AR
1
|
|
|
|
|
AN ,‘J
TrmTrmTﬁ'ﬁTrmTrmeﬂTﬁ'ﬂTﬁ‘nTﬁ‘nTﬁ'ﬂTmﬂTmﬂTﬁ'ﬂTﬁ'ﬁTmﬂTmﬂTmﬂTmﬂT
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
3 [ppm]
14
111‘:2%- ©oN
1 1013 12 9 gdnggr\;mg
0 o
8

150 100 50 0

3 [ppm]

Abb. 94 "H- und '*C-NMR-Spektren von 8-[4,5-Bis(methoxycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-ylJoctansaure-
amid (Rohprodukt).
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Benzilsiure-n-butylester
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Abb. 95 'H- und "*C-NMR-Spektren von Benzilsaure-n-butylester (Rohprodukt).
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10

4-Nitrophenylessigsiaure-n-dodecylester
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Abb. 96 'H- und "*C-NMR-Spektren von 4-Nitrophenylessigsaure-n-dodecylester (Rohprodukt).
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Boc-Phenylalaninmethylester
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Abb. 97 "H- und "*C-NMR-Spektren von Boc-Phenylalaninmethylester (Rohprodukt).
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