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Vorwort

Malaria gehért derzeit neben AIDS und Tuberkulose zu den schwerwiegendsten
Infektionskrankheiten der Bevdlkerung tropischer und subtropischer Regionen in
Afrika, Asien und Stidamerika.

Aufgrund der weitverbreiteten Resistenz der krankheitsverursachenden Plasmodien
gg. etablierten Chemotherapeutika wie z.B. Chloroquin ist das Spektrum an
wirksamen Arzneistoffen inzwischen sehr eingeschrankt. Berichte aus der
Grenzregion von Kambodscha Uber eine verminderte Empfindlichkeit von
Plasmodien-Stdmmen gg. Artemisininderivaten deuten sogar an, dass mittelfristig
kaum noch wirksame Therapieoptionen flr Malariainfektionen vorhanden sein

kdnnten.

Da Uberwiegend arme Menschen an Malaria erkranken, ist auch der finanzielle
Anreiz fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen Malaria flr profitorientierte
pharmazeutische Konzerne kaum gegeben. Deshalb kommt es besonders auf die
Forschungsanstrengungen von universitaren Einrichtungen an, damit neuartige
Wirkstoffe gegen Malaria gefunden werden. Verschiedene Arbeitskreise befassen
sich seit circa 15 Jahren mit der Strukturmodifikation und dem antiparasitaren
Wirkprinzip Fosmidomycins. Mit der vorliegenden Arbeit soll basierend auf bisherigen

Erkenntnissen ein Beitrag zur Strukturoptimierung Fosmidomycins geleistet werden.
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1 Einleitung

1.1 Malaria
1.1.1 Epidemiologie

Malaria ist eine der am weitest verbreiteten Infektionskrankheiten weltweit. Nach
jingsten Zahlen der WHO gab es im Jahr 2008 eine Inzidenz von schatzungsweise
243 Millionen klinisch registrierten Fallen, wobei 863 000 Menschen der Krankheit
erlagen.' Haufig sind schwangere Frauen sowie Kinder unter 5 Jahren betroffen.
Hingegen sind Individuen, die mehrere Infektionen Uberstehen, durch ihr
Immunsystem teilweise vor weiteren schwerwiegenden Infektionen im
Erwachsenenalter geschutzt. Ungefahr 40 % der Weltbevdlkerung lebt in tropischen
und subtropischen Regionen, in denen Malaria endemisch ist. 1,2 Milliarden
Menschen leben in Hochrisikogebieten mit mindestens einem Erkrankungsfall pro
1000 Einwohnern pro Jahr. Zum gréBten Teil liegen die Endemiegebiete in Afrika
(49 %) und Siid-Ost-Asien (37 %).! Aufgrund des malariabedingten Anstiegs der
Kindersterblichkeitsrate wird die demographische Entwicklung der Uberwiegend
armen Bevolkerung in den betroffenen Landern empfindlich gestért. Malaria ist somit
eine bedeutende Ursache und Konsequenz von Armut.” Die wichtigsten human-
pathogenen Malariaerreger sind Plasmodium malariae (P. malariae), Plasmodium
ovale (P. ovale), Plasmodium vivax (P. vivax) und v.a. Plasmodium falciparum
(P. falciparum). Fur die meisten schweren Erkrankungen und Todesfalle im
subsaharischen Afrika ist P. falciparum verantwortlich, wohingegen auBerhalb Afrikas
P. vivax die gréBte Préavalenz aufweist.* P. falciparum |8st das Krankheitsbild Malaria
tropica aus, welches sich durch hohe Parasitdmie, teils ausgepragte Anamie und bei
der komplizierten Form durch haufige neurologische Komplikationen auszeichnet.
P. vivax und P. ovale sind Erreger der Malaria tertiana, P. malariae verursacht
Malaria quartana, welche im Gegensatz zur Malaria tertiana haufig zwei fieberfreie
Tage beinhaltet. Bei P. vivax und P. malariae kommt erschwerend hinzu, dass sie in
ihren Lebenszyklen Ruheformen ausbilden, welche selbst nach Monaten bis Jahren

' Schatzungen zufolge wird das Wirtschaftswachstum der Entwicklungslander durch Malaria pro Jahr um 1,3 % verlangsamt.
Umgerechnet auf das Bruttosozialprodukt der sidlich der Sahara liegenden Lénder entspricht das einer EinbuBBe von circa 12
Milliarden US$ pro Jahr.?®
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durch Reaktivierung zu Rezidiven der Krankheit fiihren kdnnen.' Alle human-
pathogenen Plasmodien werden durch weibliche Anopheles-Stechmlcken
Ubertragen. Durch Verbesserung der Parasitendiagnostik konnte gezeigt werden,
dass neben P. falciparum auch P. vivax Verursacher von Malariaerkrankungen mit
Todesfolge sein kann, so dass diese Spezies zur Gesamtmorbiditit beitragt.”
Darlber hinaus wurde mithilfe von PCR-Detektionsmethoden gezeigt, dass bis zu
30 % aller klinischen Félle von Malaria Mischinfektionen mit P. falciparum und
P. vivax darstellen.®

Seit einigen Jahren geht die Anzahl der Malariaerkrankungen zurlick. Eine Ursache
fir diese Entwicklung ist die starkere Aufmerksamkeit, die private sowie Offentliche
Stiftungen und Institutionen der Drosselung der Malariaausbreitung widmen. Die Bill
& Melinda Gates Foundation, die US National Institutes of Health und die
Europaische Kommission widmen sich seit Kurzem verstarkt dieser bislang von der
westlichen Welt vernachlassigten Tropenkrankheit. Im Speziellen die Bill & Melinda
Gates Foundation hat sich seit November 2007 mit dem dafir geschaffenen "Global
Fund to Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria" das sehr ehrgeizige Ziel der
weltweiten Eradikation der Malaria gesteckt.” Die WHO unterstiitzt dieses Ziel mit
ihrem Roll Back Malaria (RBM)-Projekt. Darin werden sowohl wissenschaftliche
Projekte zur Entwicklung neuer Medikamente gegen Malaria als auch die
Verbesserung der Infrastruktur in Endemiegebieten verstarkt finanziell unterstitzt.
Der rationale Einsatz von wirksamen Insektiziden und von Insektizid-impragnierten
Moskitonetzen ist die derzeit beste Malaria-Prophylaxe der gefahrdeten
Bevdlkerung.® Eine effektivere Langzeitprophylaxe kdénnte eine Impfung vermitteln,
die sich direkt gegen die Malariaerreger richtet. Die Entwicklung eines Impfstoffes ist
aber unter anderem dadurch erschwert, dass der Parasit in seinem
Vermehrungszyklus verschiedene Lebensformen unterschiedlicher Morphologie
durchlduft und eine hohe Variabilitit der Antigene aufweist. Des Weiteren
entwickelten die Parasiten im Laufe ihrer Evolution ausgefeilte Mechanismen, um
dem Angriff des menschlichen Immunsystems zu entgehen.®’ RTS,S/AS02A befindet
sich gegenwartig als effektivster pra-erythrozytarer Impfstoff in Klinischer Phase Il
seiner Entwicklung.* Dieses Vakzin verringert die Anzahl schwerwiegender Malaria

"im Gegensatz zu P. vivax bildet P. malariae keine Rezidive, die aus Hypnozoiten in der Leber entstehen. Vielmehr ist das
Auftreten von Rekrudeszenzen auf persistierende erythrozytédre Formen zurlickzufhren.

' RTS,S/AS02A der Firma GlaxoSmithKline ist ein rekombinantes Protein bestehend aus Teilen des Circumsporozoit-
Proteins(CSP) von P. falciparum und einem Hepatitis B-Oberflachenantigen. Die induzierte Immunantwort soll sich gegen
plasmodiale Sporozoiten richten.
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tropica-Erkrankungen nach der ersten Gabe bei Kindern im Alter von 6-12 Wochen
und 5-17 Monaten (n = 15.460) insgesamt um 34,8 % (16,2 - 49,2 %) im Vergleich
zur Gabe eines Nicht-Malaria-Impfstoffs (follow-up = 11 Monate).'® Ein absoluter
Schutz vor Neuinfektionen und jahrelange Immunitat sind mit diesem Impfstoff nicht
erreichbar. Vielmehr sollen die insbesondere fir Kinder lebensbedrohlichen
Komplikationen wie Blutarmut und der Parasitenbefall des Gehirns verhindert
werden.'" Eine durch P. falciparum ausgeldste zerebrale Malaria fiihrt medikamentds
unbehandelt zu schweren Dauerschaden oder zum Tod des Patienten.

1.1.2 Aktuelle Chemotherapie

Eine effektive Chemotherapie der Malaria bleibt unverzichtbar. Arzneistoffe, die sich
gegen Blutschizonten richten, sind in diesem Zusammenhang besonders wichtig. In
der asexuellen Entwicklungsphase finden sich pro Vermehrungszyklus des Parasiten
zwischen 10%-10'® Merozoiten im Blut der infizierten Patienten wieder. Die damit
verbundene parasitédre Belastung des Wirtsorganismus wird hauptsachlich far die
klinischen Symptome der Malariaerkrankung verantwortlich gemacht. Alarmierend ist
die Tatsache, dass Plasmodien im Laufe der Zeit gegen alle etablierten Wirkstoffe
Resistenzen oder Toleranzen ausgebildet haben.'”® Aufgrund ihrer hohen
Vermehrungsrate gilt es als unvermeidbar, dass sich im Laufe des wiederholten
Einsatzes effektiver Antimalariamittel unweigerlich Wirkstoffresistenzen der Erreger
ausbilden.?” Insbesondere die fortwdhrende Exposition gg. monotherapeutisch
eingesetzten  Arzneistoffen  fOhrte  rasch  zur  Selektion resistenter
Plasmodienstamme.’® Inzwischen sind zum Beispiel mehr als 80 % der Feldisolate
von P. falciparum Chloroquin-resistent,™ in einigen Gebieten Afrikas erreicht die
Quote sogar schon 100 %." Hinzu kommt, dass durch die chemische
Verwandtschaft zwischen den etablierten Wirkstoffen haufig Kreuzresistenzen
auftreten. Von der WHO sind daher 2006 neue Richtlinien zur Behandlung der
unkomplizierten Malaria entwickelt worden. Diese sehen vor, dass zukunftig nur
Kombinationen aus Arzneistoffen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen
therapeutisch eingesetzt werden sollen.’ Idealerweise besitzen die kombinierten
Wirkstoffe auch ahnliche pharmakokinetische Eigenschaften, damit Gber die gesamte
Therapiedauer der Wirksynergismus aufrecht erhalten bleibt. Als Goldstandard fur

eine effektive Behandlung einer unkomplizierten Malariainfektion werden Artemisinin-
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Kombinationstherapien (ACT) in einer fixen Dosierung angesehen. Mit einem
geschéatzten Marktanteil von 75 % bezogen auf alle bisher zugelassenen ACTs hat
dabei die Kombination aus Artemether und Lumefantrin (Coartem®) einen
besonderen Status erreicht.'®¥ Durchgesetzt hat sich das Arzneimittel vor allem
aufgrund des glnstigen Umstands, dass Lumefantrin nie als Monotherapeutikum
eingesetzt und noch nicht Uber Lumefantrin-resistente Stdmme berichtet wurde.
Dagegen sind ACTs gg. Hypnozoitstadien von P. vivax wirkungslos und aufgrund der
kurzen Halbwertszeit der Artemisininkomponente fiir eine Chemoprophylaxe
unbrauchbar. Zudem erreicht die Artemisininkomponente rasch subtherapeutische
Konzentrationen, wahrend der Wirkstoffpartner haufig eine langere Halbwertszeit
aufweist. Gegen alle ACTs kénnen sich deshalb zum Ende der Therapie resistente
Plasmodienstamme selektieren. Ein besonders problematischer Umstand der ACTs
ist ihre aufwendige Produktion, so dass die Therapiekosten flr die Behandlung eines
erwachsenen Patienten trotz groBer Anstrengungen seitens des Herstellers nicht auf
weniger als 1 US$ pro Tag gesenkt werden konnten. Auch die Kosten zur
Behandlung eines Kindes mit ACTs liegen bei mindestens 0,35 US$. Da gerade in
den Malaria-Endemiegebieten groBe Armut herrscht, sind ACTs flir die Mehrzahl der
Patienten nicht bezahlbar. Nur durch die kirzlich geschaffene Initiative "Affordable
Medicines Facility for malaria" (AMFm), die finanzielle Unterstitzung durch die WHO
und den "Global Fund to Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria" erhélt, wurden in den
letzten Jahren mehr als 300 Millionen ACT-Behandlungen in Afrika finanziert und
durchgefiihrt.'”” Erste Anzeichen fiir eine potenzielle Resistenzentwicklung gg.
Artemisininen bieten Berichte aus der Thailand-Kambodscha-Grenzregion Gber
verlangerte Behandlungszeitrdume'® sowie eine erhéhte Toleranz'® von klinischen
Isolaten. Bisher konnte aber noch kein Artemisinin-resistenter Plasmodium-Stamm
isoliert werden. Fir eine Chemoprophylaxe hat sich die Wirkstoffkombination aus
Atovaquon und Proguanil (Malarone®) als derzeitiger Goldstandard etabliert. Das
Arzneimittel kann — wie Mefloquin (Lariam® — auch nach einer Infektion und bei
Eintreten der ersten Symptome angewendet werden. Dariber hinaus ist das Mittel
auch bei Kindern ab einem Kérpergewicht (KGW) von 11 kg (Malarone junior®)
zugelassen. Die sehr gute Wirksamkeit des Arzneimittels ist auch darin begriindet,
dass die Wirkstoffpartner einen Wirksynergismus aufweisen und sowohl gg. Blut- als

$ Dariiber hinaus sind die padiatrische Arzneiform Coartem® Dispersible (entwickelt von Novartis und der MMV) und
Coarsucam® (Amodiaquin/Artesunat-Kombination entwickelt von Drugs for Neglected Disease initiative und Sanofi-Aventis) als
wichtige und von der WHO genehmigte ACTs zu nennen.
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auch Leberstadien des Parasiten wirksam sind. Bereits in den Flnfziger Jahren des
letzten Jahrhunderts scheiterte der letzte Eradikationsversuch der Malaria zum
gréBten Teil an dem vermehrten Auftreten von plasmodialer Resistenz gegen den
damals wichtigsten Arzneistoff Chloroquin.?® Fiir die endgiltige Verwirklichung
dieses Uberaus ehrgeizigen Ziels muss deshalb die Entwicklung von Wirkstoffen, die

neue Wirkmechanismen aufweisen, im Vordergrund stehen.
1.1.3 Wirkstoffe in therapeutischem Gebrauch und in klinischer Entwicklung

Gemessen an der humanitaren Bedeutung der Malaria ist die Anzahl neuentwickelter
und therapeutisch eingesetzter Wirkstoffklassen relativ gering. Uberdies ist bisher nur
fiir wenige Substanzen der genaue Wirkmechanismus aufgeklart.? Atovaquon war
1996 der bisher letzte zugelassene Arzneistoff mit neuartiger chemischer Struktur
und Wirkungsmechanismus. Antibiotika wie z.B. Doxycyclin und Clindamycin finden
im off-label-use” zur Chemoprophylaxe oder bei akuten Fallen in Kombination mit
Chinin  Einsatz.  Neben der Resistenzproblematik bestehen teilweise
therapielimitierende Nebenwirkungen der etablierten Medikamente (Tabelle 1).

Das globale Portfolio aus der Datenbank der Medicine for Malaria Venture (MMV)
bietet einen Uberblick tiber die gegenwartigen Entwicklungen neuer Antimalariamittel
(Tabelle 2).2 Aufgrund der zunehmenden Resistenz des Parasiten gg. modernen
Therapeutika haben sich die Forschungsanstrengungen in letzter Zeit intensiviert und
sogar historische Wirkstoffe wie Methylenblau riicken wieder in das Blickfeld der
Forschung.?* ® Zurzeit konzentrieren sich die Entwicklungsaktivitaten verstarkt auf
die neuen ACTs. In Phase Il der Klinischen Entwicklung befindet sich als einziges
Arzneimittel ohne Artemisininanteil eine Wirkstoffkombination aus Azithromycin und
Chloroquin der Firma Pfizer. Bei Einsatz dieses Arzneimittels beobachtet man aus
noch ungeklarten Grinden einen Wirksynergismus, so dass eine effektivere
Malariatherapie als bei jeweiliger Monotherapie resultiert. Uberraschenderweise gilt
das auch fur die Behandlung von Malaria-Patienten aus Endemiegebieten, in denen

parasitare Chloroquinresistenz weit verbreitet ist.

v Unter off-label-use versteht man die Anwendung eines zugelassenen Fertigarzneimittels auBerhalb der von der
Zulassungsbehérde genehmigten Indikation oder in einer anderen Dosierung beziehungsweise Behandlungsdauer.
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Wirkstoff Klasse Zielstruktur Problematik
Chloroquin 4-Aminochinolin Hamozoinbildung Resistenz
Amodiaquin 4-Aminochinolin Hamozoinbildung Toxizitat/
Resistenz
Chinin Arylaminoalkohol Unbekannt Resistenz/
Nebenwirkungen
Halofantrin Arylaminoalkohol Unbekannt Toxizitat
Mefloquin Arylaminoalkohol Unbekannt Resistenz/
Nebenwirkungen
Lumefantrin Arylaminoalkohol Unbekannt Resistenzentwicklung?
Sulfadoxin/ Antifolate Folsaurebio- Resistenz
Pyrimethamin synthese
Artemether Artemisinin Unbekannt Abzeichnende
Resistenzentwicklung
Artesunat Artemisinin Unbekannt Abzeichnende
Resistenzentwicklung/
Pharmazeutische
Qualitat
Atovaquon/ | Naphthochinon/Biguanid | Cytochrom bc- Cytochrom bc;-
Proguanil Komplex Mutationen
Doxycyclin Antibiotikum Ribosom Kontraindiziert bei
Kindern und
Schwangeren/nur in
Wirkstoff-Kombination
Clindamycin Antibiotikum Ribosom nur in Wirkstoff-
Kombination
Primaquin 8-Aminochinolin Unbekannt Hamolyse bei
Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase
(G6PD)-Mangel des
Patienten
Tabelle 1. Zurzeit -eingesetzte Antimalariamittel mit Klassifizierung, Zielstruktur —und

Wirkstoffproblematik ((ibersetzt und modifiziert aus Schlitzer, M.; Ortmann, R. ChemMedChem 2010,
5, 1837-1840).°

In Phase Il der Klinischen Entwicklung befinden sich Gberwiegend Wirkstoffe, die
Weiterentwicklungen bereits etablierter Arzneistoffe darstellen. Kandidaten mit einer
Struktur
unerschlossenen Wirkmechanismus sind derzeit nur in zwei Projekten zu finden.
Zum einen existiert mit SAR97276 eine Studie zur Sicherheit und Vertraglichkeit von
T3 (Abbildung 1). Dahinter verbirgt sich eine biskationische Verbindung, die

neuartigen chemischen und einem in der Malariatherapie noch

strukturell vom Cholin abgeleitet wurde und die selektiv die parasitéare

Cholinaufnahme und den Cholinmetabolismus hemmt.?®
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\T{\/OH
Cholin
Abbildung 1. T3 und Cholin.
Wirkstoff Klasse Target Bemerkungen
Piperaquin 4-Aminochinolin Hamozoinbildung alte Substanz/
Resistenz in
Asien
Pyronaridin 4-Aminochinolin® Hamozoinbildung alte Substanz/
Resistenz in
Asien
Methylenblau Pleiotrope Hamozoinbildung alte Substanz
Mechanismen®
AQ-13 4-Aminochinolin Hamozoinbildung | Kreuzresistenz zu
Chloroquin?
tert-Butylisoquin 4-Aminochinolin Hamozoinbildung
Ferroquin 4-Aminochinolin Hamozoinbildung
Artemison Artimisinin 2.Generation Unbekannt
Arterolan Synthetisches Peroxid Unbekannt geringe
(0Z277) Bioverflgbarkeit
0Z439 Synthetisches Peroxid Unbekannt
CDRI97/78 Synthetisches Peroxid Unbekannt
Fosmidomycin Phosphonohydroxam- Deoxyxylulose- neuer
saure Reduktoisomerase | Wirkmechanismus
SAR97267 (T3) Bis-kationische Cholinaufnahme/ geringe
Verbindung -metabolismus Bioverflugbarkeit
GSK 932121 4-Pyridon Cytochrom bc-
Komplex
Azithromycin Makrolid-Antibiotikum Ribosom
Tafenoquin 8-Aminochinolin Unbekannt Hamolyse bei
G6PD-Mangel

4Aufgrund des wahrscheinlich analogen Wirkmechanismus wird Pyronaridin unter 4-Aminochinolinen
eingeordnet; "Methylenblau interferiert mit der Himozoinbildung und ist ein selektiver Hemmstoff der
plasmodialen Glutathionreduktase; dariiber hinaus zeigt die kombinierte Gabe mit Chloroquin
synergistische Effekte. siehe R. Schirmer et al., Redox Report 2003, 8, 272-275.

Tabelle 2. Ubersicht iber laufende Arbeiten zur Entwicklung neuer Arzneimittel gegen Malaria
(Uibersetzt und modifiziert aus Schiitzer, M.; Ortmann, R. ChemMedChem 2010, 5, 1837-1840).7%

Zum anderen wird derzeit

eine vielversprechende Klinische Studie zur
Wirkstoffkombination aus Fosmidomycin und Clindamycin durchgefihrt, die in Kapitel

1.1.7 noch detaillierter beschrieben wird.
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Uber kurz oder lang wird sich eine plasmodiale Resistenz gg. Artemisininderivaten
entwickeln.?” Durch die Aufklarung der Genome von P. falciparum und vivax eréffnen
sich mehr Chancen fur eine strukturbasierte Wirkstoffentwicklung. Hinzu kommt,
dass P. falciparum im erythrozytaren Stadium inzwischen routinemaBig in vitro
kultiviert werden kann. So kann ein automatisiertes Wirkstoffscreening im gréBeren
MaBstab auf 384- und 1.536-well-assay-Platten gg. Blutstadien durchgefihrt werden.
Eine vergleichbare In vitro Kultivierung von P. vivax, P. ovale und
P. malariae ist fur ein breites Wirkstoffscreening noch nicht mdglich. Aus demselben
Grund ist auch die Wirksamkeitsuntersuchung von neuen Wirkstoffkandidaten gg.
Hypnozoiten- oder Gametozytenstadien erschwert.?® %

Ein breites "High-throughput-screening" von Molekilbibliotheken der Firma
GlaxoSmithKline (GSK) fahrte jlingst zur Identifizierung von weit Uber 20.000
Molekiilen mit vielversprechenden antiplasmodialen Eigenschaften.?® Allerdings sind
knapp 2.000 Molekille daraus als nennenswert zytotoxisch aufgefallen und ein
GroBteil weist eine hohe Molekularmasse und ausgeprage Lipophilie auf. In einem
weiteren Kollaborationsprojekt zwischen GSK und vielen akademischen Instituten
wurden 172 neue Leitstrukturen gefunden, die fur die weitere Wirkstoffentwicklung in
Frage kommen.®®  Letztendlich wird aufgrund der  zuriickhaltenden
Investitionsbereitschaft der pharmazeutischen Industrie auch das Engagement von
akademischen Institutionen erforderlich sein, damit aus der groBen Anzahl an
Wirkstoffleitstrukturen in ferner Zukunft ein neues Antimalariamittel entwickelt werden

kann.?'
1.1.4 Der Apikoplast als Zielstruktur fiir altbewihrte und neue Wirkstoffe®?

Plasmodium spp. gehéren der Klasse der Sporozoa an, welche dem Unterreich der
Protozoa zugeordnet werden. Protozoen sind einzellige obligate Endoparasiten und
besitzen als morphologisches Charakteristikum in bestimmten Abschnitten ihres
Entwicklungszyklus einen Polringkomplex am apikalen Ende. Aufgrund dieser
Besonderheit werden die eukaryotischen Sporentierchen auch Apicomplexa genannt.
In den Stamm Apicomplexa werden viele medizinisch und ékonomisch relevante
Parasiten eingeordnet. Neben Plasmodien sind Toxoplasma gondii, Cryptosporidium
parvum und hominis, Isospora belli, Babesia bovis, Cyclospora cayetanensis und
Eimeria tenella besonders hervorzuheben. Kryptosporidiosen, Babesiosen und
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Kokzidiosen (E. tenella) sind sehr problematische Erkrankungen fir Zucht- und
Haustiere, wahrend Isosporiosen und Cyclosporiosen bevorzugt Menschen und
andere Primaten betreffen. Im Gegensatz zu Malariainfektionen sind letztgenannte
Erkrankungen in der Regel nur fir immunsupprimierte Individuen pathogen.
Allerdings treten solche Begleiterkrankungen in Entwicklungslandern unter anderem
durch die hohe Pravalenz von AIDS h&aufiger auf.

Mit Aushahme von Cryptosporidium spp.®' besitzen die zuvor genannten
Sporentierchen einen spezialisierten Plastid prokaryotischen Ursprungs, der als
Apikoplast bezeichnet wird. Im Gegensatz zu Plastiden hdherer Pflanzen und
Grlinalgen besitzt dieses Organell zwei zusatzliche Membranen, womit sich
insgesamt vier Hillmembranen ergeben.™* Im Einklang mit der prokaryotischen
Ursprungstheorie finden im Inneren des Organells biochemische Reaktionen statt,
die zum Teil auch bei Gram-negativen Bakterien und in den Plastiden hdherer
Pflanzen anzutreffen sind (Abbildung 2).%
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Abbildung 2. Im Apikoplast lokalisierte und bisher identifizierte Metabolismen (ibernommen aus
Ralph, S. A.; Nature Rev. Microbiol. 2004, 2, 203-216).%

Ein intakter Apikoplast ist fiir das Uberleben von P. falciparum sowohl in der
erythrozytaren® als auch in der hepatischen®* Entwicklungsphase unentbehrlich.
Bereits vor der Entdeckung des Apikoplasten beobachtete man die antiparasitare
Wirkung bestimmter Antibiotika, die sich gegen prokaryotische DNA-Topoisomerasen

"' Wahrscheinlich gab es einen gemeinsamen eukaryotischen Vorlaufer der Dinoflagellaten und Apicomplexa, der in sekundéarer
Endosymbiose eine Rotalge aufgenommen hat. In der weiteren evulotionaren Entwicklung wurden Teile des cyanobakteriellen
Genoms in die eukaryotische DNA integriert und die Rotalge verlor ihre zytoplasmatische Kompartimentierung vollstéandig. Das
Resultat war ein Chloroplast, der im Laufe der Zeit seine Fahigkeit zur Photosynthese verlor.
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oder Transkriptions- bzw. Translationsenzyme richten. Inzwischen wurden homologe
Enzyme im plasmodialen Apikoplasten als Zielstrukturen identifiziert, was die
ausgepragte antiparasitare Wirkung spezieller Antibiotikagruppen wie z.B. der
Fluorchinolone und prokaryotischer Proteinbiosynthesehemmstoffe wie Clindamycin,

Azithromycin oder Tetrazykline erklart.®

Ein Charakteristikum der antiplasmodialen
Wirkung ist das zeitlich verzégerte Eintreten. Wahrend des ersten intrazellularen
Vermehrungszyklus wird bei keiner pharmakologisch relevanten Konzentration des
entsprechenden Antibiotikums ein unmittelbar hemmender Effekt auf das
Parasitenwachstum beobachtet. Erst circa 48 Stunden nach Gabe und auch unter
Abwesenheit der genannten Antibiotika sterben die Parasiten ab. Dieser Befund
deutet darauf hin, dass Antibiotika zwar einen unmittelbaren, irreversiblen Effekt auf
die Parasiten wahrend des ersten Vermehrungszyklus auslben, dieser sich aber erst
im  zweiten  Vermehrungszyklus parasitenabtétend auswirkt.  Offensichtlich
beeintrachtigt die Hemmung der essenziellen Enzyme der Genom-Replikation des
Apikoplasten nicht unmittelbar die Lebensfahigkeit der Plasmodien. Nachfolgenden
Tochtergenerationen fehlt allerdings durch die Wirkung des Antibiotikums ein
funktionierender Apikoplast, was auf noch ungeklartem Weg auch den erneuten
Befall von Wirtserythrozyten unméglich macht.®® Aufgrund der zeitlich verzdgerten
antiplasmodialen Wirkung erlaubt sich der Einsatz der meisten Antibiotika nur zur
Malariaprophylaxe. Bei komplizierten Infektionen mit P. falciparum wird Doxycyclin
nur in Kombination mit einem rasch wirksamen Arzneistoff wie Chinin eingesetzt.>

Im Gegensatz zu antiplasmodial aktiven Antibiotika wirken Inhibitoren von Enzymen,
die  metabolische  Umsetzungen im  Apikoplasten  katalysieren, rasch
parasitenabtdtend.®® Zu diesen metabolischen Stoffwechselwegen gehéren die
Fettsaure-Biosynthese vom Typ Il, die de novo Ham-Biosynthese, die Eisen-
Schwefel-Cluster-Biosynthese und die Isopentenyl-diphosphat (IPP)-Biosynthese
(Abbildung 2).*” Letztgenannte verlauft nach dem mevalonatunabhangigen Weg und
dient den Plasmodien als einzige Quelle fiir Isoprenoid-Vorldufer.?® % Im August
2011 berichteten Yeh und DeRisi Uber Studien, in denen sie das durch
Fosmidomycin inhibierte erythrozytare Wachstum von P. falciparum durch Zugabe
von IPP - nicht jedoch DMAPP - wiederherstellen konnten. Darlber hinaus werden
Plasmodien, denen ein funktioneller Apikoplast aufgrund der Antibiotikabehandlung
vorhergegangener Parasitengenerationen fehlt, durch Supplementierung mit IPP

revitalisiert. Bei Anwesenheit des exogen zugeflihrten Isoprenoids konnten sich die
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kiinstlich erzeugten Apikoplast-defizienten P. falciparum-Stamme Uber mehrere
Generationen in vitro vermehren. Scheinbar ist die Isoprenoid-Biosynthese die
einzige essenzielle metabolische Funktion des Apikoplasten wahrend der
erythrozytaren Lebensphase des Plasmodiums.??®

1.1.5 Die mevalonatunabhéngige Isoprenoid-Biosynthese als Zielstruktur fir
antiinfektive Wirkstoffe

Isoprenoide stellen eine chemisch und funktionell sehr variable Gruppe von
Naturstoffen dar und sind in wichtige biologische Funktionen wie beispielsweise
Proteinabbau, Meiose, Apoptose, Elekironentransport, Transkriptionskontrolle und
posttranslationale Modifizierungen eingebunden. Der biosynthetische Aufbau von
Isoprenoiden erfolgt ausgehend von IPP oder dessen Isomer Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP). Bis vor Kurzem wurde fir alle Organismen exklusiv der
mevalonatabhéngige Biosyntheseweg mit Acetyl-CoA als erstem Baustein zur
Bereitstellung von IPP und DMAPP angenommen.®® Rohmer und Mitarbeiter
beschrieben jedoch Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts die Existenz
eines alternativen Biosynthesewegs, der als mevalonatunabhangiger oder nach den
darin  auftretenden Intermediaten DOXP  (1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat)-
beziehungsweise MEP (2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat)-Weg bezeichnet wird. Zu
Ehren des Entdeckers ist die Bezeichnung Rohmer-Weg ebenso gebrauchlich.*! #?
Interessanterweise gibt es eine klare Aufteilung der zwei Biosynthesewege unter
Organismen. Einerseits wurde der mevalonatabhdngige Weg in Eukaryoten,
Archaebakterien, Algen, Pilzen und bei Gram-positiven Kokken wie bspw.
Staphylococcus, Streptococcus und Borrelia gefunden.**** Andererseits nutzen
Cyanobakterien, Gram-negative und einige Gram-positive Bakterien den mevalonat-
unabhangigen Weg zur Generierung von IPP und/oder DMAPP. Dazu gehdren viele
pathogene und opportunistische Erreger, die teilweise schwerwiegende
Infektionskrankheiten des Menschen verursachen kénnen (siehe Tabelle 3).*
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Organismus Klasse Klinische Relevanz

Bacillus anthracis  Bacilli (Gram-positiv) Anthraxerreger, CDC Klasse A

Bordetella Betaproteobacteria Keuchhustenerreger
pertussis (Gram-negativ)
Brucella Alphaproteobacteria Brucellosen (unter anderem
melitensis/suis (Gram-negativ) Maltafieber),
CDC Klasse B
Burkholderia mallei Betaproteobacteria Rotzerreger,
(Gram-negativ) CDC Klasse B
Chlamydia Chlamydiae Haufigster sexuell Gbertragener
trachomatis (Gram-negativ) Erreger (unter anderem
Erkrankungen im Urogenitaltrakt)
Clostridium spp. Clostridia Erreger von Botulismus
(Gram-positiv) (C. botulinum), nosokomiale Erreger

(C. difficile), Tetanus (C. tetani) und
Gasbrand (C. perfringens)

Corynebacterium  Actinobacteria (Gram- Diphterieerreger

diphteriae positiv)
Escherichia coli Gammaproteobacteria  Enterohdmorrhagische Colitis,
(Gram-negativ) CDC Klasse B
Francisella Gammaproteobacteria  Erreger von Tularamie (Hasenpest),
tularensis (Gram-negativ) CDC Klasse A
Haemophilus Gammaproteobacteria  Haufiger Verursacher von
influenzae (Gram-negativ) Bakteriamien und akuter bakterieller
Meningitis
Helicobacter pylori  Epsilonproteobacteria  Erreger vieler entztndlicher Magen-
(Gram-negativ) Darm-Erkrankungen sowie in
Gruppe | der definierten
Kanzerogene
Mycobacterium Actinobacteria (Gram- Erreger von Tuberkulose
spp. positiv) (M. tuberculosis), Lepra (M. leprae)
Neisseria spp. Betaproteobacteria Gonorrhoeerreger
(Gram-negativ) (N. gonorrhoeae) und Meningitis
(N. meningitidis)
Pseudomonas Gammaproteobacteria  Haufiger nosokomialer Erreger
Spp. (Gram-negativ) (P. aeruginosa)
Salmonella spp. Gammaproteobacteria Typhdse Salmonellosen (S. typhi)
(Gram-negativ) und enteritische Salmonellosen
(z.B. S. enteritidis), CDC Klasse B
Shigella Gammaproteobacteria  Erreger der Bakteriellen Ruhr unter
dysenteriae (Gram-negativ) anderem schweren Infektionen
Vibrio cholerae Gammaproteobacteria  Erreger der Cholera,
(Gram-negativ) CDC Klasse B
Yersinia pestis Gammaproteobacteria Beulen- und Lungenpesterreger,
(Gram-negativ) CDC Klasse A

Tabelle 3. Pathologisch relevante Bakterien mit MEP-Biosynthese-Genen/Enzymen (Auszug aus
Testa, C. A.; Brown, M. J. Curr Pharm Biotechnol 2003, 4, 248-59).*
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Aufgrund des  exklusiven Vorkommens  des mevalonatunabhangigen
Biosynthesewegs in weit verbreiteten Mikroorganismen, die sogar als Biowaffen
eingesetzt werden kénnten,* eréffnen Hemmstoffe des MEP-Wegs zudem eine neue
Antibiotikaklasse mit aktueller politischer Bedeutung (Tabelle 3).4":*®

Jomaa und Mitarbeiter identifizierten 1999 durch Gensequenzvergleich zwischen
P. falciparum und einigen Gram-negativen Bakterien plasmodiale Gene, die flr
Enzyme des mevalonatunabhangigen Wegs kodieren. Sie konnten zeigen, dass
P. falciparum analog zu Gram-negativen Bakterien IPP und DMAPP exklusiv Uber
diesen Biosyntheseweg gewinnt und darauf angewiesen ist. Darlber hinaus konnte
die Arbeitsgruppe die ersten beiden Enzyme des DOXP-Wegs aus P. falciparum
exprimieren und zeigen, dass die kodierende DNA im Zellkern des Plasmodiums
lokalisiert ist, die Proteinprodukte aber in den Apikoplasten transportiert werden.S%
Bei hoéheren Pflanzen wurden beide Biosynthesewege, allerdings kompartimentiert,
nachgewiesen: der Rohmer-Weg ist nur in Chloroplasten, der mevalonatabhdngige
Weg im Zytosol und in Mitochondrien zu finden. Die phylogenetische Aufteilung und
orthogonale Natur der beiden Isoprenoid-Biosynthesewege machen den MEP-Weg
zu einem attraktiven Angriffspunkt fir neue Wirkstoffe mit herbizider, antibakterieller
und antiprotozoischer Wirkung.”" ** Dariiber hinaus liegen die Enzyme des
mevalonatunabhangigen Wegs vieler Spezies hochkonserviert vor und zeigen
keinerlei Homologie zu menschlichen Enzymen. Daraus ergibt sich fir Inhibitoren
dieses Biosynthesewegs eine hohe selektive Toxizitdat und ein potenziell breites
Wirkungsspektrum.>?

Der MEP-Weg beginnt mit der Kondensation von Pyruvat und D-Glycerinaldehyd-3-
phosphat zu DOXP unter Abspaltung von Kohlendioxid. Katalysiert wird dieser Schritt
durch die DOXP-Synthase (Dxs), Kofaktor der Reaktion ist Thiaminpyrophosphat
(TPP) (Schema 1). Das gebildete DOXP kann in weiteren Schritten in die
Isoprenoidbiosynthese eingehen, aber auch Uber einen alternativen Weg fir die
Generierung der Kofaktoren TPP und Pyridoxalphosphat (PLP) verwendet werden.*®
Ketoclomazon ist ein bekannter Inhibitor der Dxs. Als aktiver Metabolit der zyklischen

Hydroxamsaure Clomazon hemmt es die Dxs von Chlamydomonas mit

* bie cDC (Centers for Disease Control and Prevention) listet in drei Kategorien (A-C) Organismen auf, die potenziell als
Biowaffen von Terroristen eingesetzt werden kénnen und in unterschiedlichem Ausmaf die nationale Sicherheit der USA
beeintrachtigen kdnnen. Quelle: http://www.bt.cdc.gov/agent/agentlist-category.asp

% m Gegensatz zu den Proteinsequenzen homologer bakterieller Enzyme weisen die plasmodialen Proteine nach
Proteinbiosynthese einen zusatzlichen aminoterminalen Aminoséurerest auf. Wahrend die ersten 30 Aminosauren dieser
Proteinerweiterung einer endoplasmatisch-retikuldren Signalpeptidsequenz ahneln, sorgen die nachfolgenden 44 Aminoséuren
héchstwahrscheinlich dafiir, dass das Protein in den Apikoplasten aufgenommen wird.*>
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einem ICso-Wert von 0,1 mM.** Das Prodrug Clomazon wird als Herbizid im
Pflanzenschutz eingesetzt.*® *°

Das zweite Enzym des MEP-Wegs ist die 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-
Reduktoisomerase (auch 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat-Synthase, Dxr oder
IspC genannt). Die Dxr katalysiert die sukzessive Umlagerung und Reduktion von
DOXP zu MEP. Fosmidomycin und FR900098 - aus Streptomyces-Kulturen isolierte
Phosphonohydroxamsauren - waren die ersten bekannten Dxr-Inhibitoren. Beide
Verbindungen hemmen die rekombinante E. coli Dxr (EcDxr) mit 1Cso-Werten im

zweistelligen nanomolaren Bereich (20-32 nM) ungefahr gleich stark.*® >
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Schema 1. Mevalonatunabhéngiger Biosyntheseweg.
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Gegenliber der rekombinanten P. falciparum Dxr (PMDxr) ist FR900098
(ICso = 17 nM) dagegen ein potenterer Inhibitor als Fosmidomycin (ICso = 35 nM).*°

In finf weiteren enzymatischen Reaktionen wird MEP anschlieBend zu IPP und
DMAPP umgesetzt (Schema 1). Die relevanten Enzyme werden in alphabetischer
Reihenfolge als IspD, IspE, IspF, IspG und IspH bezeichnet.” Neue Studien zeigen,
dass der DOXP-Weg von P. falciparum unter anderem zur Biosynthese von
prenylierten Proteinen, RNA, Ubichinon (Coenzym Q) und Dolicholen in allen

intraerythrozytaren Stadien benétigt wird.®% 3

1.1.6 Die 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (Dxr, IspC)

Auf rekombinantem Weg konnte durch Klonierung der entsprechenden IspC-Gene
die Dxr verschiedener Organismen gewonnen werden. Insbesondere prokaryotische
(Escherichia coli®*  Francisella tularensis,®> Mycobacterium tuberculosis,®
Pseudomonas  aeruginosa,®”  Streptomyces  coelicolor,’®  Synechococcus
leopoliensis,®® Synechocystis sp. PCC6803,”° Thermotoga maritima,”’ Zymomonas
mobilis™) und pflanzliche Varianten (Arabidopsis thaliana,” Catharanthus roseus,”
Lycopersicon esculentum,”” Mentha piperita,”® Zea mays’’) wurden auf diesem Weg
erhalten. Auch das labile Enzym aus P. falciparum kann erfolgreich exprimiert und ftr
Inhibitionsstudien verwendet werden.*

Strukturelle und biochemische Studien zeigen, dass Dxr-Proteine ein funktionelles
Homodimer mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 42-45 kDa und einem
katalytisch aktiven Zentrum pro Monomer ausbilden. Als Kofaktoren werden NADPH
und ein zweiwertiges Metallkation benétigt. Mn?*- und Co®*- weisen zur EcDxr
héhere Affinitat als Mg®*-lonen auf.?® ® Aufgrund der héheren Konzentration unter
in vivo Bedingungen ist aber anzunehmen, dass Mg?* gréBere physiologische
Relevanz in der Dxr-katalysierten Umsetzung besitzt.”® In diesem Zusammenhang
wird auch darlber berichtet, dass die kinetischen Parameter fir die Substratbindung
je nach verwendetem Metallion variieren.” Die Umsetzung von DOXP (= DXP in
Schema 2) zu MEP verlauft Uber eine intramolekulare Umlagerung des
Kohlenstoffgeriists zu dem Ubergangszustand 2-C-Methyl-D-erythrose-4-phosphat,

o Darlber hinaus wurden Inhibitoren entwickelt, die die 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol-Kinase (IspE) von E. coli
im nanomolaren Konzentrationsbereich hemmen.*® Auch fur die 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat-Synthase (IspF)
verschiedener Spezies wurden Inhibitoren mit relevanter Aktivitatshemmung bei mikromolaren Konzentrationen identfiziert.**®'
IspG und IspH stellen oxidationsempfindliche Eisen-Schwefel-Proteine dar, welche [4Fe-4S]-Cluster enthalten.*® Auch fiir diese
auf (bio)organometallischen Mechanismen basierenden Biokatalysatoren wurden inzwischen Inhibitoren beschrieben.*®
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welcher anschlieBend zu MEP reduziert wird (Schema 2). Weder konnte das
vorgeschlagene Intermediat aus einem mit Dxr inkubierten Reaktionsansatz isoliert
werden,®® noch konnte in NMR-Studien bei Zusatz von Dihydro-NADPH als
unreaktives NADPH-Analogon die Existenz des Ubergangszustands nachgewiesen

werden.?4 78

Allerdings reduziert das Dxr-Enzym von auBlen zugegebenes,
synthetisches 2-C-Methyl-D-erythrose-4-phosphat zu MEP.

Eingehend wurde die Stereochemie der enzymatischen Umsetzung untersucht.
Proteau und Mitarbeiter konnten an Synechocystis Dxr zeigen, dass das an C-1
eingeflihrte pro-S-Wasserstoffatom von C-4 des Kofaktors NADPH Uber die Re-Seite
des intermedidren Aldehyds eingefilhrt wird (Schema 2).8' Entsprechende
Untersuchungen an orthologen EcDxr®- und M. tuberculosis Dxr®*-Enzymen (MtDxr)
bestéatigen diesen Reaktionsmechanismus.

Der vorgeschaltete stereoselektive Umlagerungsschritt ist trotz vieler Ansatze noch
nicht eindeutig aufgeklart. Vorgeschlagen werden entweder eine a-Ketol-Umlagerung
oder ein  Retroaldol-Aldol-Reaktionsmechanismus  (Schema 3). Jlngste
Untersuchungen favorisieren den letztgenannten Mechanismus, ausgeschlossen
werden kann der alternative a-Ketol-Mechanismus aber noch nicht.?® 8¢ Detaillierte

Untersuchungen zur Enzymkinetik wurden an EcDxr und MiDxr durchgefiihrt.5* %6 7°
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Schema 2. Stereochemischer Ablauf der Dxr-katalysierten Reaktion ((ibernommen aus Proteau, P.; J.
Bioorg. Chem. 2004, 32, 483-93).%

Daraus ging hervor, dass die enzymatische Umsetzung von DOXP zu MEP
reversibel ist, das Gleichgewicht unter physiologischen Bedingungen aber
tberwiegend auf Seiten des Produktis MEP liegt. Fir die durch EcDxr katalysierte
Umsetzung wird ein geordneter, sequenzieller Mechanismus vorgeschlagen, bei dem
es primar zu einer Anlagerung von NADPH und anschlieBend zur Bindung des
Substrats an das Enzym kommit.
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Schema 3. Postulierte Mechanismen der Dxr-katalysierten Reaktion.*

Kristallstrukturanalysen des Dxr-Enzyms der Gram-negativen Bakterien E. coli’" 8%

und Zymomonas mobilis®® unterstitzen die These, dass ein sequenzieller
Bindungsmechanismus fir die meisten Dxr-Enzyme zutrifft. Koppisch und Mitarbeiter

9. 92 zwar einen Random-Mechanismus mit Steady-State-

schlagen fur die MitDxr
Kinetik vor,** ausgeschlossen werden kann der geordnete Mechanismus aber auch
fiir dieses Enzym noch nicht.®®

Aus der Strukturanalyse des EcDxr-Apoenzyms wurde ermittelt, dass das Enzym in
Form eines gestreckten Homodimers vorliegt.®*® Jedes Monomer ist aus drei
Domanen aufgebaut und weist eine V-artige Form auf (Abbildung 3A). Die
N-terminale Domane beinhaltet die NADPH-Bindestelle (blau in Abbildung 3A und
3B), welche strukturell ein Rossmannmotiv darstellt. Sie besteht aus einer -Faltblatt-
Struktur, die aus sieben parallelen Strangen aufgebaut ist, welche wiederum durch
sechs a-Helices teilweise miteinander verbunden sind (Abbildung 3B oben). Der
Carboxyterminus bildet den anderen Arm der V-Form aus (grin in Abbildung 3),
weist hohe Flexibilitdt auf und besteht aus vier a-Helices (Abbildung 3B unten).
Durch die schraubenférmige Sekundarstruktur bewirkt dieser Bereich eine
Strukturstabilisierung flr die katalytische Domaéne (rot). Diese zentrale, auch
konnektive Doméne genannt, enthalt wiederum vier pB-Faltblattstrukturen, die
ihrerseits Gber finf a-Helices miteinander verbunden sind (Abbildung 3A). In diesem
Proteinbereich binden sowohl das Substrat als auch das bivalente Metallkation.

Uberdies ist dieser Enzymbereich fiir die Dimerisierung verantwortlich.
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Abbildung 3 A: Schematische Darstellung des EcDxr-Monomers mit in silico nachtrdglich
angedocktem NADPH (gelbe Stabfigur). Die drei Doménen des Enzyms werden in blau (NADPH-
bindende Doméne), rot (konnektive Doméne) und griin (Carboxyterminus) dargestellt; ockerfarben ist
die flexible Schleifenregion (Aminoséuren 186-216) als Teil der konnektiven Doméne hervorgehoben.
B: Topologiediagramm der drei Doménen, Farbgebung wie in A; a-Helices werden als Kreise,
p-Faltblétter als Dreiecke beziehun%sweise dicke Pfeile dargestellt (modifiziert nach Reuter, K. et al.;
J. Biol. Chem. 2002, 277, 5378-84).%°

Nach Vergleich der bisher analysierten EcDxr-Kristallstrukturen wurde die héchste
Flexibilitat fir den Aminosaurenabschnitt 186-216 innerhalb der konnektiven Domane
festgestellt. In der Kristallstruktur des Apoenzyms scheint diese flexible
Schleifenregion Uber der katalytischen Tasche des Enzyms zu liegen und die
NADPH-bindende Region [Abbildung 3A (ockerfarben) und Abbildung 4 (rot)] zu
bedecken. Sowohl die Kristallstruktur des Selenomethionin-markierten Enzyms im
Komplex mit NADPH und Sulfat-lon in der Phosphatbindenden Region®* (Abbildung
4B), als auch die Kristallstruktur des Enzyms im Komplex mit Fosmidomycin und
Mn®-lon (Abbildung 4C)%*® zeigen, dass die flexible Schleife in weiteren,
geordneteren Konformationen vorliegen kann. Deshalb wird flr diesen
Aminosaurenabschnitt, der im Folgenden als flexible Schleife bezeichnet wird, eine
zentrale Rolle fur die Bindung von Substrat oder Inhibitor an das Enzym und/oder die

nachfolgende induzierte Anpassung des EcDxr-Enzyms diskutiert.
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Abbildung 4. Drei verschiedene Kristallstrukturen der EcDxr. A: Apoenzym (pdb code: 1K5H), B:
Komplex mit NADPH und einem Sulfat-lon (pdb code: 1JRS), C: Komplex mit Fosmidomycin und Mn®*
(pdb code: 1ONP); die flexible Schleife ist in rot hervorgehoben (modifiziert nach Wiesner, J.; Jomaa,
H.; Current Drug Targets 2007, 8, 3-13).%

Verschiedene Kristallstrukturen der Z. mobilis Dxr bestatigen die Erkenntnisse aus
den EcDxr-Enzymstrukturen.® Studien an punktmutierter EcDxr (z.B. His209GIn)
offenbarten zudem, dass ein Teil der flexiblen Schleife das Substrat direkt bindet und
neben der Funktion als konnektive Domé&ne an der Ausbildung des aktiven Zentrums
beteiligt zu sein scheint.*

Steinbacher und Mitarbeiter gelang es, durch "ligand-soaking"-Experimente des
kristallinen EcDxr-Apoenzyms in einer wassrigen Lésung mit Fosmidomycin, Mn?*-
lonen und anschlieBender Rdntgenkristallstrukturanalyse erstmalig die Bindung des
Inhibitors zu untersuchen (Abbildung 5a).%® Aufgrund der Blockade der NADPH-
Bindestelle durch den C-Terminus des benachbarten Monomers blieb die Bindung
des Kofaktors unter diesen Bedingungen aus. Trotzdem konnte durch
computerunterstiitzten Vergleich mit der Kristallstruktur von Yajima®* NADPH in silico
ohne deutliche Veranderungen der gefundenen Proteinstruktur eingebunden werden
(Abbildung 5b). Darlber hinaus passt sich auch der angenommene
Ubergangszustand der enzymatischen Umsetzung 2-C-Methyl-D-erythrose-4-
phosphat in silico optimal ein (Abbildung 5b). Uberdies ist in der berechneten
Stereochemie  des  Intermediats allein  die  experimentell  gefundene
Hydridionendbertragung aus NADPH (ber die Re-Seite denkbar (vgl. Schema 2).
Steinbacher leitete aus der Ubereinstimmung der ermittelten Bindung
Fosmidomycins mit der passgenauen virtuellen Einlagerung von DOXP in die
Kristallstruktur — ab, dass Fosmidomycin ein nicht verstoffwechselbares
Substratanalogon  darstellt  (Abbildung 5a). In  spéater verdffentlichten
Kristallstrukturanalysen von Dxr-Enzymkomplexen mit Fosmidomycin wurde dieser

Bindungsmodus des Inhibitors bestétigt.®® & %7
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Abbildung 5. a: Computerunterstitzte Darstellung des Bindungsmodus von Fosmidomycin (schwarz)
an EcDxr, DOXP (grtin) ist tiberlagernd dargestellt; Mn®* wird als pinkfarbene Kugel gezeigt;

b: Die Dihydropyridinteilstruktur des NADPH-Kofaktors ist in braun ohne signifikante Abweichung zu
Referenz 94 dargestellt. Darliber hinaus ist der putative Ubergangszustand der EcDxr-Reaktion (griin)
eingelagert (modifiziert nach Steinbacher, S. et al.; J. Biol. Chem. 2003, 278, 18401-7).%°

Trotz seiner strukturellen Ahnlichkeit zum postulierten intermedidren Aldehyd 2-C-
Methyl-D-erythrose-4-phosphat blockiert Fosmidomycin den initialen
Umlagerungsschritt, was die Substratanalogie des Inhibitors untermauert. Die
Hydroxamsauregruppe Fosmidomycins nimmt in allen EcDxr-Kristallstrukturen als
zweizdhniger Ligand UOber beide Sauerstoff-Atome an der oktaedrischen
Komplexierung des zweiwertigen Metallions teil (Abbildung 6).

Abbildung 6. Oktaedrische  Koordinierung  des  Mg**-lons  durch  Fosmidomycin,
Aminosédureseitenketten (Nummerierung abweichend von anderen Publikationen) und ein
Wassermolekil im aktiven Zentrum der EcDxr (modifiziert nach Yajima, S. et al.; Acta Crystallogr.
Sect. F Struct. Biol. Cryst. Commun. 2007, 63, (Pt 6), 466-70).%
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Durch die Bindung der Hydroxamatfunktion werden zwei Wassermolekuile verdrangt.
Weitere Ligandenplatze werden durch ein Wassermolekidl sowie die
Carboxylatfunktionen der Aminosdureseitenketten von Asp150, Glu152 und Glu231
eingenommen. Mac Sweeney und Mitarbeitern gelang es, eine mit Selenomethionin
markierte Wildtyp-EcDxr als Kokristallisat mit NADPH, Inhibitor beziehungsweise
Substrat zu erhalten und kristallographisch auszuwerten.’” Das Fehlen des
katalytisch relevanten Metallions in diesen Komplexen wurde mit der schlechten
Metallionen-Affinitat des Enzyms bei den fur die Kristallisation notwendigen sauren
Bedingungen (pH 5) begrindet. Sowohl die von Steinbacher postulierte
substratanaloge Bindung des Inhibitors™" als auch hydrophobe Wechselwirkungen
des Inhibitors zu Trp212 traten in diesem Ternarkomplex auf. Abweichend von
Steinbacher  beschriecb  Mac  Sweeney  hydrophobe  Wechselwirkungen
Fosmidomycins zu Met214 und Met276, welche der flexiblen Schleife zugeordnet
werden. Diese Wechselwirkungen werden erst nach Enzymkonformationsdnderung
und Ausbildung einer hydrophoberen Bindetasche bei Anlagerung des Inhibitors und
unter Beteiligung von NADPH und Met276 mdglich. Eine vergleichbare langsame
Enzymanpassung der Dxr von Thermotoga maritima unter Anwesenheit
Fosmidomycins beschrieben jiingst Takenoya und Mitarbeiter.”' Unterstiitzt werden
die Theorien der induzierten Proteinanpassung durch enzymkinetische Analysen der
Substratumsetzung bei gleichzeitiger Anwesenheit Fosmidomycins. Fir die EcDxr
wurden K; = 215 nM der initialen Geschwindigkeit (vo) und K; = 21 nM der finalen
Bindungsgeschwindigkeit (vs) gemessen. Daher ist Fosmidomycin an EcDxr ein
gemischt kompetitiv-unkompetitiver Inhibitor, wie es fir langsame, stark bindende
Inhibitoren schon haufig beschrieben wurde.®* An Zymomonas mobilis Dxr zeigt
Fosmidomycin hingegen nach den Untersuchungen von Grolle und Mitarbeitern eine
kompetitive Hemmung.”

Ubereinstimmend ist in allen EcDxr-Kristallstrukturanalysen zu erkennen, dass die
Phosphonatgruppe Fosmidomycins analog zur Phosphatgruppe von DOXP im
vollstandig deprotonierten, dianionischen Zustand polare Wechselwirkungen zu
Ser186, Ser222, Asn227 und Lys228 des Enzyms ausbildet (Abbildung 7a und b).*
Die Phosphatgruppe DOXPs weist dariber hinaus noch Wechselwirkungen zum

™1 Interessanterweise ist Fosmidomycin auch als Inhibitor der 3-Deoxy-D-Arabinose-Heptulosonat-7-Phosphat-Synthase
(DAHPS) identifiziert worden (ICso = 35 puM). Aufgrund der starken strukturellen Ahnlichkeit zwischen DAHPS und DOXP liegt
ein substratanaloger, kompetitiver Mechanismus auch hier nahe. Wie sich jedoch herausstellte, verdrangt Fosmidomycin das
zweite Substrat der katalytischen Umsetzung Phosphoenolpyruvat (PEP) kompetitiv bei Mn**-Anwesenheit.

siehe Walker, S. R. et al.; J. Org. Biomol. Chem. 2009, 7, (15), 3031-3035



36

Imidazolring der katalytisch essenziellen, zur flexiblen Schleife gehérenden
Aminosaure His209 und einem Wassermolekil auf (eingerahmt in Abbildung 7b).
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Abbildung 7. a: Wechselwirkungen der Phosphonatgruppe Fosmidomycins mit Aminosdureresten
und Wassermolekiilen (Wat13 beziehungsweise Wat62) in EcDxr; b: Bindung der DOXP-
Phosphatgruppe in EcDxr (modifiziert aus Mac Sweeney, A. et al.; J. Mol. Biol. 2005, 345, 115-27).%°

Yajima und Mitarbeiter zeigten abweichend von Mac Sweeneys Modell in einem
Quarternarkomplex aus EcDxr, Mg?, NADPH und Fosmidomycin hydrophobe
Wechselwirkungen der Propylkette Fosmidomycins zu den Aminosauren Met214 und
His209 sowie Trp212 und Pro274 des Enzyms (Abbildung 8, Nummerierung
abweichend). Diese Aminos&uren gehéren zur hochflexiblen Schleife, was die direkte
Beteiligung der flexiblen Schleifenregion an der Bindung Fosmidomycins erneut
unterstreicht.

Nach Vergleich mit den verfugbaren EcDxr-Kristallstrukturen erkannten Yajima und
Mitarbeiter relevante Unterschiede in den relativen Orientierungen der Domanen.%®
Erstmalig konnten sie die katalytisch aktive, hochflexible Schleifenregion aufgrund
der beschriebenen direkten Wechselwirkungen zu Fosmidomycin in geordnetem
Zustand mit hoher Elektronendichte erkennen.®® Insofern kommt Yajimas Modell
wahrscheinlich Fosmidomycins Bindungszustand an die EcDxr am nachsten
(Abbildung 8).%
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Abbildung 8. Hydrophobe Wechselwirkungen der Propylkette Fosmidomycins (FOM, eingerahmt) zu
lipophilen Aminoséureseitenketten der flexiblen Schleife von EcDxr (Nummerierung in der Abbildung
abweichend von anderen Publikationen und modifiziert nach Yajima, S. et al.; Acta Crystallogr. Sect. F
Struct. Biol. Cryst. Commun. 2007, 63, (Pt 6), 466-70).2”

Analog zu E. coli ist der DOXP-Weg flir M. tuberculosis der einzige Biosyntheseweg
zur Gewinnung der Isoprenoidvorlaufer IPP und DMAPP.%'" Die Priméarstruktur von
MiDxr stimmt zu circa 40 % mit der von der orthologen EcDxr Uberein. An der
Ausbildung der katalytischen Bindetasche beteiligte Aminosduren liegen in beiden
Enzymen mit einer Sequenzidentitat von 45-50 % etwas héher konserviert vor.'%% 193
Der Vergleich von MtDxr-Fosmidomycin- mit EcDxr-Fosmidomycin-Komplexen zeigt,
dass die relative Position des Inhibitors in den jeweiligen Enzymen Ubereinstimmt.
Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, geht Fosmidomycins Phosphonatgruppe im
katalytischen Zentrum der MtDxr Wechselwirkungen mit Seitenkettenfunktionen von
Asn218 (Asn227 in EcDxr), Ser177 (Ser186 in EcDxr), Lys219 (Lys228 in EcDxr) und
zwei Wassermolekulen ein. Ein zusatzlicher Bindungspartner ist der Imidazolring von
His200 (eingerahmt in Abbildung 9). Stattdessen ist im EcDxr-Fosmidomycin-
Komplex die primare Alkoholfunktion von Ser222 an der Bindung beteiligt.
Fosmidomycins  Hydroxamsduregruppe ist gemeinsam mit den drei
Carboxylatgruppen von Glu153, Glu222 und Asp151 (Glu152, Glu231 und Asp150 in
EcDxr) an der Chelatisierung des katalytisch relevanten zweiwertigen Metallkations
eingebunden. Als sechster Ligand dient auch im mykobakteriellen Enzym ein
Wassermolekll, welches in Abbildung 10 allerdings nicht dargestellt ist.
Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen ist die Doppelmutante (D151N/E222Q) der
MtDxr nicht mehr in der Lage, das bivalente Metallkation zu binden und katalytisch
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inaktiv. Nach genauerer Betrachtung des mykobakteriellen Quarternarkomplexes
wird ersichtlich, dass sich analog zum EcDxr-Fosmidomycin-Komplex hydrophobe
Aminosaureseitenketten aus der flexiblen Schleifenregion des mykobakteriellen
Enzyms Uber das enzymatische Zentrum mit gebundenem Fosmidomycin legen.
Sowohl Trp203 als auch Met205 erzeugen dadurch eine hydrophobere Bindetasche,
wobei der Indolrest von Trp203 analog zu Trp212 in EcDxr direkte
Wechselwirkungen mit der Propylkette Fosmidomycins eingeht.®?
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Abbildung 9. Wechselwirkungen zwischen MtDxr, Fosmidomycin und Mn*; zu erkennen ist weiterhin
der reduzierte Nicotinamidring des Kofaktors NADPH in unmittelbarer Ndhe zum Inhibitor (modifiziert
nach Henriksson, L. M. et al.; J. Biol. Chem. 2007, 282, 19905-19916)."%

Williams  und  Mitarbeiter ~ untersuchten  vor  Kurzem  mithilfe  von
molekulardynamischen Berechnungen die konformative Flexibilitdt der katalytischen
Schleifenregion bei An- und Abwesenheit Fosmidomycins.'® Dabei wurde nach
"Reversible Digitally Filtered Molecular Dynamics Simulations" (RDFMD) ebenfalls
die direkte Beteiligung der Aminosauren Trp203 und His200 an der
Fosmidomycinbindung abgeleitet.

Auch wenn eine hohe Ubereinstimmung der katalytisch essenziellen Aminosauren
durch Sequenzanalyse zwischen EcDxr und PfDxr gefunden wurde, unterscheiden
sich die Enzyme naturgemaB in zahlreichen Aminosduren (weil3 unterlegt in
Abbildung 10). Singh und Mitarbeiter fihrten eine multiple
Aminosauresequenzanalyse mit dem Programm ClustalW an den Primarstrukturen
des bakteriellen und plasmodialen Dxr-Enzyms durch.'® Demnach wurde zwischen
den Aminosduren, welche hdchstwahrscheinlich fir den Aufbau der aktiven
Regionen beider Enzyme relevant sind, eine 74 %ige Sequenzidentitdt gefunden.
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Insbesondere chelatisieren hdchstwahrscheinlich die gleichen Aminoséaure-
seitenketten in EcDxr und in PDxr (Unterlegung durch schwarze Dreiecke in
Abbildung 10) das katalytisch relevante bivalente Metallion.’®® Aufgrund des Fehlens
einer Kristallstrukturanalyse des plasmodialen Enzyms im Jahr 2006 wurde von
Singh und Mitarbeitern ein computergestitztes Homologiemodell des plasmodialen
Enzyms entwickelt.”” Durch virtuelles Docking bekannter Inhibitoren in die Modelle
sowie Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit den experimentell bestimmten 1Cso-
Werten wurde das Modell validiert. Zur Erklarung der starkeren Bindung von
FR900098 an das plasmodiale Enzym wurde eine Van der Waals-Wechselwirkung
der Acetylgruppe des Inhibitors mit dem Indolrest von Trp222 in der aktiven Region
des plasmodialen Enzyms vorgeschlagen.'®”: 1%

Erst Mitte 2011 erschien eine Publikation, die sowohl die erfolgreich gewonnene
Proteinkristallstrukturanalyse  des  plasmodialen  Apoenzym-Ternarkomplexes
(PDxr:Mn?*:NADPH) als auch die Struktur der Quarternarkomplexe mit sowohl dem
Inhibitor  Fosmidomycin als auch FR900098 (PDxr:Mg?*:NADPH:Inhibitor)
beschreibt.??” Das PDxr-Enzym bildet im aktiven Zustand analog zu den bakteriellen
Homologen ein funktionelles Homodimer aus, das in jeder Untereinheit ein NADPH-
Molekil und ein bivalentes Metallion als Kofaktoren bindet. Daraus ergibt sich flr das
Apoenzym ein Molekulargewicht von ungefahr 47 kDa. Auch die Tertidrstruktur des
plasmodialen Enzyms &hnelt der von bereits angesprochenen bakteriellen Dxr-
Homologa: die Untereinheiten des Homodimers sind aus zwei groBen Domanen
aufgebaut, wobei die NADPH-bindende mit 154 Aminosduren etwas gréBer als die
katalytische Doméne, die aus 139 Aminosduren besteht, aufgebaut ist. Eine "Linker-
Region", die aus den Aminosaduren 370 bis 395 besteht und die
C-terminale Domane, die die Aminoséduren 396 bis 486 umfasst, sind dagegen relativ
kurze Proteinabschnitte. Die "Linker-Region" verbindet die katalytische Domé&ne mit
der C-terminalen Region und er6ffnet eine relativ gut zugéngliche "Furche" in der
katalytischen Region. AuBerdem vermittelt sie Uber Ser387 bis Phe391 wichtige
Wechselwirkungen zwischen den asymmetrisch miteinander verbundenen
Untereinheiten des funktionellen Homodimer-Enzymkomplex. Der Vergleich
zwischen der Kristallstruktur des Inhibitorfreien PDxr-Terndrkomplexes mit den
Quarternédrstrukturen, in  denen Fosmidomycin beziehungsweise FR900098
gebunden vorliegen, zeigt, dass die angesprochene groBe "Furche" in der
katalytischen Region bei Bindung der Inhibitoren durch eine Konformationsanderung
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des Proteins geschlossen vorliegt. Nakamura und Mitarbeiter leiten daraus ab, dass
das plasmodiale Enzym analog zu EcDxr aufgrund der intrinsischen Flexibilitat eine
induzierte Anpassung bei Bindung der Inhibitoren durchfihrt. Dabei bewegt sich die
NADPH-bindende Domane (Aminosauren 77 bis 230) auf die katalytische Domane
zu. Insbesondere liegt die hochflexible "Loop"-Region, die bei PDxr aus den
Aminosauren 291 bis 299 besteht, bei Bindung der Inhibitoren geordnet vor, so dass
eine hydrophobe, von Wassermolekllen weitgehend abgeschirmte Bindetasche
entsteht. Fosmidomycin und FR900098 besetzen diese Bindetasche durch direkte
Wechselwirkungen der Phosphonat- und Hydroxamatfunktion zur PDxr. In Abbildung
10 ist durch Symbole gekennzeichnet, dass die Hydroxamatfunktion Fosmidomycins
analog zur Bindungssituation an EcDxr mit Carboxylatresten der Aminosauren
Asp231, Glu233 und Glu315 und einem Wassermolekill das katalytisch essenzielle
bivalente Metallkation in PDxr komplexiert. Dabei wurde von Nakamura und
Mitarbeitern gefunden, dass dafir eine cis-konfigurierte Hydroxamsaurefunktion
unverzichtbar ist. Der Metallionenkomplex bildet eine verzerrt trigonal-bipyramidale
Geometrie aus. Die vollstandig deprotonierte Phosphonatgruppe bildet polare
Wechselwirkungen zu den funktionellen Gruppen von Ser270, Asn311, His293 und
zwei Wassermolekllen aus. Damit weicht die Bindungssituation flr diese funktionelle
Gruppe von der an EcDxr ab (Abbildung 10) und weist mehr Analogie zu der
desselben Inhibitors an MiDxr auf. Durch die hydrophobe Umgebung der
Bindetasche bildet die Propylkette Fosmidomycins Wechselwirkungen zu den
lipophilen Resten der Aminosauren Trp296 und Met298 aus (blaue Ellipsen in
Abbildung 10). Interessanterweise sind diese Aminosauren wie His293 Teil der
flexiblen Schleifenregion und in den bisher bekannt gewordenen Proteinstrukturen
der Dxr-Enzyme anderer Organismen liegen diese Aminosauren in vergleichbarer
Position hochkonserviert vor, was deren Bedeutung fir die Substratbindung
andeutet.

Durch Vergleich des Quarterndrkomplexes Fosmidomycins mit dem von FR900098
konnten Nakamura und Mitarbeiter ferner aufklaren, dass die bereits angesprochene
starkere Bindung von FR900098 durch die zusatzliche direkte Interaktion der
Methylgruppe - die strukturell aquivalent zum C1-Kohlenstoffatom des natlrlichen
Substrats DOXP ist - zu Trp296 zustande kommt.
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Abbildung 10. Aminosduresequenzvergleich der Dxr-Proteinprimérstrukturen von E. coli und
P. falciparum. Symbole: schwarze Dreiecke (EcDxr), schwarze Rechtecke (PfDxr) =
Koordinationsstellen fiir das zweiwertige Metallkation; weiBBe Dreiecke (EcDxr), weilBe Rechtecke
(PfDxr): Bindestellen fir die Phosphatgruppe des Substrats (EcDxr), Phosphonatgruppe von
Fosmidomycin (PfDxr); schwarze Kreise: Bindestellen fiir die Pyrophosphatstruktur NADPHs (EcDxr);
blaue Ellipsen: hydrophobe Wechselwirkungen zu Fosmidomycin beziehungsweise FR900098 (PfDxr)
(Gibernommen aus Kaiser, J. et al.; Phytomedicine 2007, 14, (4), 242-249 und Umeda, T. et al.; Nature
Scientific Reports 2011, 1, article number 9, doi:10.1038/srep00009).'% %’

Hierfar wird wiederum eine induzierte Anpassung des plasmodialen Enzyms wéhrend
des Bindungsvorgangs verantwortlich gemacht, so dass die Seitenkette von Trp296
Van der Waals-Wechselwirkungen ausbilden kann (Abbildung 11). Wahrscheinlich
wird Uber diese Wechselwirkung auch die essenzielle cis-Anordnung der

Hydroxamatfunktion eingestellt.?*’
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Abbildung 11. FR900098 im Quarterndrkomplex mit PfDxr, Mg®* und NADPH; die Kohlenstoffatome
des Inhibitors sind in Magenta gezeigt. Um die induzierte Anpassung des Enzyms bei Bindung von
FR900098 im Vergleich zu Fosmidomycin zu verdeutlichen, wurde ein "LSQ fitting" durchgefihrt, das
verdeutlicht, dass die zusétzliche Methylgruppe von FR900098 (schwarzes Dreieck zur
Kennzeichnung) nach Anndherung der Seitenkette von Trp296 Van der Waals-Wechselwirkungen
ausbildet (RMSD = 0,5 A).

1.1.7 Der Arzneistoff Fosmidomycin als Antibiotikum und Antimalariamittel

Q@ QH
ol

Fosmidomycin

Bereits in den Siebziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde Fosmidomycin
neben anderen Phosphonohydroxamsauren aus Streptomyces lavendulae von
Mitarbeitern der Fujisawa Pharmaceuticals Company isoliert.""" Physikochemische
Eigenschaften, Synthese und antibakterielle Aktivitait Fosmidomycins sowie von
FR9O00098, das aus Streptomyces rubellomurinus isoliert werden konnte, wurden
intensiv untersucht.'’® Aufgrund der Menachinon- und Carotenoidbiosynthese-
hemmung in Micrococcus luteus nach Fosmidomycingabe wurde bereits vor der
Entdeckung des Rohmer-Wegs die Isoprenoidbiosynthese als mégliches Ziel des

3 Epenso wurde auch die herbizide Aktivitat

Wirkstoffes angenommen.
Fosmidomycins frihzeitig erkannt. 1998 konnten von Kuzuyama und Mitarbeitern

Fosmidomycins Wirkung auf die EcDxr nachgewiesen und die zuvor beobachteten
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biologischen Wirkungen erklart werden.” " Fosmidomycin unterdriickt in vitro das
Wachstum der meisten Gram-negativen Bakterien. Keine Hemmwirkung hat
Fosmidomycin auf Serratia marcescens, Proteus mirabilis und Stamme, die Glucose
nicht fermentieren.'”™ Der Problemkeim Pseudomonas aeruginosa wird durch
Fosmidomycin in vitro besser im Wachstum gehemmt (Minimale Hemmkonzentration
(MHK) = 6,25 pg/ml) als durch Fosfomycin (MHK = 12,5 pg/ml) oder Gentamicin
(MHK = 12,5 ug/ml) (Tabelle 4). Gegentber E. coli (MHK = 1,56 ug/ml), Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Enterobacter cloaceae, Enterobacter aerogenes und
Citrobacter ist Fosmidomycin starker wirksam als die parallel untersuchten Antibiotika
Fosfomycin, Cephalexin, Carbenicillin oder die Kombination aus Trimethoprim und
Sulfamethoxazol."”® Aufgrund des neuartigen Wirkmechanismus erweist sich
Fosmidomycin auch gg. Gram-negativen Bakterien, die beispielsweise gg.
B-Laktam-Antibiotika resistent sind, als gut bakteriostatisch wirksam. ***
Fosmidomycin  zeigt darUOber hinaus mit allen genannten Antibiotika

Wirksynergismus.'"®

Organismus MHK in pg/mL (50 %

Wachstumshemmung)
E. coli 1,56
Klebsiella pneumoniae 1,56
Pseudomonas aeruginosa 6,25
Proteus vulgaris 0,78
Enterobacter cloaceae 0,20
Enterobacter aerogenes 0,78
Citrobacter 3,13
Serratia marcescens 12,5
Salmonella 6,25
Shigella 6,25

Tabelle 4. Antimikrobielle in vitro Aktivitdt Fosmidomycins; Auszug aus Referenz 115.

Allerdings ist Fosmidomycin gg. Gram-positiven Kokken und vielen Anaerobiern
unwirksam, was sich aber mit dem Fehlen des MEP-Wegs in diesen Bakterien
erklaren lasst.” An Mausen, die mit Gram-negativen Bakterien infiziert wurden, ist
der therapeutische Effekt Fosmidomycins dem von Fosfomycin Uberlegen.
Fosmidomycin weist gg. P. aeruginosa auch in vivo hervorragende Aktivitat auf. So
schitzt Fosmidomycin weitaus besser vor Infektionen (EDso = 1,85 mg/kg) als

H Nach neuesten Berichten der Infectious Diseases Society of America haufen sich v.a. in Krankenhdusern Infektionen, die
von teilweise multiresistenten Gram-negativen Bakterien wie E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa und Acinetobacter-Stammen
ausgeldst werden (sogenannte ESKAPE-Bakterien). Insbesondere zur Bekdmpfung dieser Mikroorganismen werden Antibiotika
mit neuen Wirkmechanismen dringend bendtigt. siehe Boucher, H. W. et al.; Clin. Infect. Dis. 2009, 48, 1-12.
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Fosfomycin (EDsp = 92,5 mg/kg), Gentamicin (EDsp = 10,2 mg/kg) oder Piperacillin
(EDso = 75,0 mg/kg).""” Fosmidomycin wurde erfolgreich bis in die friihe Klinische
Phase Il als oral verabreichbares Antibiotikum zur Behandlung von

Harnwegsinfektionen entwickelt.'"®

Fujisawa Pharmaceutical Company stellte
Fosmidomycins Entwicklung als Antibiotikum allerdings ein. Wahrscheinlich
begrindet sich dieses Vorgehen durch die parallele Entwicklung von anderen
Antibiotika, welche zum damaligen Zeitpunkt ein breiteres Wirkungsspektrum und
eine bessere antibakterielle Aktivitat aufwiesen. In pharmakokinetischen
Untersuchungen stellte sich heraus, dass Fosmidomycin bei peroraler Applikation
von 500 mg zu 20-40 % bioverfugbar ist und eine sehr kurze Plasmakonzentrations-
Halbwertszeit von 1,87 h bei peroraler beziehungsweise 1,65 h bei intravendser
Gabe aufweist. Die Gabe von hohen Dosen in kurzen Zeitabstanden zur
Aufrechterhaltung eines ausreichend hohen Wirkstoffspiegels ist daher notwendig.'"
Fosmidomycin ist sehr gut vertraglich. Die LDso-Werte zur akuten Toxizitat liegen bei
Méausen und Ratten nach peroraler Gabe bei 12 g/kg Kérpergewicht. Nach Einnahme
von therapeutischen Fosmidomycin-Dosen treten beim Menschen neben
vereinzelten Féallen von Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe keine gravierenden
unerwinschten Arzneimittelwirkungen auf. Hochstwahrscheinlich kdénnen diese
Nebenwirkungen auf die bekannte Veranderung der Intestinalflora zurlickgefthrt
werden, die nach Behandlung mit einem Antibiotikum auftreten kénnen.'?
Fosmidomycin wird zu 90 % unverandert und innerhalb von 72 h ausschlieBlich renal
eliminiert. Ein enterohepatischer Kreislauf wird ausgeschlossen. Aufgrund der hohen
Hydrophilie der Verbindung verteilt sich der Wirkstoff rasch und Uberwiegend in das
Blutkompartiment. In Mausen, Ratten und Hunden wird die Verbindung zu maximal
4 % an Plasmaproteine gebunden.'’

Fosmidomycin hemmt die isolierte MiDxr mit ICso-Werten zwischen 80 und
300 nM."%% 22 Alerdings ist Fosmidomycin im  Zellkultur-Assay  gg.
M. tuberculosis unwirksam. Wahrscheinlich permeiert Fosmidomycin aufgrund seiner
hohen Hydrophilie nicht durch die vorwiegend aus Mykolsauren und
Arabinogalaktanen aufgebaute, sehr lipophile Zellwand der Mykobakterien.'®® Im
Gegensatz dazu besitzt E. coli einen Glycerol-3-phosphat-Transporter (GlpT), der
Fosmidomycin in Analogie zu dem strukturverwandten Fosfomycin aktiv in das
Zellinnere aufnimmt. Mutationen des glpT-Gens werden mit Resistenzen des
Bakteriums gg. diesen Antibiotika in Zusammenhang gebracht. Dartber hinaus ist die
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Aktivierung des glpT-Operons stark von cAMP abhangig, so dass Adenylylcyclase-
defiziente E. coli-Bakterien ebenfalls Fosmidomycin-resistent sind.'?®$% Neueste
Untersuchungen haben ergeben, dass Brucella abortus und andere Bakterien
unterschiedlicher Taxonomie das Dxr-Enzym nicht aufweisen und stattdessen ein
Protein exprimieren, dass die katalytische Funktion anstelle der Dxr im DOXP-Weg
dbernimmt. Dieses "Dxr-like" (DRL) Protein gehért zu einer bisher nicht
charakterisierten Enzymfamilie und weist Ahnlichkeit zu Homoserin-Dehydrogenasen
auf. Analog zur Dxr wird dieses Enzym aber auch effektiv durch Fosmidomycin
gehemmt.'® Fosmidomycin ist nur schwach gegen das Wachstum von Toxoplasma
gondii und Eimeria tenella wirksam, obwohl erwiesenermaBen alle Gene fir die
Enzyme des  mevalonatunabhangigen  Isoprenoidbiosynthesewegs  derer
Apikoplasten iibersetzt werden.'®® Ungeklart ist, ob die Fosmidomycin-Toleranz der
genannten Apicomplexa durch mangelhafte intrazellulare Anreicherung des
Wirkstoffs oder verminderte Sensitivitat der orthologen Dxr-Enzyme zu erklaren ist.'?’
Kirzlich wurde gezeigt, dass auch Theileria sp. unempfindlich gg. Fosmidomycin
ist.”?® Die Autoren der Veréffentlichung vermuten, dass die fehlende Wirksamkeit
Fosmidomycins auf eine ausbleibende intrazelluldre Anreicherung zurlckzufUhren
ist. Im Gegensatz dazu sind Fosmidomycin und FR900098 gg.
P. falciparum in vitro sehr gut wirksam und werden ausreichend im plasmodialen
Apikoplast  angereichert.  Kdirzlich  wurde gezeigt, dass die polaren
Phosphonohydroxamsauren intrazellular von mit P. falciparum und Babesia
divergens infizierte Erythrozyten durch spezielle transmembranare Permeationswege
(englisch: "new permeability pathways" = NPP) angereichert werden.'® ¥ Diese
NPPs bilden sich erst nach der parasitaren Infektion von Erythrozyten aus und
beglnstigen danach die passive Aufnahme der polaren, anionisch geladenen
Wirkstoffmolekdile.'®

Die antiplasmodiale Wirksamkeit Fosmidomycins und von FR900098 in vitro wurde
zuerst an P. falciparum-Stammen aus unterschiedlichen Regionen getestet und mit
der von Chloroquin verglichen (siche Tabelle 5).°° Daraus ermittelte |Cso-Werte
zeigen, dass FR900098 ubereinstimmend mit den Enzymwerten auch stéarker
antiplasmodial wirksam als Fosmidomycin ist. Im Speziellen wird aus Tabelle 5
deutlich, dass FR900098 gg. dem Chloroquin-resistenten Stamm Dd2 circa um den
Faktor 3 aktiver als Fosmidomycin ist.

555 Zuletzt wurde auch von einem Fosmidomycin-Resistenzmechanismus bei E. coli berichtet, der sich auf die Amplifikation

eines Effluxproteins (Fsr) zuriickfiihren lasst und die MHK Fosmidomycins von 6 pg/ml auf bis zu 400 pg/ml ansteigen lasst.'*
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P. falciparum ICs0 (NM)

Stamm Fosmidomycin FR900098 Chloroquin
HB3 350 +/- 170 170 +/- 100 20 +/-5
A2 370 +/- 45 171 +/- 45 37 +/-7
Dd2 290 +/- 130 90 +/- 20 200 +/- 30

Tabelle 5. In vitro Aktivitdt von Fosmidomycin und FR900098 gg. drei P. falciparum-Stdmmen
(modifiziert nach Jomaa, H. et al.; Science 1999, 285, 1573-6.).%°

Die In vivo Antimalariaaktivitdt Fosmidomycins und von FR900098 wurde zuerst im
Tierversuch an mit P. vinckei infizierten Mausen untersucht. Dabei bestatigte sich die
zuvor in der In vitro Untersuchung gezeigte antiplasmodiale Potenz der Wirkstoffe.*
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der Wirkstoffe wurde zunéchst ein
Therapieschema entwickelt, in dem die Wirkstoffe dreimal taglich Gber insgesamt vier
Tage verabreicht wurden. So wurden fir Fosmidomycin EDgy-Werte von circa 5
mg/kg (i.p.) beziehungsweise 20 mg/kg (p.o.) erreicht. Die Parasitdmie lag in dieser
Studie nach einer viertagigen Behandlung mit Fosmidomycin an Tag 5 nach Infektion
bei wunter 1 %. Allerdings traten wenige Tage nach Absetzen der
Fosmidomycinbehandlung Rezidive auf. Nur nach einer Behandlungsdauer Gber
insgesamt acht Tage Uberlebten die Mause flr einen langeren Zeitraum. Studien zur
Effektivitat und Sicherheit einer Monotherapie mit Fosmidomycin bei unkomplizierter
Malaria tropica wurden in Gabun und Thailand durchgefiihrt.”®' Insgesamt wurde der
Wirkstoff sieben Tage lang verabreicht, erwies sich als sehr gut vertraglich und war
auch gegen multiresistente Stamme wirksam. Die mittlere Zeit bis zur Parasiten- und
Fieberfreiheit betrug ungefdhr 2 Tage wund entspricht somit dem Intervall
gebrauchlicher Antimalariamittel. Allerdings wurde 28 Tage nach Therapiebeginn
festgestellt, dass ein GroBteil der behandelten Patienten Rezidive entwickelte.
In vitro Studien zeigen, dass Kombinationen aus Fosmidomycin mit dem Lincosamid-
Antibiotikum
Wirksynergismus aufweisen. Entsprechende Therapieergebnisse erhielt man auch

Clindamycin'®*  oder dem  Artemisininderivat  Artesunat'®
bei der Behandlung von gabunesischen Kindern, die ein Mindestalter von 3 Jahren
hatten und an asymptomatischer Malaria tropica erkrankt waren. Fosmidomycin
(30 mg/kg KGW) und Clindamycin (5 mg/kg KGW) wurden Gber funf Tage in
Zeitintervallen von zwolf Stunden peroral eingenommen. Im Vergleich zur
Monotherapie war mit zwdlf Stunden sowohl die Zeit bis zur Parasiten- und

Fieberfreiheit kiirzer als auch die resultierende Kurierungsrate héher, die bei 100 %
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an Tag 28 lag." Eine weitere Studie wurde an gabunesischen Kindern, die an
akuter unkomplizierter Malaria tropica erkrankt waren, durchgefihrt. Dabei zeigte
sich, dass ein Therapieschema mit einer zweimal téglichen Gabe der fixen Dosierung
bestehend aus Fosmidomycin (30 mg/kg KGW) und Clindamycin (10 mg/kg KGW)
nach nur drei Behandlungstagen die Zeit bis zur Parasitenfreiheit auf 35 h ansteigen
lieB. Daflr waren aber an Tag 28 nach Behandlungsbeginn 90 % der Patienten
kuriert und wiesen vor allem keine Rezidiven auf. Zuséatzlich ist dieses
Therapieregime gg. den Standardtherapien mit Chloroquin oder Sulfadoxin-
Pyrimethamin bezogen auf die Heilungsrate tberlegen.'®*'%® Bei Anwendung der
Wirkstoffkombination aus Fosmidomycin und Artesunat ergaben sich flr die
dreitdgige Therapie von Kindern im Alter von 7-14 Jahren, die an unkomplizierter
Malaria tropica erkrankt waren, Heilungsraten von 100 % an Tag 28. In allen
Kombinationstherapiestudien traten keine unerwinschten Arzneimittelwirkungen auf,

die zu Therapieabbruch fiihren wiirden."’
1.1.8 Fosmidomycin als Leitstruktur neuer Antimalaria-Wirkstoffe

Die Verbesserung der pharmakodynamischen, physikochemischen und damit
verbunden auch pharmakokinetischen Eigenschaften ist seit der Entdeckung
Fosmidomycins als Antimalariamittel Ziel vieler Arbeitsgruppen. Im Folgenden wird
zum Verstandnis dieser Arbeit ein zusammenfassender Uberblick der wichtigsten
bekannten Struktur-Aktivitats-Beziehungen gegeben.

Abbildung 12. Leitstruktur Fosmidomycin unterteilt in drei Molekdlregionen.

Zur besseren Ubersicht wird Fosmidomycin in drei Molekiilregionen
(Abbildung 12) unterteilt und ausgewahlte Strukturmodifikationen nacheinander
vorgestellt. AbschlieBend wird zur Einordnung der vorliegenden Arbeit ein detaillierter
Uberblick Uiber aktuelle und relevante inverse Fosmidomycinanaloga gegeben.

Aufgrund der Labilitdt des PDxr-Enzyms wurden in den meisten Studien bevorzugt
In vitro Aktivitatsbestimmungen der Analoga gg. dem einfacher zu handhabenden
EcDxr-Enzym durchgefihrt. Ein quantitativer Vergleich von 1Cso-Werten zwischen
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Dxr-Enzymen verschiedener Spezies und Assays unterschiedlicher Arbeitsgruppen
ist nicht méglich. In den meisten Fallen wurde Fosmidomycin und/oder FR900098 als
interne Referenz mit vermessen. Der gleiche Umstand gilt auch fir die
Vergleichbarkeit von 1Csp-Werten, die im Zellkulturassay gg. unterschiedlichen
Plasmodien-Spezies ermittelt wurden.

1.1.8.1 Molekiilregion A: Die Phosphons&urefunktion

Den gréBten Beitrag zur Polaritat und ausgepragten Wasserléslichkeit der Wirkstoffe
Fosmidomycin und FR900098 leistet die Phosphonsaurefunktion. Fir FR900098 sind
beide pKs-Werte bekannt; sie betragen 2,0 (pKs;) und 7,2 (pKsz)."'? Fosmidomycin
und FR900098 liegen nur im sauren Milieu des Magens in ungeladener Form vor und
werden nach peroraler Einnahme zum groBten Teil aus diesem Verdauungsorgan
durch passive Diffusion resorbiert. In der Blutbahn wie in zellularen Kompartimenten
(pH 7,35-7,45) liegen die Wirkstoffe mindestens einfach deprotoniert in einer
monoanionischen Form vor, die aufgrund ihrer ausgepragten Polaritat nicht mehr

passiv durch Zellmembranen permeieren kann.

(0] OH 0] OH 0 'e)
O\\lsl '1‘ o) |IDI Ill o} )J\/\/U\ OH
R™ ~ N RO” |\/\/ HO >
OH |
R
R = O'Na*, Alkyl, Bn, PhEt R = Phenylethyl (a), R=H, Me
1-Naphthylethyl (b), -> keine EcDxr-Hemmung

-> keine EcDxr-Hemmung 2-Naphthylethyl (c)

(b)=1,6 /5,90 uM

ol I ICso (EcDxr) / (P.f. Dd2): O oH
N
HN/S\/\/NYO (a)=0,49/4,96 uM HO)]\/\/NYO
H

(c)=2,4/5,69 uM
R =H, Alkyl -> keine Synechocystis
-> keine EcDxr-Hemmung Dxr-Hemmung

Abbildung 13. Fosmidomycin-Analoga mit einfach ionisierbaren und/oder isosteren Funktionalitédten
anstelle der Phosphonatgruppe (zum Vergleich: ICs, (EcDxr) / (Dd2) von Fosmidomycin = 35 nM /
0.57 uM).

Um diese nachteilige Eigenschaft der Phosphonsaurefunktion zu umgehen, wurde

unter anderem ein Austausch gegen eine isostere ~ Sulfon- beziehungsweise

o "Verbindungen oder Molekiilgruppen mit fast identischer Molekulform und Volumen, sowie ungeféhr gleicher Verteilung der
Elektronen, die ahnliche physikalische Eigenschaften aufweisen." (Alfred Burger, 1970)
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Sulfonamidstruktur durchgefiihrt, was aber zum Inhibitionsverlust gg. EcDxr flhrte
(Abbildung 13).

Sogar der Ersatz der Phosphonsauregruppe durch eine chemisch verwandte
Methylphosphinsaure fuhrte zu antibakteriell inaktiven Verbindungen, wahrend die
antiplasmodiale Wirkung bislang nicht untersucht wurde.®® Nach Derivatisierung der
freien Phosphonsaurefunktion zu einem Monoalkylester resultierte ein vollstandiger
antiplasmodialer Aktivitatsverlust. Mono-Arylethylester zeigen eine mindestens um
eine Zehnerpotenz verminderte inhibitorische Aktivitat gg. EcDxr und dem
P. falciparum Dd2-Stamm (Abbildung 13)."*® Ebenso ist der Ersatz der
Phosphonatgruppe gegen ein Carbon- oder Sulfonsauremotif fir die Aktivitat
nachteilig, da die inhibitorische Aktivitdt gg. EcDxr nach Einflhrung dieser
Funktionalitaten fast vollstdndig aufgehoben wird (Abbildung 13)."*% ' Rohmer
postulierte nach diesen im Jahre 2010 durchgeflhrten Untersuchungen, dass der
Grund fir die schwache Bindung von Carbon- und Sulfonsaureanaloga in einer
abweichenden Bindungsgeometrie liegen kann. Durch die veranderte
Gesamtkonformation der Fosmidomycinanaloga wird demnach der
Hydroxamsaurerest in eine energetisch nachteilige Bindungsgeometrie gezwungen.
Im Einklang mit diesen Erkenntnissen stehen auch die Studienergebnisse
entsprechender Fosmidomycinanaloga, die gg. rekombinanter Synechocystis sp.
PCC6803 Dxr im Jahre 2006 untersucht wurden und keine inhibitorische Aktivitat
zeigten.'* Woo und Mitarbeiter demonstrierten in ihren Studien, dass Fosfoxacin
ungefdhr um den Faktor 3 starker als Fosmidomycin an die Synechocystis Dxr
bindet. Mit einem Ki-Wert von 2 nM ist das FR900098-analoge Monophosphat | der
zurzeit potenteste Inhibitor dieses Enzyms (Abbildung 14).'4% 64 111t

i ™ i "
P N _0O P. N. O
OH OH
H
Fosmidomycin: K;= 58 nM Fosfoxacin (R = H): K; = 19 nM

I(R=Me): Ki=2nM

Abbildung 14. Fosmidomycin und Phosphatanaloga mit Hemmkonstanten an Synechocystis Dxr.

T Woo und Mitarbeiter stellten nach Auswertung von Lineweaver-Burk Plots fest, dass alle untersuchten Inhibitoren analog zu
den Referenzsubstanzen die Dxr von Synechocystis mit einer gemischt reversibel-irreversiblen Enzymkinetik hemmen. Das
steht in Analogie zu den Ergebnissen von Koppisch und Mitarbeitern, die dieses Phanomen der langsamen und starken
Bindungscharakteristik mit zwei Ki-Werten bereits fiir Fosmidomycin an EcDxr beschrieben.*’
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Weil organische Phosphate im physiologischen Milieu Substrate von ubiquitar
vorkommenden Phosphatasen darstellen und deshalb instabil sind, wurden diese
hochaffinen Verbindungen nicht mehr auf ihre Antimalariaaktivitat untersucht oder als
Wirkstoffe in Betracht gezogen.* Die beschriebenen Ergebnisse und

139, 162 |35sen die

computergestitzte Auswertungen von Klebe und Mitarbeitern
Schlussfolgerung zu, dass fir eine optimale Wechselwirkung an der entsprechenden
Dxr-Bindestelle in Molekilregion A eine zweifach negativ geladene Funktionalitat
vorliegen muss."® Eine Phosphonsauregruppe erflillt dieses Kriterium besonders gut
und ist durch seine stabile C-P-Bindung hydrolysestabil. Flr die schwankende orale
Bioverfigbarkeit Fosmidomycins und seiner Analoga wird v.a. die polare
Phosphonsauregruppe verantwortlich gemacht. Deshalb wurden von mehreren
Arbeitsgruppen verschiedene Prodrugs in Form von lipophilen
Phosphonsauredoppelestern entwickelt (Abbildung 15).'*° Die beste In vivo Aktivitat
zeigen im Mausmodell gg. P. vinckei bislang Doppelesterprodrugs von
FR900098. ¥ (Uber ein Formaldehyd- oder Acetaldehydmolekil kann die
Phosphonsaurefunktion mit einem Carbonsaure- oder Kohlensdurederivat acylalisch
verkn(ipft werden (Abbildung 15).'#¢: 14/

Beispielsweise wird mit einer peroral applizierten Dosis von 0,054 mmol/kg KGW der
Verbindung lla eine starkere prozentuale Reduktion der P. vinckei-Parasitamie
erreicht als mit einer FR900098-Dosis von 0,18 mmol/kg Kérpergewicht (KGW).
Grundsatzlich kann es unter einer Dauertherapie mit POM (Pivaloyloxymethyl)-
Prodrugs aufgrund der fortwdhrenden Freisetzung von Pivalinsdure und
Formaldehyd im physiologischen Milieu zu relevanten Belastungen des Organismus
kommen. %8 Kohlensaureesterprodrugs von Phosphonséduren sind toxikologisch
weniger bedenklich und werden fur eine langerfristige Einnahme empfohlen. Die in
Abbildung 15 gezeigten Kohlensaureesterprodrugs IVa und IVb erwiesen sich in vivo

als antiplasmodial aktiver als beispielsweise das korrespondierende POM-Prodrug Ill.

H Bekannt ist dieses Doppelesterprodrug-Konzept z.B. aus der klinisch verifizierten Verbesserung der Bioverfligbarkeit der

Phosphonséaure-Virustatika ~ Adefovir und  Tenofovir.  Beispielsweise ~ weist  Adefovir-Dipivoxil eine  lipophile
Pivaloyloxymethylfunktion (= POM) auf. Unspezifische Esterasen hydrolysieren die POM-Gruppe nach Resorption im
Blutkreislauf in Pivalinsdure und ein Halbacetal. AnschlieBend wird durch spontanen Zerfall des instabilen Intermediats in
Formaldehyd und Phosphonsédure die Wirkform frei. Darlber hinaus ist die Verbesserung der pharmakokinetischen
Eigenschaften von verschiedenen Cephalosporinantibiotika (z.B. Cefditorenpivoxil oder Cefetametpivoxil) durch analoge POM-
Veresterung der Carbonsaurefunktion klinisch belegt worden.

5555 pivalinsaure wird im menschlichen Organismus mit L-Carnitin verestert, um anschlieBend vollstandig eliminiert zu werden.
Dadurch sinkt der L-Carnitinspiegel im Blut auf weniger als die Halfte des Normwertes.'*®
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DarUber hinaus wurde in verschiedenen Testsystemen unabhangig voneinander
gefunden, dass Doppelesterprodrugs verschiedener Fosmidomycin-Analoga auch

eine verbesserte Aktivitat im Zellkultur-Assay besitzen. 49 166: 170

I A

Me, Et, tBu” O
lla,b,c
O 0 OH
)J\ ,3‘5 II:! lll @)
{Bu O/\_‘-r’J \O/Cl)\/\/ \f
1l g

0
MeO, Eto)ko)\f’

IVa,b

Abbildung 15. Phosphonséduredoppelesterprodrugs von FR900098 mit nachgewiesener verbesserter
In vitro/In vivo Antimalariaaktivitat.

Die hohere Lipophilie der Prodrugs scheint die Aufnahme in den Erythrozyten
und/oder in den Parasiten zu beglnstigen. Ho&chstwahrscheinlich fahrt die
intraerythrozytare Hydrolyse der Doppelesterfunktion zu héheren Wirkstoffspiegeln
der Wirkform im Apikoplasten als bei direkter Gabe von FR900098. Gegenuber der
isolierten EcDxr zeigen entsprechende Phosphonsauredoppelesterprodrugs von
FR900098 erwartungsgeman keine Hemmwirkung.'*®

1.1.8.2 Molekdilregion B: Die Propylkette

Die Entwicklung starker Enzyminhibitoren orientiert sich in der Wirkstoffentwicklung
haufig an Molekulabwandlungen des natlrlichen Substrats. Durch diesen Ansatz
wurden viele Wirkstoffe entwickelt, die kompetitiv das natiirliche Substrat aus der
Enzymbindung verdrdngen und den anvisierten biochemischen Stoffwechselweg
hemmen. Steinbacher und Mitarbeiter zeigten fir Fosmidomycin an der EcDxr, dass
der Inhibitor strukturell einem nicht verstoffwechselbarem Substratanalogon mit
héherer Enzymaffinitdt entspricht. Ein struktureller Unterschied Fosmidomycins zu
DOXP stellt das Fehlen der Hydroxylgruppen an Cs und Cs4 dar.*® Rohmer und
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Poulter wiesen unabhangig voneinander nach, dass beide Hydroxylfunktionen fir die
katalytische Umsetzung von DOXP zu MEP wichtig sind. FdOr die
metallionkomplexierende Hydroxyketonstruktur und die molekulare Erkennung ist die
Hydroxylfunktion an C3 wichtig, jedoch imitieren FR900098 und Fosmidomycin diese
Funktion durch ihre Hydroxamsauregruppe (Schema 5)."°%"%® Insbesondere fiir den
initialen Isomerisierungsschritt des Substrats ist die Hydroxylgruppe an C4 DOXPs
essenziell, fir die Bindung am EcDxr-Apoenzym ist sie aber verzichtbar.” In der Tat
sind DOXP-Analoga, denen die Hydroxylgruppen an Csz und/oder C4 fehlen,
schwache Inhibitoren der EcDxr und werden nicht verstoffwechselt.”
Hydrolysestabile Phosphonatanaloga von DOXP und MEP hemmen die EcDxr nicht.
Das DOXP-Phosphonsaure-Analogon wird sogar als alternatives Substrat umgesetzt,
wenn auch mit veranderten kinetischen Parametern.” Rohmer und Mitarbeiter
erkannten bereits 2003, dass die Methylgruppe des Ubergangszustands 2-C-Methy!-
D-erythrose-4-phosphat die Affinitat zum Dxr-Enzym verbessert. AuBerdem wird die
tertidare Hydroxylgruppe des Intermediats flr die Komplexierung des zweiwertigen
Metallions benétigt.”® '°° Starker als das natiirliche Substrat binden Enzyme haufig
den intermediar entstehenden Uberrgangszustand der katalysierten Reaktion. Haufig
sind nicht verstoffwechselbare Ubergangszustandsanaloga Enzymhemmer mit
hervorragender Affinitat.""T"%¢ [ ink und Mitarbeiter synthetisierten und untersuchten
2008 das hydrolysestabile Ubergangszustandsanalogon V (Schema 4).

Me?*

9 o7 | o OH + NADPH/H+ o OH
P___Cs__Cs /° P - P -
HO 10" ey ¢, T HO/I\O/% — HO/|\O/Y§

OH i i OH | - NADP+ OH
OH ¢ OH O OH OH
DOXP 2-C-Methyl-D-erythrose-4-phosphat MEP
Y Y
Me?* Q OH
0 o :
§ e Ho/ﬁ’vﬁ/ﬁ
HO/I\/\/ % OH |
OH OH O
FR900098 v

*****

DOXP zeigt eine Michaelis-Menten-Konstante von K, = 30 uM und ein k. = 740 min", wohingegen das Phosphonat-

Analogon DOXPs schwacher erkannt (K, = 120 uM) und langsamer umgesetzt wird (ke = 74 min™).

e siehe z.B. HIV-Protease-Hemmstoffe, den Renin-Inhibitor Aliskiren oder HMG-CoA-Hemmstoffe.
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Schema 4. Dxr-katalysierte Umsetzung von DOXP zu MEP und Ableitung eines
Ubergangszustandsanalogons (modifiziert nach Kaula).””

Jedoch konnte auch bei Konzentrationen von mehr als 30 uM V keine EcDxr-
Hemmung beobachtet werden. Ob die Verbindung durch das Enzym umgesetzt wird,
wurde durch die Studie nicht beantwortet und ist noch Gegenstand von
Untersuchungen.'®

Die Kettenlange von drei sp*-hybridisierten Kohlenstoffatomen zwischen Phosphon-
und Hydroxams&aurefunktion hat sich fir eine ausgepragte EcDxr-Inhibition von in
o-Position (bezogen auf die Phosphonsaurefunktion) unsubstituierter Analoga als

optimal erwiesen. So zeigen sowohl kettenverkiirzte Derivate'®

als auch Analoga,
die in der Propylkette durch Einfihrung einer Doppelbindung stereochemisch
verandert wurden, keine beziehungsweise reduzierte inhibitorische Aktivitat

(Abbildung 16).°7>°

i o i ™
P N 0 P. N O
OH OH
H H
Fosmidomycin: VI (FR32863)
ICs0 (EcDxr) = 20-32 nM keine Enzyminhibitionsdaten vorhanden
i o 1 4
P N O P N 0]
HO/ I\/\/ HO/ I\/\/
OH OH
FR900098: VII:
ICsq (EcDxr) = 28 nM ICsq (EcDxr) = 65 nM

Abbildung 16. Fosmidomycin, FR900098, FR-32863 und VII mit deren Hemmung gg. EcDxr.

Die Verbindung VII wurde auf synthetischem Wege gewonnen und stellt das
entsprechende Acetylanalogon des Naturstoffs FR32863 (VI) dar. Das Analogon
zeigt im Vergleich zu FR900098 nur noch eine 50 %ige Hemmung der EcDxr
(Abbildung 16)."*® VIII ist ein (1R, 2S)-trans-Cyclopropyl-Analogon von FR900098
und weist eine mit Fosmidomycin vgl. antiplasmodiale Aktivitat auf (Abbildung 17).
Die antiplasmodiale Wirkung der entsprechenden Fosmidomycinanalogen trans-

Cyclopropyl-Verbindung IX nimmt um den Faktor 6 ab.'®
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VIl (R = Me): ICsq (P.f. 3D7) = 0,32 uM

NN IX (R = H): ICs (P.f. 3D7)= 2,1 uM
A N zum Vergleich:

O=P H HO/ O Fosmidomycin: ICsq (P.f. 3D7) = 0,40 uM
FR900098: IC5q (P.f. 3D7) = 0,24 uM

Abbildung 17. Cyclopropylanaloga mit antiplasmodialer In vitro Aktivitat.

1 und in y-Position'®® 2 bezogen auf die

Die Substitution der Propylkette in B-
Phosphonsauregruppe fuhrt zur Wirkungsverminderung in vitro. Substituenten in
o-Position verbessern dagegen zum Teil die antiplasmodiale Aktivitat in vitro. Mit
dem Ziel, die Aziditat der Phosphorsauremonoestergruppe DOXPs, die bei pKs2~6,4
liegt (pKs2~7,6 bei Phosphonsduren), zu imitieren und die Bindung am Enzym analog
zu Fosfoxacin zu verbessern, untersuchten Van Calenbergh und Mitarbeiter im Jahre
2010 mono-a-halogenierte Phosphonsaure-Analoga von FR900098 (X und Xl in

Abbildung 18).7%*

i o
Ho/lle\/N O
OH \f
R

X (R=Cl): ICs (P.f. K1) = 0,30 uM

Xl (R =F): ICgq (P.f. K1) = 0,29 uM
zum Vergleich:

Fosmidomycin: ICsq (P.f. K1) = 1,73 uM
FR900098: IC5q (P.f. K1) = 0,42 uM

Abbildung 18. a-Halogenierte FR900098-Analoga mit antiplasmodialer Aktivitét.

Mit einem pKs>~6 besitzen die Analoga die gewlnschte Aziditdt und hemmen das
Wachstum des chloroquinresistenten P. falciparum K1-Stammes in vitro starker als
FR900098 (Abbildung 18)."®* Fiir die In vitro Aktivitét ist nicht entscheidend, ob eine
mono-Fluor- oder mono-Chlor-Substitution vorliegt. Verbindung Xl ist aber in vivo gg.
P. berghei deutlich wirksamer als X, Fosmidomycin oder FR900098.*** Gleichwohl
wurden keine Daten zur Zytotoxizitat von X oder Xl verdffentlicht.’®*

Analoga mit Phenylsubstituenten in a-Position zeigen ebenfalls deutlich verbesserte

antiplasmodiale  Aktivitdt in  vitro (Abbildung 19). Die lipophile und

HHE Bei einer Dosis von 50 mg/kg KGW von XI, welche 5 Tage lang intraperitoneal verabreicht wurde, Uberlebten die infizierten

Méuse durchschnittlich 15,8 Tage. Damit ist XI gg. Fosmidomycin (mittlere Uberlebenszeit (MST) = 11,5 Tage) bei
vergleichbarer Dosis im Mausmodell Gberlegen. Trotz héherer Potenz gg. dem Wachstum von P. falciparum K1 im
Zellkulturassay um den Faktor 4 zeigte FR900098 gg. P. berghei eine schwéachere Aktivitat als Fosmidomycin, was sich in
einem MST-Wert von 10,8 Tagen auBert.
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elektronenziehende 3,4-Dihalogen-Substitution des Phenylkerns (XIII und XIV)
erwies sich in den bisherigen Studien als optimal fir die antiplasmodiale Aktivitat gg.
dem 3D7-Stamm von P. falciparum.'®® Im Gegensatz zur hdheren antiplasmodialen
Aktivitat der Acetohydroxamsaure FR900098 im Vergleich zur Formylhydroxamsaure
Fosmidomycin sind unter allen bisher untersuchten o-Aryl-substituierten Analoga die
N-Formyl-Hydroxamsauren antiplasmodial wirksamer als die entsprechenden
N-Acetyl-Hydroxamsauren (siehe z.B. Xl vgl. mit XIV).

O OH
|F! ,11 o Xl (Rq = Me; R, = H): ICsq (P.f. 3D7) = 0,55 uM

| Y XIll (Ry = H; Ry = Cl): IC5q (P.f. 3D7) = 0,09 pM
OH R XIV (Ry = Me; R, = Cly: ICsq (P.f. 3D7) = 0,25 uM

zum Vergleich:

Fosmidomycin: ICsq (P.f. 3D7) = 1,1 uM
Ry FR900098: IC5q (P.f. 3D7) = 0,32 uM

HO™

Rz
Abbildung 19. Ausgewdhlte a-Phenyl-Fosmidomycin-Analoga mit antiplasmodialer Aktivitét.

Sehr interessant ist in diesem Zusammenhang, dass diese GesetzmaBigkeit auch fir
die Hemmung der rekombinanten EcDxr gilt. Allerdings hemmt keines der bisher
verfffentlichten o-Aryl-Fosmidomycinanaloga das bakterielle Enzym starker als
Fosmidomycin, welches der bislang potenteste Hemmstoff der EcDxr ist.'®®

Kurz und Mitarbeiter berichteten 2006 Uber die Synthese von POM-
Phosphonsauredoppelesterprodrugs a-substituierter Fosmidomycinanaloga und ihrer
antiplasmodialen In  vitro Aktivitait (Abbildung 20)."%® 2?° Dabei konnte
Ubereinstimmend mit den von Van Calenbergh zeitlich parallel veréffentlichten
Ergebnissen gezeigt werden, dass elektronenziehende Substituenten am Aromaten
(XVII vgl. mit XV) die inhibitorische Aktivitat erhdhen.

0 0 OH
I I XV (Ry = H; Ry = H): ICsq (P.f. 3D7) = 0,6 uM
o/\o/Ff N\[%O XVI (R = Me; Ry = H): ICsq (P.f. 3D7) = 0,7 uM
Ox O~ _© R XVII (Ry = H; Ry =F): ICgq (P.f. 3D7) = 0,4 uM
zum Vergleich:
J\; XVIII (Fosmidomycin-Prodrug): 1Cgq (P.f. 3D7) = 2,1 yM
R, XIX (FR900098-Prodrug): ICsq (P.f. 3D7) = 0,4 uM
R2

Abbildung 20. POM-Prodrugs von a-Phenyl-Analoga mit antiplasmodialer Aktivitét.
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Abgesehen von einer Ausnahme %8 scheint die EcDxr-Hemmung von o-Phenyl-
Fosmidomycin-Analoga mit para-Substituenten, die Hammett-c*-Effekt aufweisen,
verbessert zu sein.'® Schiiiter und Kurz zeigten dariiber hinaus, dass auch eine
nichtaromatische, elektronenschiebende o-Methyl-Substitution - wie in den POM-
Prodrugs XX und XXI verwirklicht - zu einer ausgepragteren Hemmung des
Parasitenwachstums als beim entsprechenden Fosmidomycin-Prodrug XVIII fUhrt
(vgl. Abbildung 20 mit 21).

0
I XX (R = H): ICs (P.f. 3D7) = 0,7 uM

P
% /o\o/claY\/ Y XXI (R = Me): ICs (P.f. 3D7) = 0,7 pM

Abbildung 21. POM-Prodrugs von a-Methyl-Analoga und deren antiplasmodiale Aktivitat.

Anders als bei a-Aryl-substituierten Analoga ist fir die antiplasmodiale Aktivitat von
a-methylsubstituierten Verbindungen unerheblich, ob gleichzeitig in Molekulregion C
eine Formyl- oder Acetohydroxamsaure vorliegt. Langerkettige und verzweigte
Alkylreste sowie ein Hydroxymethylrest in a-Position erniedrigen die antiplasmodiale
Aktivitat in vitro signifikant.'® Die Einfllhrung eines sterisch anspruchsvolleren
Benzylsubstituenten wird als Strukturmodifikation hinsichtlich der antiplasmodialen
Aktivitdt toleriert (XXII), fOhrt aber verglichen mit Fosmidomycin zu keiner
Aktivitatsverbesserung (Abbildung 22). Auch bei diesem aromatischen Substituenten
zeigt sich, dass die 3,4-Dihalogen-Substitution (XXIIl) die antiplasmodiale Aktivitat
verbessert (Abbildung 22).""

88885 4-Carboxamid-Substitution fiihrt zur Aktivitdtsabschwéachung im Vergleich zu H.
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I
P.

0] 0) — 0]
\/O
4 R’
0] 0]
R2

XXII (R" = H; R? = H): Wachstumshemmung von P.f. 3D7 bei 1 yM = 38 %

XXIIl (R" = H; R? = Cl): Wachstumshemmung von P.f. 3D7 bei 1 uM = 59 %

zum Vergleich:

XVII (Fosmidomycin-Prodrug): Wachstumshemmung von P.f. 3D7 bei 1 yM = 32 %
XIX (FR900098-Prodrug): Wachstumshemmung von P.f. 3D7 bei 1 uM =71 %

0 (I)H
N

Abbildung 22. Ausgewdhlte a-Arylmethyl-Fosmidomycinanaloga mit antiplasmodialer Aktivitat.

Um die Bedeutung des vorteilhaften Arylsubstituenten fir die EcDxr-Inhibition besser
zu verstehen, berichteten Deng und Kooperationspartner 2010 und 2011 von
strukturell vereinfachten Analoga, denen im Vergleich zu o-Aryl-Fosmidomycin-
Derivaten entweder die Hydroxamsaure- oder die Phosphonsauregruppe fehlt
(Abbildung 23).'®° Interessanterweise inhibieren nur Analoga mit fehlender
Hydroxamatgruppe wie XXVIII-XXX die EcDxr im mikromolaren Bereich. Dabei bleibt
allerdings unbeantwortet, warum far XXVII keine Enzymhemmung beobachtet
werden konnte. Andererseits berichtete dieselbe Arbeitsgruppe 2009 Uber einen
koordinationschemischen Arbeitsansatz, aus dem das N-Hydroxypyridon XXIV
resultierte. Mit einem 1Cso-Wert von 1,4 uM hemmt diese Verbindung EcDxr weitaus
potenter als XXV-XXX."®® Die Untersuchung der antibakteriellen Eigenschaften im
Zellkulturassay zeigte jedoch keine Wachstumshemmung gg. E. coli. Im Vergleich
mit Ampicillin ist XXIV starker bakteriostatisch wirksam gg. P. aeruginosa (Abbildung
23). Deng und Mitarbeiter kristallisierten einige Inhibitoren wie beispielsweise XXXII
im Komplex mit EcDxr und NADPH aus und klarten durch Rdntgendiffraktometrie die
Kristallstruktur auf. Tatsachlich nimmt die Phosphonsauregruppe der Analoga eine
mit Fosmidomycins Phosphonatgruppe vergleichbare Bindung ein.



XXIV:
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zum Vergleich:
Ampicillin:

MHK (E.coli) = 5 uM,

MHK (P. aeruginosa) = 500 uM
MHK (B. anthracis) = 0,1 yM

MHK (E.coli) = 100 uM, MHK (P. aeruginosa) = 50 yM, MHK (B. anthracis) = 20 yM

Cl
Cl

XXV:
ICsq (EcDxr) > 100 uM

HO™ |
OH
A

N

XXVIII:
ICs0 (EcDxr) = 10,0 yM

A/

XXVI:
ICs0 (EcDxr) > 100 uM

XXIX:
ICs0 (EcDxr) =7,1 uM

Cl
Cl

XXVII:
ICs0 (EcDxr) > 100 pM

0
|F;
HO™ |
OH
)
Pz

XXX:
ICsq (EcDxr) = 4,6 uM

Abbildung 23. Aryl-substituierte Fosmidomycin-Analoga-Fragmente.”®®

Dariber  hinaus erkannte die  Arbeitsgruppe vorteilhafte  hydrophobe
Wechselwirkungen der elekironenarmen Aromaten der Inhibitoren mit dem Indolrest
von Trp211 (abweichende Nummerierung der Autoren) des EcDxr-Enzyms. Yajima
und Mitarbeiter berichteten bereits 2004 Uber die in einem Wirkstoffscreening
entdeckten nicht-hydrolisierbaren Bisphosphonatverbindungen XXXI und XXXII,

welche die EcDxr im einstellig mikromolaren Bereich hemmen (Abbildung 24).%°

0 Q
HO— [l H
P N HO—
HO™ ~ HO/P " | A
HO—P Na HO—P
/\\ Cl /% N~
HO © hd ©

XXXI: ICso (EcDxr) =4 uM  XXXII: IC50 (EcDxr) = 7 M

Abbildung 24. Bisphosphonatverbindungen mit EcDxr-Hemmung.
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AnschlieBende  Kristallstrukturanalysen  ergaben  allerdings, dass diese
Bisphosphonatanaloga einen abweichenden Bindungsmodus zu denen der in
Abbildung 23 dargestellten Analoga aufweisen. Wie sich herausstellte, lagert sich die
Bisphosphonatgruppe von XXXI und XXXII in den EcDxr-Enzymbereich ein, in dem
analog die Hydroxamsauregruppe Fosmidomycins bindet. Besonders st
hervorzuheben, dass eine Phosphonsduregruppe das katalytisch relevante Metallion
bindet. An der Phosphat(DOXP)- beziehungsweise Phosphonat(Fosmidomycin)-
Bindestelle des Enzyms wurde in diesen Kristallstrukturen ein Sulfat-lon
wiedergefunden. AuBerdem nimmt die flexible Schleife eine im Vergleich zu friiheren
Strukturanalysen andersartige Konformation ein.®

Eine weitere Strukturmodifikation in Molekilregion B wurde von Van Calenbergh und
Mitarbeitern durch einen isosteren Ersatz der Methyleneinheit in B-Stellung der
Propylkette gegen ein bivalentes, isosteres Sauerstoffatom durchgefihrt. 2008 wurde
unter anderem dber die Fosmidomycin-Analoga XXXII und XXXIV berichtet
(Abbildung 25).""° Verbindung XXXIIl ist gg. chloroquinsensitiven P. falciparum-
Stammen in vitro wirksamer als FR900098. B-Oxa-Fosmidomycin (XXXIV) ist jedoch

um den Faktor 4 schwacher antiplasmodial wirksam als Fosmidomycin.

o]
I

?H
HO/FF\/O\/NYO
OH
R

XXXIII (R = H): ICsq (P.f. 3D7) = 4,9 uM
XXXIV (R = Me) IC5q (P.f. 3D7) = 0,36 uM
zum Vergleich:

Fosmidomycin: ICgq (P.f. 3D7) = 1,20 uM
FR900098: ICsq (P.f. 3D7) = 0,43 uM

Abbildung 25. f-Oxa-Fosmidomycinanaloga und ihre antiplasmodiale Aktivitat.”

1.1.8.3 Molekdlregion C: Die Hydroxamsé&urefunktion

Wie verschiedene Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander zeigen konnten, flhrt der
Austausch der Hydroxamatgruppe Fosmidomycins gegen andere, darunter auch
erfahrungsgemafB gut komplexierende, chemische Funktionalitdten zur Reduktion
beziehungsweise Verlust der Dxr-Enzyminhibition. So erbrachte der Ersatz gegen
eine Methansulfonséure-,'* Hydroxyharnstoff-,'"' Benzoxazolon-, Oxazolopyridinon-

106, 110 173

,'"2 Acetamid-, Amin- oder Brenzcatechinfunktion'’® Analoga ohne relevante
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inhibitorische  Aktivitat gg. dem  EcDxr-Enzym.  Der  Versuch, die
Hydroxamsaurefunktion Fosmidomycins durch einen in 2- oder 3-Position
substituierten N-Hydroxy-oxazolidin-2-on-Ring konformativ einzuschréanken, fihrte
ebenfalls zum Verlust der inhibitorischen Aktivitat."'® Schlitzer und Klebe zeigten,
dass Analoga mit langerkettigen, lipophileren  S&ureresten an der
Hydroxamsaurefunktion ebenfalls reduzierte inhibitorische Potenz gg. EcDxr
aufweisen.'* 1% Kaula bestétigte unabhéngig davon die verringerte antiplasmodiale
Wirksamkeit von Fosmidomycinanaloga mit unterschiedlich abgewandelten N-Acyl-

Resten.'’
Entwicklung inverser Fosmidomycinanaloga

Die Inversion einer funktionellen Gruppe zur Verbesserung der pharmakologischen
Eigenschaften gehort zu einer Strukturmodifikation der nicht-klassischen Bioisosterie.
Im englischen Sprachgebrauch wird dafiir der Begriff "retroisosterism" verwendet.'®

Die inversen Hydroxamsaureanaloga Fosmidomycins (XXXV) und von FR900098

(XXXVI) wurden erstmalig im Jahre 2005 von Rohmer beschrieben.'”

H \\OH
POX X PO~ PO,
2 Ho  H,Q \/ﬁé /,,,"'O\Hz E
N\ Ori VaEis2 H \OI,,N\In\sz rR—N, K Es2
O’ 'D150 O’ / D150 O/ \ D150
Eos1 Eo31 231
R =H, Me

Abbildung 26. Bindungsmodus von DOXP (a), Fosmidomycin (b) und hypothetischer Bindungsmodus
inversen Hydroxamséaure-Analoga (c) am Metallkation (Mn®*) im enzymatischen Zentrum der EcDxr
(modifiziert nach Kuntz, L. et al.; M. Biochem. J. 2005, 386, 127-35)."”

Rohmer postulierte, dass die inverse Hydroxamsaurefunktion der synthetisierten
Analoga (Abbildung 26c¢) vgl. mit der Hydroxamsauregruppe Fosmidomycins
(Abbildung 26b) beziehungsweise der Hydroxyketonfunktion DOXPs (Abbildung 26a)
an das zweiwertige Metallkation binden kénnte. Tatsachlich resultierten aus dieser
strukturellen Modifikation Verbindungen mit relevanter EcDxr-Inhibition. Wahrend
XXXV die EcDxr schwacher als Fosmidomycin hemmt, ist die N-Methyl-
Hydroxamsaure XXXVI ann&hernd &quipotent (Abbildung 27). Darlber hinaus zeigen
XXXV und XXXVI wie Fosmidomycin eine zeit-abhangige, gemischt kompetitiv-

unkompetitive Hemmung der EcDxr.'”
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0 0 XXXV (R = H): ICsq (EcDxr) = 170 nM

/p\/\)L _OH  XXXVI (R = Me): ICsp (EcDxr) = 48 nM
HO™ | N

zum Vergleich:
R Fosmidomycin: IC5q (EcDxr) = 32 nM

Abbildung 27. Erste inverse Hydroxamsédure-Analoga Fosmidomycins und deren EcDxr-
Hemmkonstante.””

In weiterfiihrenden Studien derselben Arbeitsgruppe wurden Hydroxamsaureanaloga
mit N-Ethyl-Substitution sowie mit unterschiedlicher Kettenlange zwischen der
Hydroxam- und Phosphons&urefunktion untersucht (Abbildung 28)."*° Im Jahr 2010
wurde von Rohmers Arbeitsgruppe dariber berichtet, dass analog zu Fosmidomycin
auch der Abstand der inversen Hydroxamsauregruppe zur Phosphonsaurefunktion
drei  sp°-hybridisierten  Kohlenstoffeinheiten ~ entsprechen  muss.'®  Vier
Methyleneinheiten werden zwar toleriert, es resultieren aber in unterschiedlichem
MaBe schwéachere Enzyminhibitoren (XXXIX vs. XXXV beziehungsweise XL vs.
XXXVI). Das inverse Hydroxamsé&ure-Analogon XXXVIII mit N-Ethyl-Substitution ist
im Vergleich zu XXXIX und XL ein deutlich schwéacherer EcDxr-Inhibitor.

0 O XXXVII (n = 0; R = Me): ICs (EcDxr) = 19000 nM
HO/TWN/OH XXXVIII (n = 1; R = Et): ICso (EcDxr) = 6500 nM
on U n | XXXIX (n = 2, R = H): ICso (EcDxr) = 270 nM
R XL (n=2, R =Me): IC5¢ (EcDxr) =110 nM

zum Vergleich:
Fosmidomycin: IC5q (EcDxr) = 32 nM
FR900098: IC5q (EcDxr) = 32 nM

Abbildung 28. EcDxr-Hemmkonstanten inverser Hydroxamsédureanaloga Fosmidomycins mit
unterschiedlichen Kettenldngen und Hydroxamsé&uresubstituenten.

Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass der Alkylsubstituent am
inversen Hydroxamsaure-Stickstoffatom einen sehr starken Einfluss auf die EcDxr-
Hemmung hat. Bisher veroffentlichte Rohmer jedoch weder Daten zur inhibitorischen
Potenz gg. PMDxr, antiplasmodialer Wirkung, noch zur zytotoxischen
beziehungsweise In vivo Antimalariaaktivitat dieser inversen Hydroxamsaureanaloga.
Die Arbeitsgruppe von Van Calenbergh berichtete 2010 in der bereits
angesprochenen Veréffentlichung Uber o-halogenierte FR900098-Analoga (siehe
Kapitel 1.1.8.2) von den antiplasmodialen Eigenschaften der inversen
Hydroxams&ure XLL.'®® Die Autoren zeigten eine im Vergleich zu Xl &quipotente
Wachstumshemmung gg. dem P. falciparum K1-Stamm (Abbildung 29). In der
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anschlieBenden In vivo Studie an P. berghei-infizierten Mausen zeigte XLI mit einen

MST-Wert von 11,7 Tagen zusatzlich eine mit Fosmidomycin (MST = 11,5 Tage)

vergleichbare Antimalaria-Aktivitat."s®

0 oH 0 i
P N_ _O P OH
HO™ | HO™ IMN/
OH OH |
F F
XI: ICs (P.f. K1) = 0,29 uM XLI: ICsp (P.f. K1) = 0,31 uM

zum Vergleich:
FR900098: IC5¢ (P.f. K1) = 0,42 uM

Abbildung 29. a-Fluorierte FR900098-Analoga mit antiplasmodialer In vitro Aktivitét.

Wie bereits in Kapitel 1.1.7.2 dargestellt, verdffentlichten Haemers und Mitarbeiter
2008 biologische Daten von Hydroxamsaureanaloga Fosmidomycins, bei denen in
MolekUllregion B ein isosterer Austausch der Methylengruppe gegen bivalenten
Sauerstoff vorgenommen wurde. XLIII stellt darunter den potentesten Inhibitor der
EcDxr dar. Erstmalig wies damit ein Fosmidomycinanalogon mit inverser
Hydroxamsaure in  vitro stérkere antiplasmodiale  Aktivitat als die
Referenzverbindungen Fosmidomycin und FR900098 auf (Abbildung 30). Im
Gegensatz zu XLIII hat die unsubstituierte Hydroxamséaure XLII keine inhibitorische
Aktivitdt gg. EcDxr. Die y-Oxa-Analoga XLIV und XLV stellen chemisch gesehen

N-Hydroxycarbamate dar und (iben keine EcDxr-Hemmung aus (Abbildung 30).""°

O O 0 0O
Lo I _on I
HO™ | Nig HO™ I "o SN
OH I OH I
R R
XLII (R = H): IC5¢ (EcDxr) > 3 uM XLIV (R = H): IC5q (EcDxr) > 3 uM
XL (R = Me): IC5 (EcDxr) = 72 nM XLV (R = Me): ICs (EcDxr) > 3 yM

ICso (P.f.3D7) = 0,24 +/- 0,09 uM

zum Vergleich:

Fosmidomycin: IC5q (P.f.3D7) = 1,20 +/- 0,18 uM
FR900098: IC5q (P.f.3D7) = 0,43 +/- 0,06 uM

Abbildung 30. - und y-Oxa-Fosmidomycinanaloga mit EcDxr-Hemmkonstanten.'”

Wie sich in den biologischen Studien mit inversen Fosmidomycinanaloga vor und
wahrend der Anfertigung dieser Dissertation zeigte, stellt die Inversion der
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Hydroxamsauregruppe Fosmidomycins eine vielversprechende neue
Strukturmodifikation dar. Zum besseren Verstédndnis der Rolle der inversen
Hydroxamsauregruppe fur die Dxr-Inhibition fehlen noch Kristallstrukturanalysen von
Dxr-Inhibitor-Komplexen. DarlUber hinaus deutet die gute In vivo Aktivitat des
a-Aryl-substituierten, inversen FR900098-Analogons XLI am murinen P. berghei-
Stamm an, dass inverse Analoga Fosmidomycins Entwicklungskandidaten flir ein

neues Antimalariamittel werden kdénnten.
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1.2 Aufgabenstellung / Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklarung weiterer Struktur-Aktivitats-
Beziehungen inverser Fosmidomycin-Analoga leisten. Zum Zeitpunkt des
Arbeitsbeginns waren nur die inversen Analoga XXXV und XXXVI bekannt

(siehe Abbildung 27 beziehungsweise Schema 5).'"

Orientierend am antiplasmodial
vorteilhaften a-Phenyl-Phosphonséure-Strukturmotif (z.B. Xl in Schema 5) sollte als
Schwerpunkt dieser Arbeit die ErschlieBung einer Gruppe neuartiger, inverser
Hydroxamatanaloga Fosmidomycins mit aromatischer Substitution in o-Position
erreicht werden. Darlber hinaus sollten kettenverkirzte und am Stickstoff
unterschiedlich substituierte Hydroxamsaureanaloga des neuen Typs gewonnen
werden. (Zielverbindungen 1, Schema 5). Durch Variation der Substituenten am
aromatischen Phenylkern soll der elektronische und sterische Einfluss dieser
Molekulregion auf die biologische Aktivitat untersucht werden (Zielverbindungen 2).
AuBerdem sollte die inverse Hydroxamatgruppe des neuen Strukturtyps nach dem
Konzept der Bioisosterie gegen andere, erfahrungsgemaB gut komplexbildende
chemische  Funktionalitdten  ausgetauscht werden (Zielverbindungen 3).
AbschlieBend sollten von den antiplasmodial aktivsten Fosmidomycinanaloga
Phosphonsaureesterprodrugs synthetisiert und biologisch untersucht werden
(Zielverbindungen 4, Schema 5). Ein zentraler Ansatz dieser Arbeit ist die
interdisziplinare Aufgabenstellung. Durch Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen
sollte erstmalig der Einfluss der Hydroxamsaureinversion Fosmidomycins auf die
inhibitorische Aktivitatssteigerung gg. PMDxr (Arbeitsgruppe Fischer in Hamburg),
insbesondere im Vergleich zu EcDxr (Arbeitsgruppe Eisenreich in Minchen),
erforscht werden. Eine multizentrische Projektstruktur unter Einbeziehung anderer
Arbeitsgruppen sollte ermdglichen, dass die vom Autor dieser Arbeit synthetisierten
Zielverbindungen umfassenden biologischen Untersuchungen in verschiedenen
Enzymassays und in P. falciparum-Zellkulturen (Arbeitsgruppe Maes, Antwerpen)
zugefuhrt werden kénnen. Weiterhin sollten ausgewahlte Endverbindungen im LMPH
in Antwerpen in vivo untersucht werden. Fir den interdisziplindren Ansatz ist die

Darstellung freier Phosphonohydroxamsduren unverzichtbar.
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i on
HO/T\/\/N\(O
OH 4

ICso (EcDxr) = 32 nM
ICso (P.f. 3D7) = 1200 "M

1 0 o
P\/\)J\ OH P. N_ _O
HO™ | - HO™ |
OH

XXXVI: ICgq (EcDxr) = 48 nM XIl: IC5q (P.f. 3D7) = 550 nM
| y
Zielverbindungen 1:
n =0 oder 1 (I? O
R=H,Me Et iPr o | ~OH
OH n |
R
v
Zielverbindungen 2: Zielverbindungen 3:
i i i
Ar =Aryl Ho T oH = oh R R = Metallion-
OH | Om/\/ komplexierende
R =H, Alkyl Ar R Ar Gruppen

Zielverbindungen 4:

Phosphonséureesterprodrugs
der antiplasmodial potentesten Analoga

Schema 5. Darstellung des Forschungsstands zu Dissertationsbeginn und Ableitung der
Zielverbindungen (fett unterlegt sind die variierten Reste).
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2 a-Phenyl-Fosmidomycin-Analoga mit inverser

Hydroxamsaurefunktion

2.1 Syntheseidee

Wie bereits in der Aufgabenstellung vorgestellt, war das erste Ziel dieser Arbeit die
Synthese und biologische Untersuchung der Zielverbindungen 17-20, welche die
Strukturmodifikationen von XXXV, XXXVI und von a-Phenyl-Fosmidomycin

vereinen (Schema 6).'7> 20

O e .

[ ’ \

P.
I : N
OH . I /
R .

XXXV (R = H):
ICso(EcDxr) = 170 nM

XXXVI (R = Me):

ICs(EcDxr) = 49 nM

Zielverbindungen 17-20:
R =H, Me, Et, iPr

a-Phenyl-Fosmidomycin (R = H):
ICso(P.f. Dd2) = 400 nM
o-Phenyl-FR900098 (R = Me):
ICsq(P.f. Dd2) = 1000 nM

Schema 6. Angestrebte Zielverbindungen 17-20."" #*°

Schon Smith und Mitarbeiter wandten das Prinzip der Inversion einer
Hydroxamsaurefunktion'® an dem potenten PDF~ -Inhibitor BB-3497 an. Der
bioisostere Austausch erbrachte den um den Faktor sieben potenteren PDF-Inhibitor
XLVI. Als Erklarung fir die gesteigerte Enzyminhibition durch XLVI postulieren die

******

Peptiddeformylasen (=PDFs) sind (meist) eisenhaltige (Fe*) Hydrolasen, die die Deformylierung von in Mitochondrien,
Plastiden oder Bakterien synthetisierten Proteinen katalysieren. Aufgrund der vitalen Funktion dieses Enzyms fir Bakterien und
einige Parasiten, werden entsprechende Enzyminhibitoren als potenziell antibakteriell, antiparasitdr und herbizid wirksame
Stoffe entwickelt.
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Autoren zusatzliche Interaktionen der deprotonierten inversen
Hydroxamsd&urefunktion bei Bindung im aktiven Zentrum des bakteriellen Enzyms
(Abbildung 31).™"

BB-3497: XLVI:
ICs0(E.coli PDF.Ni) =7 nM ICs0(E.coli PDF.Ni) =1 nM

Abbildung 31. Retroisostere (= inverse) Abwandlung der Hydroxamsduregruppe des
Peptiddeformylase-Inhibitors BB-3497 sowie Bindungsmodus der Leitstruktur abgeleitet aus der
Kristallstrukturanalyse (links unten); daraus postulierter Bindungsmodus des potenteren Inhibitors
XLVI (rechts unten).

Analog ist ein Gewinn an Wechselwirkungen zwischen einer inversen
Hydroxamséauregruppe der angestrebten Fosmidomycinanaloga und dem Dxr-Enzym
vorstellbar. Schlitzer und Klebe berichteten in einer friheren Arbeit Gber Molecular-
Modeling-Studien, die auf unbesetzte Areale des EcDxr-Enzyms in der
Hydroxamséaure-Binderegion deuten, welche von Fosmidomycin unbesetzt
bleiben.'™

Kettenverkirzte inverse Hydroxamsaureanaloga Fosmidomycins mit
o-Phenyl-Substituenten sollten (berdies gewonnen und biologisch untersucht

werden (Schema 7).
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a-Phenyl-Fosmidomycin (R = H): Zielverbindungen:
ICs0(P.f. Dd2) = 0,4 uM R =H (XLVII), Me (24)
a-Phenyl-FR900098 (R = Me):

IC50(P.f. Dd2) = 1,0 uM

Schema 7. Angestrebte kettenverkiirzte inverse Hydroxamsédureanaloga Fosmidomycins.?*°

2.2 Syntheseplanung

FOr die Synthese von Hydroxamsduren sind in der Literatur viele Verfahren
beschrieben, die sich auf Umsetzungen in Lésung oder an Festphase orientieren.'#
Ausgehend von einer Carbonsaure ist aufgrund der Reaktivitatsreihe der
Carbonsaurederivate vor der Umsetzung mit einem N-Nukleophil wie z.B.
Hydroxylamin die Derivatisierung zu einer Verbindung mit héherer Carbonylreaktivitat
notwendig. 1T

Hydroxamsauren, die auch N-Hydroxyamide genannt werden, sind in Bezug auf ihre
Carbonylreaktivitat mit Carbonsdureamiden vergleichbar. Daher kommen theoretisch
fir die Hydroxamséauresynthese (ber eine Sp2t-Reaktion mit unsubstituierten
Hydroxylaminen Carbonsaureester, -anhydride oder -halogenide in Frage
(Schema 8)."" 8 |n der Praxis hat sich insbesondere der Einsatz von
~Kupplungsreagenzien“ aus der Reihe der Carbodiimide wie z.B. 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) oder Phosgenanaloga wie z.B. 1,1"-
Carbonyldiimidazol (CDI) bewahrt.'®® In dieser Arbeit werden alle in Schema 8
gezeigten Synthesewege zur Gewinnung von Hydroxamséauren in Betracht gezogen
und die jeweils optimale Methode flr das eingesetzte Edukt experimentell ermittelt.
Darlber hinaus ist zu beachten, dass auch die Beschaffenheit der
Hydroxylaminkomponente die Umsetzung beeinflussen kann. Um O-Acylierungen am
Hydroxylaminedukt zu vermeiden, sollten O-geschutzte Derivate eingesetzt werden.
Aufgrund der literaturbekannten quantitativen Abspaltung durch Hydrogenolyse
wurde bevorzugt auf O-benzylgeschitzte Hydroxylaminedukte zurlickgegriffen.

Tttt . w . . . w . .
Abgesehen davon reagieren Carbonsauren mit Hydroxylaminen in Sdure-Base-Reaktionen zu einem Salz.
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0
a)
R/”\CI
+ NH,0H
- HCI
B . I |
2 OH
b _—
! RT0TR -R’-COOH R N/
+ NH,0H
0 “R’-OH
c) R)]\OR'

Schema 8. Synthese einer unsubstituierten Hydroxams&ure ausgehend von Carbonséurechlorid a),
-anhydrid b) oder -ester ¢) (R, R" = Alkyl oder Aryl); z. T. nur unter Anwesenheit einer Hilfsbase.

Nach retrosynthetischer Uberlegung kénnten die Zielverbindungen 17-20 durch
Hydrogenolyse der O-benzylgeschiitzten [3-(Hydroxycarbamoyl)-1-phenyl-propyl]-
XLVIil, 9, XLIX und L nach
Phosphonsaureesterhydrolyse von 5-8 gewonnen werden (Schema 9).

phosphonsauren vorangegangener

i i i i
P. OH P OBn
HO™ | N~ — HO"| N~
OH | OH |
R R
Zielverbindungen: XLVIII, 9, XLIX, L:
R = H (17), Me (18), Et (19), iPr (20) R = H, Me, Et, iPr
i i i i
P. OBn P.
Et0” | N~ ——> Et0”] OH i OE"
OEt | OEt N |
R R
R =H (5), Me (6), Et (7), iPr (8) 3 R = H (LI), Me (LII),

Et (L), iPr (LIV)

Schema 9. Retrosynthetische Uberlegung zur Gewinnung der a-Phenyl-Analoga mit inverser

Hydroxamséaurefunktion.
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Fir die Erzeugung der benétigten Hydroxamsauren kénnten die O-benzyl-
geschitzten Hydroxylamine LI-LIV mit 3 beispielsweise unter Einsatz der vorher
genannten Aktivierungsreagenzien umgesetzt werden (Schema 9).

Um zum gewtinschten Carbonsdureedukt 3 zu gelangen, wurde der Syntheseweg
direkt Uber Oxidation des Aldehyds 2 gewahlt (Schema 10). Ausgehend vom gut
zuganglichen Benzylphosphonat LV wurde die Umsetzung mit Alkylanzien, die die
Aldehydfunktion in geschitzter Form bereits enthalten, ausgewahlt. Da flr die
Alkylierung von Benzylphosphonat lithiumorganische Reaktionsbedingungen bendtigt
werden, fiel die Wahl auf das Dioxolanreagenz LVI, das erfahrungsgemal

basenstabil ist.

i i i
P P
EtO” | OH EtO” | H
3 2
i P
@)
P P
EtO” | /\)\/> EtO” | o
OEt * Br o) : OEt
LV LVI 1

Schema 10. Retrosynthetische Uberlegung zur Gewinnung von Verbindung 3.

Die Umsetzung der kettenverkirzten Carbonsaureverbindung 4 zu den
Zielverbindungen XLVII und 24 sollte analog zu den Uberlegungen aus den
Schemata 8 und 9 gelingen (Schema 11). Die Synthese des Aldehyds LVII ist
literaturbekannt und kommt ohne Verwendung von lithiumorganischen Reagenzien

aus.'®



i ) i 0
P N P OH P H
HO” (|) ) SOH —— Et0” c|> o Et0” (l) o
o) — o) p— e}
R = H (XLVII), Me (24) 4 LVII

Schema 11. Retrosynthetische Uberlegung zur Gewinnung der Analoga XL VIl und 24.

2.3 Eduktsynthese

Die Synthese der gewinschten Carbonsaurevorstufe 3 gelang entsprechend der
vorangestellten Uberlegung in sehr guten Ausbeuten (Schema 12).

LV konnte in wasserfreiem Toluen mit 1,1 Aquivalenten n-Buthyllithium bei -78 °C in
Inertgasatmosphare deprotoniert und anschlieBend mit LVl umgesetzt werden.
Bereits nach zwei Stunden RUhren bei Raumtemperatur war LV dunschicht-
chromatographisch nicht mehr nachweisbar. 1 wurde in 92 %iger Ausbeute nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel als farbloses Ol isoliert. Durch
sauer katalysierte Hydrolyse in einem Gemisch aus Aceton und wassriger 2N
Salzsaure konnte der Aldehyd 2 erhalten werden.'®® Danach wurde 2 mithilfe eines

Gemisches aus Selendioxid und 30 %iger Wasserstoffperoxidlésung quantitativ zu 3

oxidiert.'%®
i [\ i P
P © © n-BuLi, Toluen P Aceton, 2N HCI
EtO/ | . , lolue o EtO/ l o ceton,
OEt > OEt >
Br
LV LVI 1
0 i 0 0
P SeO, H,0 P
EtO” | H 2722 R0 OH
OEt > OEt
2 3

Schema 12. Synthese des Carbonsdureedukts 3.
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Nach Anlésen in Diethylether wurde 3 als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von
92 % auskristallisiert. Das kettenverkirzte Carbonsaureedukt 4 wurde wie in Schema
13 gezeigt als farbloser Feststoff mittels Selendioxid/H>O»-vermittelter Oxidation von
LVII gewonnen.

=0

' OH
Se0,/H,0,  EtO” o

LviiI e ——_ e}

O—70

Schema 13. Synthese von Verbindung 4.

Far die selektive Einfihrung der Benzylschutzgruppe an die Hydroxylamin-
Sauerstofffunktion wurde N-Hydroxyphthalimid (LVII) in Acetonitril gelést, mit
Triethylamin (TEA) deprotoniert und in einer Gabriel-analogen Syntheseflhrung mit
Benzylbromid umgesetzt. Auf diese Weise entstand LIX in einer Ausbeute
von 80 %.'" Die Phthaloylschutzgruppe konnte anschlieBend durch
Ethanolaminolyse entfernt werden.'?

Das resultierende O-benzylgeschltzte Hydroxylamin LI konnte durch fraktionierende
Vakuumdestillation abgetrennt und in 90 %iger Ausbeute gewonnen werden
(Schema 14). Um N-alkylierte O-benzylgeschitzte Hydroxylamine zu erhalten, wurde
gemal einer literaturbekannten Methode zunachst die Stickstofffunktion von LI mit
einer Boc-Gruppe geschitzt, um das O-benzylgeschitzte Carbamat LX
darzustellen.’®® Dafiir wurde das Hydroxylamin bei Raumtemperatur in THF gelést
und mit einer &quivalenten Menge Boc-Anhydrid versetzt (Schema 14). AnschlieBend
konnte LX in DMF mit Natriumhydrid deprotoniert und mit Methyl- beziehungsweise
Ethyliodid selektiv am Stickstoff alkyliert werden.

Die Alkylierungsprodukte LXI und LXIl entstanden in einer Ausbeute
von circa 95 % und lieBen sich als farblose Ole durch Saulenchromatographie an
Kieselgel gewinnen. AbschlieBend wurde die Boc-Schutzgruppe durch Zugabe von
Uberschissiger Trifluoressigsaure in Dichlormethan wieder abgespalten. Nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel konnten N-Methyl- (LII) und
N-Ethyl-O-benzylhydroxylamin (LHI) als farblose Ole in guter Ausbeute erhalten
werden.'%
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@) BnBr O
TEA,
Acetonitril
N—OH cetonitri - N—OB
(@)
LVIII 6 eq NH, LIX
HO

0._0._0
LOyoy o
0 O 1. NaH, DMF

NH, NHBoc

~ 7

©/\O (Boc-Anhydrid), THF ©AO 2RE
- R = Me, Et

LI LX
R
I H
: ~ O/NBoc TFA, CH,Cl, _ i /\O/N\R
LXI (R = Me), LIl (R = Me),
LXII (R = Et) LIl (R = Et)

Schema 14. Synthese der O-benzylgeschlitzten Hydroxylamine LI, LIl und LIII.

0]

NH )J\ N
©/\o/ 2 MeOH ©Ao/ Y

LI LXil

NaCNBH;,
HCI (36 %),
MeOH

H
LIV

Schema 15. Synthese von N-Isopropyl-O-benzylhydroxylamin (LIV).

Far die Synthese von N-Isopropyl-O-benzylhydroxylamin (LIV) erwies sich dieser
Syntheseweg als nicht praktikabel. Alternativ wurde deshalb die Kondensation von LI
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mit Uberschissigem Aceton in Methanol durchgefthrt. AnschlieBende Reduktion des
Oximproduktes LXIII mit Natriumcyanborhydrid (NaCNBHs) im salzsauren Milieu
erbrachte LIV in 97 %iger Ausbeute (Schema 15)."""

2.4 Synthese der Zielverbindungen

Die besten Ausbeuten vermittelte die CDI-Aktivierung der Carbonsadure 3 und
anschlieBende Umsetzung mit den Hydroxylaminen LI, LIl und LIl zur Gewinnung
der O-benzylgeschitzten Hydroxamsauren 5-7 (Schema 16). 5 konnte mit dieser
Reaktionsdurchfuhrung in 80 % Ausbeute, 6 und 7 sogar in Ausbeuten von 95 und

98 % nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel erhalten werden.

<|3| O 1. CHyClp, 1,1 eq CDI, 45 min, RT o 0
I
i oy
- 2. P. OBn
B0 | OH ONHR . 12 h, RT Et0” > N”
LI (R = H), LIl (R = Me), R
LIl (R = Et)
3 R = H (5), Me (6), Et (7)
0O O B 0 e) 7]
IF; Toluen/DMF (30:1), |F!
EtO” | OH  (COCI), 0°C EtO” | cl
OEt o OEt
| X
— / —
3
H
LIV
Y
(I)I 0
P OBn
EtO” | N~
OEt )\
8

Schema 16. Synthese der O-benzylgeschiitzten Hydroxamsé&uren 5-8.
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Allerdings unterblieb die Umsetzung von 3 mit dem Hydroxylamin LIV. Deshalb
wurde fir die Gewinnung des Intermediats 8 zun&chst aus 3 das reaktivere
Saurechlorid erzeugt. Nach Zugabe von LIV zum Reaktionsansatz wurde 8 nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel mit 81 % Ausbeute erhalten
(Schema 16). Nach heutigem Stand der Synthesetechnik  werden
Phosphonsaurealkylesterhydrolysen unter Zuhilfenahme von {berschissigem
Trimethylsilylbromid (TMSBr) aufgrund der dabei erreichten hohen Produktausbeuten
durchgefiihrt. '® Nach TMSBr-Zugabe konnte allerdings nach Umesterung in den
entsprechenden labilen Silylester nur 9 durch schonende Hydrolyse mit wenigen
Tropfen Wasser als reines Produkt gewonnen werden (Schema 17). Die
Hydrolyseprodukte LXIV-LXVI fielen als gefarbte Ole an, die laut HPLC-Analyse eine
Reinheit von 76-89 9% aufwiesen und damit flr aussagekraftige biologische

Untersuchungen nicht verwendet werden konnten.

0 0 0 0

! OBn 1. TMSBr, CH,Cl (24 h) i OBn
EtO” | N~ 2. THF/H,0 (1 h) HO™ | N~

OFt | > OH |

6 9

0 0 0 2

P OBn 1. TMSBr, CH,Cl, (24 h) P ~OBn
Et0” N~ '  I22 HO™ N

Ot , 2. THFH,0 (1h) O |

R > R
R = H (5), Et (7), iPr (8) R = H (LXIV), Et (LXV), iPr (LXVI)

als unreine Produkte
Schema 17. TMSBr-unterstiitzte Hydrolysen von 6-8.

Um auf alternativem Weg zu den Endverbindungen 17-20 zu gelangen, wurde die
Syntheseflihrung modifiziert und die Hydrogenolyse der Benzyl-Schutzgruppe vor der
TMSBr-unterstltzten Phosphonsaureesterhydrolyse durchgefihrt (Schema 18). Die
Palladium-katalysierte Hydrogenolyse von 5-8 erbrachte durch Ldésen des déligen
Produktes in Diethylether und anschlieBender Umkristallisation die freien
Hydroxamsauren 10-13 in hoher Ausbeute (>90 %) als farblose Kristalle. Jedoch
konnten die gewlnschten Zielverbindungen nach TMSBr-vermittelter Esterhydrolyse
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von 10-13 abermals nicht in ausreichender Reinheit erhalten werden. Eine
Literaturrecherche ergab, dass die Deprotonierung von Phosphonsduren mit
bestimmten Aminbasen schwerldsliche, kristalline Phosphonatsalze erzeugt.™’
Entsprechende kristalline Diethanolamin-Salze der Verbindungen 17-20 konnten aus
dem TMSBr-Ansatz jedoch nicht gewonnen werden.

ﬁ 0 <|)| 0
P OBn 1,5 bar Hy/Pd-C P ~OH
Et0” N~ EtO” | N
1© (l)Et | MeOH (1h) OEt |
R > R
R =H (5), Me (6), R = H (10), Me (11),
Et (7), iPr (8) Et (12), iPr (13)
ﬁ 0
1. TMSBr, CH,Cl, (24 h) _P _OH
2. THF/H,0 (1 h) HO™ | N
10-13 N - OH F|{

R = H (17), Me (18),
Et (19), iPr (20)

Schema 18. Alternativer, erfolgloser Syntheseweg zu den Endprodukten 17-20.

Weitergehende Studien erbrachten die Erkenntnis, dass Phosphonsauren auf
schonende Art durch Behandlung mit O-Benzylisoharnstoffderivaten wie LXVII in
lipophile Benzylester (iberfiihrt werden kénnen (Schema 19).'% 8¢

Ein lipophiles Benzylester-Intermediat kénnte  zunachst durch  Saulen-
chromatographie von stdérenden Verunreinigungen abgetrennt werden. Die
abschlieBende hydrogenolytische Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen sollte die

Zielverbindung anndhernd quantitativ zuganglich machen (Schema 19).



R' = aromatischer Rest
R? = aliphatischer oder
aromatischer Rest
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O IOI
—P
N BnO / Y\R2

)|\ e BnO ;
4 BnO” NH R
Hydrogenolyse
mit Hy/Palladium
LXVII auf Kohlekatalysator
O
||:l
HO™ | R?
OH
R1

Schema 19. Allgemeiner Syntheseplan zur Gewinnung von Phosphonsduren durch Umesterung zu
Dibenzylphosphonséureesterverbindungen und abschlie Bender Hydrogenolyse.

Letztendlich wurden die Zielverbindungen 17, 19 und 20 auf genau diesem

Syntheseweg nach Uberfiihren in die korrespondierenden Dibenzylester 14-16 und

anschlieBender Hydrogenolyse analysenrein erhalten (Schema 20). 15 und 16 fielen

als farblose Ole an, wahrend 14 nach Umkristallisation in Ethanol/Ethylacetat als

farbloser Feststoff erhalten wurde. 18 konnte nach einstindiger Hydrogenolyse der

Phosphonsaure 9 ebenfalls durch langsame Umkristallisation als farbloser Feststoff

gewonnen werden (Schema 20).

O

O

N/OBn
Et I
R

Et0”

O—71

R = H (5), Et (7), iPr (8)

9, 14-16

1. TMSBY, CH,Cl, (24 h) 0 0
2. THF/H,0 (1 h) Bno—F _OBn
3.4 eq LXVII, Benzen, (4h)  gnd N

> R

R = H (14), Et (15), iPr (16)

1,5 bar Hy/Pd-C,
MeOH (3 h)

Y
Py

>95 % Reinheit

R =H (17) 12 %, Me (18) 92 %,
Et (19) 41 %, iPr (20) 73 %

Schema 20. Gewinnung der Zielverbindungen 17-20.
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Zur Gewinnung der kettenverkirzten Hydroxamsaureanaloga wurden zunachst durch
CDl-vermittelte  Kupplung der Carbonsdure 4 mit LI und LI die
O-benzylgeschiitzten Hydroxamsauren 21 und 22 synthetisiert (Schema 21).

Nach TMSBr-vermittelter Esterhydrolyse konnte jedoch nur die Phosphonsaure 23
rein gewonnen werden, aus der abschlieBend nach katalytischer Hydrierung die
Hydroxamsaure 24 als Testverbindung erhalten wurde (Schema 21).

2 1. CH,Cl, 1.1 eq CDI, 45 min, RT o R
i IOV j N
- 2. - ~OB
Bo™ ONHR , 12 h, RT RO et n
o} . o}
R = H (LI), Me (LII)
4 21 (R = H)
22 (R = Me)
o)
P
HO™ | ~OBn
OH
o}
1. TMSB, CH,Cl, 24 h
91 2.THF/H0, 1h
22 = LVINl
o)
I |
HO™ | ~OBn
OH
o}
23
i |
H,, Pd-C, MeOH, 1 h IFl N
> HO”| ~OH
OH
o)
24

Schema 21. Synthese des kettenverklirzten, inversen Hydroxamsdureanalogons 24.
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2.5 NMR-spektroskopische Eigenschaften

Im "H-NMR-Spektrum von 17 fallt eine Aufspaltung der Resonanzsignale a und b der
an der Hydroxamsaure gebundenen Wasserstoffatome auf (Abbildung 32). Das an
der  Hydroxamsdurefunktion  gebundene  Wasserstoffatom  werden  die
Resonanzsignale bei 10.33 und 9.80 ppm zugeordnet. Durch die
elektronenziehende, unmittelbar benachbarte Carbonylgruppe erscheinen die
Signale im Verhaltnis zu den analog aufgespaltenen Resonanzsignalen b der

Hydroxamsaure-Hydroxylgruppe tieffeldverschobener.

4 ]
HO” 1Y N
OoH [
& |c ”a
' ~C
DMSO

+ - ¥ - . - v . - . ' . . . T - . . 1 - ' - - . 1 . a — . o v . = v 1

Abbildung 32. ' H-NMR-Spektrum von Verbindung 17 in DMSO-dj.

Die Resonanzsignale der aromatischen Wasserstoffatome liegen zwischen 7.75 und
7.0 ppm (c im Spektrum). Das Signal d - erzeugt durch das Wasserstoffatom am
asymmetrischen Methinkohlenstoffatom - zeigt das Aufspaltungsmuster eines
dreifachen Dupletts (ddd). Die benachbarten Methylen-Wasserstoffatome erzeugen
durch Fernkopplungen mit *'P die Multiplettsignale e und f. Darunter erwirkt die
diastereotope  Gruppe benachbart zum asymmetrischen Zentrum zwei
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Multiplettsignale e mit gleichgroBem Integral. Fir die Absicherung der Signal-
Zuordnung wurde ein 'H,"H-COSY-Experiment durchgefiihrt, dessen Ergebnis in
Abbildung 33 wiedergegeben ist. Aufgrund der gegenseitigen magnetischen
Kopplung der benachbarten Protonen, welche die Resonanzsignale d und e
erzeugen, erweist sich die vorgenommene Zuordnung als korrekt. Zwischen den
Protonen, die fir die Resonanzsignale d und f verantwortlich gemacht werden, kann
aufgrund der weiten Entfernung zueinander keine ausgepragte Kopplung stattfinden,
was sich ebenfalls im COSY-Spektrum bestétigt (Abbildung 33).

DMSO
o 2] Hb
i = i | f
P.d f L0
HO™ | N l A
OH '_I‘ |
C = c a |
d | |
cla ¢ \ e e
c 7 W
1.0
LY
1.4
HE L&
— — i i .8
f — @ILAIN L, o, o - : :’
e < & 4 - e
¢ | # - B i
) {2.88,2.32}: : = = 2.2
LI A ——— ” ‘ - - g
S -_— i @
232288)F (203,289} i i9700n L2
g < : A Nit
- "
3.2
34
3.6
38
4.0

——T T T 2 T T o T T
35 333 32 31 0 B I Ly B4 35 34 13 Ba 31 20 13 18 17 15 1S aa 13
f2 (ppm)

Abbildung 33. Ausschnitt aus 'H,"H-COSY-Spektrum der Verbindung 17 in DMSO-d.

Das Vorliegen von Hydroxamsaure-Rotameren kdnnte die Ursache der Aufspaltung
der Resonanzsignale a und b sein (Schema 22). So ist fur die Hydroxyamid-Funktion
der Acetohydroxamsaure bekannt, dass sie analog zu einer Carboxamidgruppe
einen partiellen Doppelbindungscharakter zwischen dem sp®-hybridisierten
Kohlenstoffatom der Carbonylfunktion und dem Hydroxylaminstickstoffatom aufweist
(Schema 22). Aufgrund der daraus resultierenden eingeschrankten Drehbarkeit der
C-N-Bindung liegen Z- und E-lsomere vor. Abh&angig vom Ld&sungsmittel, des
Substituenten am Stickstoffatom, der Konzentration und insbesondere der
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Temperatur treten diese Isomere in unterschiedlichem Verhéltnis zueinander auf.
Das Verhdltnis der Isomere ist mittels NMR-Spektroskopie analysierbar.'®
Beispielsweise wurde fir Acetohydroxamsaure, in DMSO-ds und bei
Raumtemperatur gel6ést, ein Verhaltnis von 1:9 zugunsten des Z-Isomers
nachgewiesen.?®® Erklarbar wird die Z-lsomer-Begiinstigung in DMSO-ds durch ab
initio SCF (self-consistent field) Molekulorbital(MO)-Berechnungen.?®’ Das MO-
Gesamtenergie-Verhéltnis betragt nach dieser Berechnung |Z—Isomer (in H20O
solvatisiert) | >| E-lsomer (in H,O solvatisiert)|, weshalo das ZIsomer in
wasserhaltigen*##* Lgsungsmitteln wie DMSO-ds begiinstigt vorliegt. Andererseits
gilt nach denselben Berechnungen |ZIsomer (unsolvatisiert)|<| E-lsomer
(unsolvatisiert)|, weshalb das E-lsomer in unpolarer, nicht-solvatisierender

Umgebung beginstigt ist.

0] O
)L(-- 0o - )\\ 0
HsC ITI/ ~H HsC 'TF ~H
H H
i }" 8.69 ppm o
XN O — )\ -H
H 10.36 ppm O_
H 9.3 ppm
Z-lsomer E-lsomer
90,1 % 9,9 %

in DMSO-d6 bei 20 °C

Schema 22. E-/Z-Isomerie bei Acetohydroxamséure mit literaturbekannter Zuordnung der 'H-NMR-
Signale sowie deren prozentuale Anteile in DMSO-dg bei 20 C.?*

Nach Vergleich der relativen Lage und Intensitdten der Resonanzsignale im
Spektrum von 17 mit denen der Acetohydroxamsaure in DMSO-ds-Lésung wird eine
vergleichbare Isomerenverteilung postuliert (Schema 23).

R Der Wassergehalt von kommerziell erwerblichem deuteriertem DMSO liegt laut Prifzertifikat bei circa 0,8 %. Dieser Anteil

reicht bei Einsatz von circa 0,8 mL gentsprechend 6,4 pL) fur die Solvatisierung von circa 20 mg Analysensubstanz bereits fir
relevante Wechselwirkungen aus.®
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ﬁ o }'l 8.72 ppm ﬁ O
P. )\\ .0 — P. )\ .H
SN D O e
2~ 2
* H 10.33 ppm O_
NOE H 8.95 ppm
Z-lsomer E-lsomer
89 % 1%

in DMSO-d6 bei 20 °C

Schema 23. E-/Z-Isomer-Grenzstrukturen von 17 mit der Zuordnung der chemischen Verschiebungen
und prozentualer Isomerenverteilung in DMSO-dgs bei 20 C.

Zur Bestatigung dieser Annahme wurde ein NOESY-Spektrum von 17 in DMSO-ds
aufgenommen (Abbildung 34).

a f
\ . \ (N I'.I.-.I il "
\ | \
| l I | || | |
WLR|
| |
SR
I
L 1
t 0
2 1
i {10.33,1.85)
T ¥ 4 ‘.4- i
— s
_———— = o :
— - E L
=]
s &
=
6
s 7
Fm——— — ”
+8
=]
(1,85,10.45} § 10
B, Domecerssasessssnnsnssnnsacassckonscosncceny g g e SR
1
11 10 g -] 7 L] 5 4 3 2 1 0 1
f2 (ppm)

Abbildung 34. NOESY-Spektrum von Verbindung 17 in DMSO-ds.

Ein NOE zwischen den raumlich nah beieinander liegenden Wasserstoffatomen der
Methylengruppe in «a-Position zur Hydroxamsaurefunktion und dem am
Hydroxamsaurestickstoffatom gebundenen Wasserstoffatom ist nur fir das
entsprechende Z-Isomer mdglich (Schema 23 links). Tatsachlich ist zwischen dem

Signal a bei 10.33 ppm und dem Resonanzsignal f der Methylengruppe bei
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1.76...1.85 ppm ein NOE vorhanden. Das Signal b bei
9.80 ppm weist wiederum keinen entsprechenden NOE zu f auf (Abbildung 34).
Damit ist eindeutig gezeigt, dass die Zuordnung der Resonanzsignale in Schema 23
zutreffend war.

In Abbildung 35 ist das 'H-NMR-Spektrum der N-Methylhydroxams&ureverbindung
18 gezeigt. Im Gegensatz zu 17 ist das Resonanzsignal a des Hydroxamsaure-
Wasserstoffatoms nicht in zwei Signale aufgespalten: bei 9.68 ppm erscheint ein
einzelnes Singulettsignal. Des Weiteren resultiert bei 3.02 ppm das Singulettsignal ¢
der Methyl-Gruppe (Abbildung 35). Offensichtlich tritt von Verbindung 18 in DMSO-ds
bei RT nur ein Hydroxamsaurerotamer auf. Ubereinstimmend wurde schon in
friheren  spektroskopischen  Untersuchungen an verschiedenen N-Methyl-
hydroxamsauren gefunden, dass das Z-Isomer im polaren Lésungsmittel DMSO-ds

bevorzugt auftritt.'®
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Abbildung 35. 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 18 in DMSO-d.

Um die literaturangelehnte Zuordnung des Resonanzsignals a zum Z-Isomer
(Schema 24) zu belegen, wurde auch von 18 ein NOESY-Spektrum aufgenommen
(Abbildung 36).
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D e i1
S G L™ g A
NO\E\ CH3 3.02 ppm O\H
Z-Isomer E-lsomer
100 % 0 %

in DMSO-d6 bei 20 °C

Schema 24. E-/Z-Isomerie-Strukturen von Verbindung 18.

Bei Vorliegen der Z-isomeren Struktur sollte ein NOE zwischen dem Resonanzsignal
der Methylen- und der raumlich nahegelegenen Methylgruppe auftreten (Schema
24). Tatséachlich ist der NOE zwischen den Resonanzsignalen ¢ und f im Spektrum
der Verbindung 18 (Abbildung 36) vorhanden. Insofern wird die Annahme des

exklusiven Vorliegens der Z-Form bestéatigt.
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p_d fu\,o’_a o - o I S
HO™ | N - e W g - . ¥ 2 B
OH | \ | e X
O CH4 | | | \/
| c |
b=_~b | ]
b | ]
.Ii
e i 1.0
1.5
o (o127, 4 - -
f 5~ = bt b b e ek b B N ’ >
:', . {219,287} I
” - N (z.:r.s.u% _—
M - - R S Lt I k3.0 £
e . 2
| I [~
Fas
-
4.0
| 4.5
|
| |
5.0

T T T T T T T T T T r
I8 37 35 15 34 33 312 1311 38 8 7 15 13 I8 13 13 21 2.0

29
2 (ppm)
Abbildung 36. Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Verbindung 18.

Analog zur N-methylsubstituierten Hydroxamsaure 18 weisen auch die 'H-NMR-
Spektren der N-ethyl- und N-isopropylsubstituierten Hydroxamsauren 19 und 20
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(DMSO-ds bei Raumtemperatur) nur ein Singulett-Signal fir die Hydroxamséaure-
Hydroxylgruppe auf.

(I? }'1 9.52 ppm ?I 0 }" 9.20 ppm
HO/IID N/O HO/IID N/O
OH ) OH )\
19 20
Z-lsomer Z-lsomer
100 % 100 %

in DMSO-d6 bei 20 °C
Schema 25. Z-Isomere der Verbindungen 19 und 20.

Aufgrund der ahnlichen chemischen Verschiebungen wird davon ausgegangen, dass
diese Verbindungen unter den beschriebenen Messbedingungen ebenfalls
ausschlieBlich als Z-Isomere vorliegen (Schema 25). Abbildung 37 zeigt das IR-
Spektrum eines KBr-Presslings von 17. Die Absorptionsbanden der P-O- und P=0O-
Valenzschwingungen bei 1037 und 1227 cm™ sind stark ausgeprégt, ebenso ist die
Valenzschwingungsbande der Carbonylfunktion bei 1652 cm™ hervorgehoben. Die
Absorptionsbanden bei 3733 und v.a. 3230 cm’ resultieren aus
Valenzschwingungen der freien O-H- und N-H-Gruppen der Hydroxamsauregruppe.
Bei 2980 cm™' erscheint eine Absorptionsbande, die aus der C-H-Valenzschwingung
aliphatischer Gruppen stammt.
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Abbildung 37. IR-Spektrum von 17 (KBr-Pressling).
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2.6 Ergebnisse der biologischen Untersuchungen

Die Testverbindungen 17-20 und 24 wurden durch kooperierende Arbeitsgruppen auf
ihre Enzymhemmung gg. EcDxr und PDxr untersucht (Spalte 2 und 4, Tabelle 6).
Far alle untersuchten Testverbindungen wurden ICso-Werte ermittelt, fir 17 und 18
wurden darUber hinaus experimentell Ki-Werte bestimmt (Tabelle 6). Zum Vergleich
sind 1Csp- und Ki-Werte fur die Mononatriumsalze der Referenzen Fosmidomycin
(Fos-Na) und FR900098 (FR900098-Na) gg. PDxr ermittelt worden.

i i i |
P. OH P.
HO™ | N~ HO™ | ~OH
OH I OH
R o
R =H (17), Me (18), Et (19), iPr (20) 24
Verbindung Enzymassay Zellkulturassay
PDxr EcDxr P.fK1 MRC-5
ICso [M] ICso [UM]
ICs0 [NM] Ki [nM] ICso [NM] K
[nM]§§§§§§
17 12 +/-3 2,1 +/-0,1 592 +/- 25 56,7 2,7 +/-2,3 57 +/-12
(kompetitiv) (n=10) (n=8)
18 3,1+/-0,3 |0,42+/-0,03 | 243 +/-30 23,3 0,48 +/- 0,29 59 +/- 13
(kompetitiv) (n=28) (n=6)
19 15 +/- 2 n.d. >14000 1420 1,3+/-1,5 >64
(n=5) (n=5)
20 inaktiv n.d. inaktiv inaktiv >64 >64
(n=3) (n=3)
24 inaktiv n.d. inaktiv n.d. >64 >64
(n=1) (n=1)
Zum Vergleich:
Fos-Na 144 +/- 16 8,4+/-0,6 221 +/-14 21,2 3,0 +/-2,6 58 +/- 13
(kompetitiv) (n=7) (n=6)
FR90098- 15 +/- 1 2,6 +/-0,2 131 +/- 3 12,6 1,2+/-1,0 59 +/- 13
Na (kompetitiv) (n=28) (n=6)

Tabelle 6. In vitro-Aktivitdten der inversen Hydroxamséuren 17-20 und 24. (n.d. = nicht determiniert,
n = Anzahl der voneinander unabhdngigen Messungen)

§55888 187

Berechnung nach der Cheng-Prusoff-Gleichung: Ki = ICso/(1+([S]/Km))
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Gegenuber EcDxr sind ICso-Werte fir alle Testverbindungen experimentell bestimmit,
die Ki-Werte allerdings aus diesen Werten rechnerisch ermittelt worden (Tabelle 6;
detaillierte Beschreibung in Kapitel 7.8). AnschlieBend wurden die Testsubstanzen im
Zellkulturassay auf ihre antiplasmodiale Aktivitat gg. dem multiresistenten
P. falciparum K1-Stamm (P.f. K1) und ihre Zytotoxizitdt gg. MRC-5-SV2-Zellen
untersucht (Spalten 6 und 7, Tabelle 6; Beschreibung der Durchfihrung in Kapitel
7.9.1). Die enzymkinetische Analyse ergab, dass sowohl Fosmidomycin (Abbildung
38a) und FR900098 (Abbildung 38b), als auch 17 (Abbildung 39a) und 18 (Abbildung
39b) kompetitive Inhibitoren der PDxr sind.?°##'°

DATA AND HMODEL : DATA AWD MODEL =

@.e83 (|

8.886 |

pial=c] 1588 @ 186@ 15688

[s1

a: Kurve 1/2/3/4 = 0/30/60/120 nM [Inhibitor] b: Kurve 1/2/3/4 = 0/40/80/160 nM [Inhibitor]

Abbildung 38. Inhibitionskurven fir Fosmidomycin (a) und FR900098 (b). Die enzymkinetische
Bestimmung der Ki-Werte erfolgte durch spektroskopische Messung des NADPH-Umsatzes: aus dem
Kurvenverlauf berechnete das Programm Dynafit die Ki-Werte der Inhibitoren [Ordinate = dA/dt(min);
Abzisse: umol/l (DOXP)-Konzentrationen].

DATA AMD MODEL = DATA AMD MOTEL :

'
a.8ad [

a: Kurve 1/2/3/4 = 0/20/40/80 nM [Inhibitor] b: Kurve 1/2/3/4 = 0/20/40/80 nM [Inhibitor]

Abbildung 39. Inhibitionskurven fir 17 (a) und 18 (b). Nach Zugabe abgestufter Inhibitor-
Konzentrationen und spektroskopischer Messung der NADPH-Absorption konnten direkt-lineare
Inhibitionskurven erstellt werden, aus denen die K-Werte abgeleitet wurden [Ordinate = dA/df(min);
Abzisse: umol/l (DOXP)-Konzentrationen].
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2.7 Interpretation der biologischen Daten

Die in Kapitel 2.1.5 vorgestellten biologischen Daten zeigen, dass die inversen
Hydroxamsaureanaloga 17 und 18 besonders potente PfDxr-Inhibitoren sind. Dabei
weisen beide Fosmidomycinanaloga starkere inhibitorische Aktivitdt gg. dem
plasmodialen Enzym als die Referenzen Fosmidomycin und FR900098 auf. Mit
einem 1Csp-Wert von circa 3,1 nM ist die N-Methylhydroxamséaure 18 der potenteste
PDxr-Inhibitor, der bis zu diesem Zeitpunkt beschrieben wurde. Die unsubstituierte
Hydroxamsaureverbindung 17 ist im Vergleich zu den Referenzen und 18 deutlich
schwécher inhibitorisch aktiv. Scheinbar hat die Methylgruppe an der inversen
Hydroxamatfunktion von 18 analog zur Methylgruppe der Referenz FR900098 gg.
beiden Dxr-Enzymen einen bislang ungeklarten aktivitdtsbestimmenden Einfluss. Die
experimentell ermittelten Ki-Werte unterstiitzen diese Ergebnisse zusatzlich. Dartber
hinaus konnte sowohl fir die Referenzsubstanzen als auch 17 und 18
enzymkinetisch eine kompetitive Inhibition am plasmodialen Enzym nachgewiesen
werden. Zur abschlieBenden Aufklarung des Bindungsmodus wirde z.B. eine
Kristallstrukturanalyse der am PfDxr-Enzym gebundenen Inhibitoren Aufschluss
geben.

Ubereinstimmend mit dem von Rohmer'®® veréffentlichtem Ergebnis zum
kettenverkirzten inversen Analogon XXXVII gg. EcDxr (Kapitel 1.1.8.3) fUhrte auch
die Kettenverkirzung auf zwei Methyleneinheiten zwischen a-phenylsubstituierter
Phosphonat- und Hydroxamsauregruppe in Analogon 24 zum vollstandigen
Aktivitatsverlust sowohl gg. EcDxr als auch PfDxr. Die N-ethylsubstituierte
Hydroxamsaure 19 zeigt gg. EcDxr keine inhibitorische Aktivitat, weist mit einem
ICs0-Wert von (15 +/- 2) nM gg. PDxr aber vergleichbare inhibitorische Potenz wie
FR900098 (ICso = (15 +/- 1) nM) auf. Die N-isopropylsubstituierte Hydroxamséaure 20
zeigt weder gg. EcDxr noch gg. PDxr oder im plasmodialen Zellkulturassay
inhibitorische Aktivitat.

Weitergehende In vitro Studien im P.f. K1-Zellkulturassay bestatigen die am isolierten
PDxr-Enzym erhaltenen Aktivitatsabstufungen aller untersuchten Analoga, wobei die
Hemmkonstanten im Vergleich zum Enzymassay um mehrere Zehnerpotenzen
abnehmen und nur noch im einstelligen mikromolaren Bereich liegen. Wahrscheinlich
erreicht nur ein kleiner Anteil der Phosphonohydroxamsé&ureverbindungen das
intraplasmodial vorkommende Zielenzym, so dass entsprechend hdhere
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Konzentrationen flr eine halbomaximale Wachstumshemmung der Parasiten bendtigt
werden. Sowohl die Referenzsubstanzen Fosmidomycin und FR900098 als auch die
untersuchten Testverbindungen zeigten im MRC-5-Zellkulturassay keine Zytotoxizitat
bei Konzentrationen von >64 uM.

Zusammenfassend fuhrt die Kombination aus dem Strukturmotif der unsubstituierten
oder N-methylsubstituierten inversen Hydroxamsaure in einem Abstand von drei
Methyleneinheiten zur Phosphonatgruppe und einem aromatischen Kern in
o-Position zu den potentesten Inhibitoren gg. PfDxr, die bisher beschrieben
wurden.?’® Die synthetisierten Analoga Uben zudem eine ausgepragte
Wachstumshemmung gg. einem multiresistenten P.f.-Stamm in vitro aus.

Nachdem mit den inversen, a-phenylsubstituierten Fosmidomycinanaloga 17 und 18
zwei Inhibitoren des PfDxr-Enzyms gefunden wurden, die die bisherige
Referenzsubstanz FR900098 hinsichtlich ihrer inhibitorischer Potenz Ubertreffen,
wurden diese Verbindungen als neue Leitstrukturen dieser Dissertation
herangezogen. Insbesondere sollte aufgeklart werden, wie stark eine Variation der
Metallion-chelatisierenden  Hydroxamsauregruppe gegen andere bioisostere
Funktionen die biologische Aktivitat beeinflusst (Schema 26). Dartiber hinaus wurde
bereits an anderer Stelle darUber berichtet, dass die Modifikation des aromatischen
Substituenten nicht-inverser Fosmidomycinanaloga deren antiplasmodiale Aktivitat in
vitro erheblich beeinflusst (siehe Kapitel 1.1.8.2). In der vorliegenden Dissertation
sollte aufgeklart werden, wie sich eine analoge Substitution des aromatischen
Systems auf die inhibitorische Aktivitdt sowohl gg. Ec/PDxr als auch gg. P.f.K1

in vitro auswirkt (Schema 26).

Zielverbindungen 2:
_Bioisosterer Ersatz der
" inversen Hydroxamséaure-
funktion durch andere Metallion-
chelatisierende Gruppen

Ay
A ’
RN
.
.

Zielverbindungen 3:
Substitution des Phenylrings
durch andere aromatische Gruppen

Schema 26. Strukturmodifikationsideen ausgehend von den Leitstrukturen 17 und 18.
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3 a-Aryl-Fosmidomycin-Analoga mit unterschiedlichen
chelatisierenden Gruppen

3.1 Theoretischer Hintergrund

Bisher wurden nur wenige isostere Austausche der Hydroxamséaurefunktion
Fosmidomycins beschrieben (siehe Kapitel 1.1.8.3). In vielen systematischen
Struktur-Aktivitats-Studien an Inhibitoren anderer Enzyme wurden allerdings auf
empirischen Weg Metallion-Chelatoren als funktionelle Gruppen gefunden, die in
einem bioisosteren Verhaltnis zu Hydroxamsauren stehen. Zu den untersuchten
Zielstrukturen zahlen medizinisch relevante Enzyme, die v.a. der Gruppe der
Metalloenzyme zugeordnet werden. Fir deren katalytische Funktion ist - analog zur
Dxr - ein zweiwertiges Metallkation (hdufig Zn®* als Lewis-Sdure) essenziell.'®
Kompetitiv bindende Inhibitoren bendtigen in der Regel eine funktionelle Gruppe, die
das Metallion komplexiert. In dieser Funktion ist die Hydroxamsaurefunktion unter
anderem in Hemmstoffen der PDF, des Botulinum-Neurotoxins A, der
Matrixmetalloproteasen (MMP), des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE) oder der
Histondeacetylasen (HDAC) wiederzufinden.'”® In den letzten Jahren entwickelte sich
mit dem ersten zugelassenen HDAC-Inhibitor Vorinostat (Abbildung 40) sowie
Entwicklungs-kandidaten in  Klinischen  Studien eine vielversprechende
Arzneistoffgruppe, die

H o OH
N\!(\/\/\)J\N/OH S
H
O
Vorostt I AL
orinostat; zugelassen zur Behandlung HN
des kutanen T-Zell-Lymphoms N—OH
o NVP-LAQ824; in Entwicklung /
als Zytostatikum (Klinische Phase I)
NN _OH
M
X
/ N N\
Belinostat; in Entwicklung als HN _OH
Zytostatikum u.a. gg. therapierefraktédrem /N
Ovarialkarzinom (Klinische Phase II) Panobinostat;

in Entwicklung als Zytostatikum gg.
kutanem T-Zell-Lymphom (Klinische Phase Ill)

Abbildung 40. Ausgewdhlte Hydroxamat-basierte HDAC-Inhibitoren mit Zulassung (Vorinostat als
Fertigarzneimittel Zolinza® in den USA ) und in fortgeschrittener klinischer Entwicklung.
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therapeutisch vielfaltig eingesetzt werden kénnte."® In den meisten Féllen erwiesen
sich Hydroxamsauregruppen als optimales Strukturmotif fir die /n vitro Hemmung
des gewinschten Metalloenzyms. In einigen Faéllen, wie z.B. bei MMP-Inhibitoren,
zeigten die Hydroxamsaureverbindungen in anschlieBenden In vivo Untersuchungen
der Klinischen Phase Il jedoch auch schlechte pharmakokinetische

179-181

Eigenschaften. Abbildung 41 gibt einen Uberblick einiger gg. anderen
Zielenzymen erfolgreich erprobten mono- oder bidentat komplexierenden
chemischen  Funktionen wieder. Die in dieser Arbeit untersuchten

Strukturmodifikationen sind fett hervorgehobenen.'®®

Monodentate Komplexbildner

H
R R O N O /o
Hs—" H0—< Y HO—P\/
/

o HN R ¥ R
(0] X=0H,R
Thiol: Carbonsdure: Pyrimidintrion/ Phosphinséure:
u.a. in ACE-Inhibitoren Barbiturat s. ACE-Hemmer

Phosphonsaure:

s. Bisphosphonate

Bidentate Komplexbildner

R
R% R1 R2 ’\f 1
N~< AN
Inverse Hydroxamsaure:
Hydroxamsaure: u.a. in Fosmidomycin
u.a. in HDAC-
Inhibitoren

Abbildung 41. Beispiele fiir Metallion-komplexierende Gruppen, klassifiziert nach ihrem
Bindungsmodus (modifiziert nach Jacobsen, F. E.et al. ChemMedChem 2007, 2, 152-171);'7°
fett hervorgehoben sind die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten funktionellen Gruppen.
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3.2 Austausch der inversen Hydroxamsaure- gegen eine
Thioesterfunktion

3.2.1 Syntheseidee

Thiolgruppen sind als Metallion-bindende Funktionen mit hoher Affinitat zu Zn®*-,
Mg®*- oder Mn?-lonen bereits in einigen bedeutenden Arzneistoffen wie z.B.
Captoprii  zu  finden.  Allerdings weist die Thiolfunktion  mit ihrer
Oxidationsempfindlichkeit und ausgepragten Nukleophilie nachteilige
Stoffeigenschaften auf, die in der Regel zur Desaktivierung des Wirkstoffs oder zu
unerwinschten  Arzneimittelwirkungen  fuhren. Dadurch  bedingt ist die
Bioverflgbarkeit von Wirkstoffen mit freier Thiolgruppe herabgesetzt. Inzwischen
finden sich vermehrt lipophile Ester-Prodrugs fur Thiole wie das Beispiel des
Prodrugs Racecadotril im Arzneistoffschatz wieder. Die Bioaktivierung derartiger
Prodrugs in die Wirkform erfolgt durch unspezifische Esterasen nach Resorption in
den Blutkreislauf (Schema 27).

O 0
H\)J\ Metabo H\)k
O/\© Metabolisierung - o
S O SH O
)
CHj
Racecadotril (Prodrug) Thiorphan (aktiver Metabolit)

Schema 27. Bioaktivierung von Racecadotril zum Enkephalinasehemmer Thiorphan.

Aufgrund dieser Erkenntnisse sollten in dieser Arbeit direkt Thioester-Prodrugs
Fosmidomycins dargestellt werden (Schema 28). Nach den Erfahrungen unserer
Arbeitsgruppe und in Analogie zu Phosphonsaure-POM-Ester-Prodrugs mdissten
Thioester-Prodrugs im In vitro Zellkulturassay durch anwesende Hydrolasen in die

Wirkform des freien Thiols gespalten werden.'*
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17 (R =H) und 18 (R = Me) o-Phenyl-Thioester-Analogon 27

Schema 28. a-Aryl-Fosmidomycin-Analoga mit Thiolesterprodrugfunktion abgeleitet von 17 und 18.

3.2.2 Syntheseplanung

Als Zielverbindungen sollten lipophile Fosmidomycin-Analoga mit «a-Phenyl-
Substituenten” und Thioesterfunktion dargestellt werden. Als Esterprodrugfunktion
wurde ein Acetylthioester ausgewahlt (Schema 29).

Far die Einfuhrung der Schwefelfunktion kénnte das Kaliumsalz der Thioessigsaure
mit 25 alkyliert werden. Die Darstellung von 25 aus LV ist literaturbekannt, jedoch

wurde die Verbindung bislang nicht analytisch charakterisiert (Schema 29).'

0
P S _0O P e
HO™ (I) —0 ) \f

27 / 26

0 - 0
K
EtO/IID Br | -SJ\ — Eto/Fl> . o
OFEt OFEt
Br
25 LV

Schema 29. Retrosynthetische Uberlegung zur Gewinnung des Thioanalogons 27 in Form eines
Thioesterprodrugs.

ok ok kKR ok

Das Diethanolammonium-Salz von a-Phenyl-Fosmidomycin (ICso = 0,4 uM) zeigt in vitro eine doppelt so hohe Aktivitat
wie der bis dahin antiplasmodial potenteste Wirkstoff FR900098 (ICso = 0,8 uM).
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3.2.3 Eduktsynthese

Die bereits in Kapitel 2.1.2 eingesetzte Vorstufe LV wurde in einer Michaelis-
Arbusow-Reaktion nach mehrstiindigem Erhitzen in einer Ausbeute von Gber 90 %
erhalten (Schema 30).'® Das als Nebenprodukt entstehende Ethylbromid konnte
durch fraktionierende Destillation einfach abgetrennt werden.

OFt PR X 0
o >160°C N
Et0” “ogt — Et0” |
- EtX OEt
TEP
X = Br, Cl LV

Schema 30. Michaelis-Arbusow-Reaktion von Triethylphosphit (TEP) mit Benzylbromid oder -chlorid.

Die stark elektronenziehende Eigenschaft der Diethylphosphonsaureesterfunktion
und ihre Fahigkeit zur Stabilisierung einer anionischen Ladung wurde bei der
anschlieBenden spezifischen Alkylierung ausgenutzt. Durch Einwirkung von
n-Butyllithium (n-BuLi) bei -78 °C unter Stickstoffatmosphare wurde LV mit 1,2-
Dibromethan Uberwiegend an benzylischer Position alkyliert (Schema 31). Um
Mehrfachalkylierungen weitestgehend zu vermeiden, wurde 1,2-Dibromethan in
Uberschuss zum Reaktionsansatz gegeben. Das resultierende Bromid 25 konnte
saulenchromatographisch gereinigt und in moderater Ausbeute von 52 % erhalten

werden (Schema 31).'8

0 n-BuLi " Br 0
Il:! Toluen ||:|\ _LI e N Ilfl B
EtO” | -78 °C EtO” | “CH RT EtO” |
OFEt —_— OEtA _— OFEt
r
LV 25

Schema 31. Alkylierung von LV mit 1,2-Dibromethan.’®
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3.2.4 Produktsynthese

Die nukleophile Substitution des primaren Halogenids 25 mit Kaliumthioacetat
erfolgte rasch in DMF bei Raumtemperatur (Schema 32). Héchstwahrscheinlich steht
der gute Reaktionsverlauf im engen Zusammenhang mit der schlechten Léslichkeit
des entstehenden Kaliumbromids in DMF sowie der ausgepragten Nukleophilie des
Schwefels im Thioacetat-Anions.

0 0
|I:l B 0 DMF, RT ||3| S
r b
Et0” | . K )k . EtO7] Y
OEt S OEt
-KBry 0

25 26
Schema 32. Synthese des Intermediats 26.

Als letzter Syntheseschritt wurde die Zielverbindung 27 aus dem
Phosphonsaurediethylester 26 in  Anwesenheit von TMSBr freigesetzt
(Schema 33).

=0
O—u=0

P S 1. TMSBr, CH,Cl, (24 h) P S
EtO” | \H/ o HO Y
OEt I 2. THF/H,0 (1 h) . H I

26 27

Schema 33. Synthese der Zielverbindung 27.

3.3 Austausch der inversen Hydroxamsaure- gegen eine
Phosphonsaurefunktion

3.3.1 Syntheseplanung

Unveréffentlichte Ergebnisse von Kaula und Kurz zeigen, dass LXIX eine mit
o-Phenylfosmidomycin vergleichbare antiplasmodiale Aktivitat in vitro aufweist

(Schema 34). Aufgrund dessen wurde das 1-Naphthylderivat 31 als Edukt flr die
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Synthese eines Bisphosphonsaurediethylesters ausgewahlt. Das Intermediat 29
kénnte Uber eine Michaelis-Arbuzow-Reaktion von 28 mit Triethylphosphit entstehen.
AbschlieBend wirde die bekannte TMSBr-unterstitzte Phosphonsaurediethyl-
Umesterung zum entsprechenden Trimethylsilyldiester mit anschlieBender Hydrolyse
die Bisphosphonséaure 31 in wenigen Syntheseschritten erbringen (Schema 34).

A S
P L N__O/ P N0/
HO™ | " HO” | N\
OH - OH
a-Phenylfosmidomycin LXIX

ICsp (P.f. Dd2) = 400 nM

IT\OEt Et0”
OEt — OEt

31 29 28

Schema 34. Retrosynthetische Uberlegung zur Gewinnung des Bisphosphonsdureanalogons 31.

3.3.2 Synthese

Die Michaelis-Arbuzow-Reaktion von 28 mit Gberschissigem Triethylphosphit (TEP)
erbrachte das Diethylesterprodukt 29, das nach saulenchromatographischer
Reinigung als dunkelgelbes Ol in einer Ausbeute von 97 % erhalten wurde (Schema
35). 31 konnte nur mithilfe des bereits in Kapitel 2.1.4 beschriebenen Einsatzes von
XLVIl zur Erzeugung des entsprechenden Benzylesterintermediats 30 und
anschlieBender Hydrogenolyse dieser Zwischenstufe in einer Reinheit von 97 %

erhalten werden.



0 0 0
||:! Br ||:|> ||:!
EtO” | + TEP Et0” | | OEt 1. TMSBr, RT
OEt >160 °C OEt OFEt 2. THF/H,0, RT
9@ 4@ ]
28 29
e} o 0 o
N L b
HO” | | “OH N Benzen,  gpho” | >OBn
OH OH )y 80 °C BnO Bn
OO * 4 BhO” NH — = ] I
) ) 30
LXVII
0 0
I I
HO T > oH
H, (1,5 bar)/Pd-C, MeOH, RT, 3 h‘ o o
31

Schema 35. Synthese der Bisphosphonsédureverbindung 31.

3.3.3 NMR-spektroskopische Eigenschaften

Durch die zweite Phosphonsdureesterfunktion kommt es zu komplexen
heteronuklearen Kopplungen zwischen 'H- und ®'P-Kernen, was sich in dem als
Beispiel dienenden 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 29 in komplexen
Aufspaltungsmustern der Resonanzsignale widerspiegelt (Abbildung 42). Fir die
Zuordnung der Resonanzsignale zu den entsprechenden Wasserstoffatomen wurde
zusatzlich ein 'H,'"H-COSY-Experiment durchgefiihrt (Abbildung 43). Im Bereich von
8.48-7.28 ppm erscheinen die Resonanzsignale a-d der aromatischen
Wasserstoffatome. Das Signal e bei 4.29 ppm wird dem Methin-Wasserstoffatom
zugeordnet. Von 4.17 bis 3.48 ppm sind die vier Multiplett-Signale f beziehungsweise
f’, die verschiedene Muster und Integrale aufweisen, wiederzufinden. Sowohl die
Resonanzsignale einer einzelnen Methylen- als auch der dazu raumlich
benachbarten Methylgruppe (f" und i") zeigen eine im Vergleich zu den restlichen
Signalen deutliche Tieffeldverschiebung.
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Abbildung 42. 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 29 in DMSO-ds (EtOAc = Ethylacetat).

Offensichtlich ist eine Ethylesterfunktion der a-Aryl-Phosphonatgruppe in 29 durch
den Einfluss des aromatischen Kerns anisotrop und das Resonanzsignal erscheint
deshalb entsprechend magnetisch verschoben. Ubereinstimmend dazu ist die
Phosphonsaureestergruppe in Position 3 weit genug von der chemischen Umgebung
des Aromaten entfernt und ihre Resonanzsignale f und i weisen keine derartige
Aufspaltung in mehrere Multiplettsignale auf. Die Zuordnung des isolierten
Triplettsignals zu einer Methylgruppe der Phosphonsaureestergruppe in Position 1
wurde nach Auswertung des 'H,'"H-COSY-Experiments bestatigt (Abbildung 43).

Da lediglich die Protonen der Resonanzsignale h und f eine Kopplung zueinander
aufweisen, kann das Signal f* nur von einer Ethoxygruppe, die Bestandteil der

Phosphonsaureestergruppe in Position 1 ist, stammen.
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Abbildung 43. Ausschnitt aus dem 'H," H-COSY-Spektrum von Verbindung 29 in DMSO-ds

3.4 Austausch der inversen Hydroxamsaure- gegen
N-Hydroxy-Methylcarbamatfunktion

3.4.1 Syntheseidee

f1 fpm)

eine

Nach formaler Insertion eines Sauerstoffatoms in die Acetylgruppe von

a-Phenyl-FR900098?%° entsteht als weitere bioisostere Modifikation eine N-Hydroxy-

Methylcarbamatfunktion, die in LXX verwirklicht werden sollte (Schema 36).
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P. . _N .
HO™ | g .
OH AN . s mme=sms==e=- >
o-Phenyl-FR900098: ICgq (P.f. Dd2) = 0,35 uM N-Hydroxy-Methylcarbamat-
Fosmidomycin: ICsq (P.f. Dd2) = 0,36 uM Zielverbindung LXX

Schema 36. Entwicklung der Syntheseidee eines N-Hydroxy-Methylcarbamat-Analogons.

3.4.2 Syntheseplanung

Far die Gewinnung der gewilinschten Endverbindung LXX bot sich die Verwendung
des literaturbekannten O-benzylgeschitzten Hydroxylamins LXXI als Edukt an
(Schema 37).'®® Das gewiinschte Kohlenséurederivat 32 kénnte durch Acylierung
von LXXI mit Methylchloroformiat gewonnen werden. AnschlieBende Abspaltungen

der Ethyl- und Benzylschutzgruppen sollte Uber die Phosphonsaure XLIX die
Zielverbindung LXX liefern.

i o i Q8
P N (o) P. N (@)
HO™ | N ——  HOTJ ~
OH \H/ OH \ﬂ/
0] (0]
Zielverbindung LXX LXXII
ﬁ ?Bn ﬁ ?Bn
P N P N (o)
EtO” | “H &—— EtO” | ~
OEt OEt \ﬂ/
(@)
LXXI 32

Schema 37. Retrosynthetische Uberlegung zur Darstellung der Zielverbindung LXX.
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3.4.3 Synthese

Die Estervorstufe 32 wurde durch Umsetzung von LXXI mit Methylchloroformiat in
Anwesenheit von Pyridin (= Pyr) in einer Ausbeute von 96 % erhalten. Nach TMSBr-
Zugabe und anschlieBender Hydrolyse konnte die Phosphonsaure LXXII jedoch nicht
als analysenreine Verbindung isoliert werden. Nachteilige Stoffeigenschaften der
Phosphonsaure erlaubten keine Reinigung nach konventionellen Methoden wie
Umkristallisierung oder Sdulenchromatographie.

So wurde auch in diesem Fall, wie in Weg a) des Schemas 38 gezeigt, zunachst der
bereits an anderer Stelle erfolgreich erprobte Umesterungsansatz gewéhlt (siehe
Kapitel 3.3.2). Der entsprechende Dibenzylester 33 konnte nach Chromatographie
an Kieselgel in maBiger Ausbeute von 25 % gewonnen werden. Da LXX durch
katalytische Hydrierung von 33 nicht in ausreichender Reinheit gewonnen werden
konnte, wurde die Darstellung des Bis-POM-Phosphonsaureesterprodrugs 35
gewahlt (Weg b) in Schema 38). Der entscheidende Vorteil des lipophilen
Doppelesterprodrugs ist die Mdéglichkeit zur saulenchromatographischen Reinigung
des Produkis an Kieselgel.

t, 4% so0 dass die

Darlber hinaus gilt die Bioaktivierung im Zellkulturassay als gesicher
Untersuchung der Endverbindung 35 eine zuverldssige Aussage zur
antiplasmodialen Potenz eines N-Hydroxy-Methylcarbamat-Analogons zulédsst. Die
Vorstufe 34 konnte nach literaturbekannter Methode im Anschluss an die
Phosphonsaureesterhydrolyse  durch  Umsetzung des  Rohprodukis  mit
(iberschiissigem Chlormethylpivalat und Triethylamin dargestellt werden.'®® 35 wurde
nach katalytischer Hydrierung mittels sdulenchromatographischer Reinigung an

Kieselgel mit 98 % Ausbeute und als Ol elementaranalysenrein gewonnen.
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0 OBn 0 OBn
I | CICOOCH;, I s
Et0” | SH Pyr, CHClp Et0” | T ™ TMSBr, CH,Cl,
OEt — OFt ! — >
LXXI 32
[ (|3| ?Bn ] (|)| OBn
2. H,OITHF
™SO~} N\n/o\ > bt NGO~
TMSO OH
o) o)
LXXII
Rohprodukt
H
2 Lxvi i U o fepec Lo
’ BnO— A € ’ Ve A
a) Lxxn —Benzen e { \ﬂ/ — HOL, \ﬂ/
33 LXX
Reinheit: 86%
B o) OH
POMOCI, 0 BN H,, Pd-C I o
NEt;, DMF  pomo—P . MeOH, 1h  pomo— ~
/ /
b) LXXII > POMO \[( POMO \([)]/
34 35
o)
o ¢ = POM

Schema 38. Untersuchte Synthesewege zur Darstellung des inversen Hydroxymethylcarbamat-

Analogons  Fosmidomycins  (Reinheitsbestimmung  mittels ~ HPLC-Analyse);  POMCI
Pivaloyloxymethylchlorid.
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3.4.4 Spektroskopische Eigenschaften

Das IR-Spekirum des Bis-POM-Esterprodrugs 35 ist in Abbildung 44 dargestellt.
Darin ist die charakteristische  Carbonyl-Valenzschwingungsbande  der
Pivalinsaureestergruppe bei 1754 cm™ gezeigt. Darilber hinaus erscheint die
Absorptionsbande der Carbonyl-Valenzschwingung der N-Hydroxy-
Methylcarbamatfunktion bei 1703 cm™. Die entsprechende Schwingungsbande lag
fir die O-benzyl-geschitzte Methylcarbamat-Vorstufe 34 noch hypsochrom
verschoben bei 1712 cm™. Das gleichzeitige Auftreten der breiten Hydroxyl-
Valenzschwingungsbande bei 3254 cm™ deutet auf die erfolgreiche Ablésung der
Benzylgruppe hin. Bei 1279 und 1259 cm™ erscheinen P=0-Valenzschwingungen
und bei 1025 und 1000 cm™" liegen die Maxima fiir die P-O-Valenzschwingung.
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Abbildung 44. IR-Spektrum (NaCl-Film) von Verbindung 35.

3.5 Austausch der inversen Hydroxamsaure- gegen eine
Carbonsaurefunktion

Aus der Entwicklungsgeschichte verschiedener Metalloenzym-Inhibitoren ist bekannt,
dass Carbonsaurefunktionen das katalytisch relevante Metallion im enzymatischen
Zentrum komplexieren koénnen (siehe z.B. ACE-Hemmer). Zudem steht diese
funktionelle  Gruppe in  einem engen  bioisosteren  Verhaltnis  zu
Hydroxamsauregruppen. Vor Beginn dieser Arbeit wurde UGber kein Analogon

Fosmidomycins berichtet, in dem die Hydroxamsauregruppe gegen eine
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Carbonsaurefunktion ausgetauscht wurde. Deswegen soll in dieser Arbeit die
Synthese und biologische Aktivitat eines solchen Derivats beschrieben werden.

Synthese
Aus Kapitel 2.1.4 ist die Synthese der Carbonsdure 3 bekannt. Die TMSBr-

unterstitzte Umesterung der Phosphonsaurediethylesterfunktion mit anschlieBender
Hydrolyse erbrachte 36 in 98 %iger Reinheit und mit 50 % Ausbeute (Schema 39).

i 0 i 0
P TMSBr, CH,CI —P
Et0” I OH e TMTSMOS d OTMS
; L _
H,O/THF
Y
. 0
P
HO™ c|> ) OH
36

Schema 39. Synthese der Phosphoncarbonséurezielverbindung 36.

3.6 Ergebnisse der biologischen Untersuchungen

Die Zielverbindungen 27 und 35, die als Prodrugs aufgefasst werden, sind in vitro am
multiresistenten K1-Stamm P. falciparums auf antiplasmodiale Eigenschaften und im
MRC-5-Assay auf Zytotoxizitat untersucht worden."™™t Aufgrund des Fehlens von
unspezifischen Esterasen, die flr die Bioaktivierung zu den Wirkformen bendtigt

werden, wurden weder Untersuchungen im EcDxr- noch im PDxr-Enzymassay

" Durchfiihrung siehe Kapitel 7.8
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vorgenommen. AuBerdem sind Enzymhemmkonstanten, antiplasmodiale Aktivitat
und Zytotoxizitdt des Bisphosphonats 31 und der Carbonsaure 36 in Tabelle 7
aufgelistet. #*##*_Zum Vergleich sind Daten zur biologischen Aktivitat der Leitstruktur
18 angegeben.

=0

S _0O P
HO™ |
H OH

27 31
o)
7L/< <|3| (I)H cl? 0
07\, —P N._0O P
o7y HO™ | OH
o) OH
g O
o)
O 35 36
<|3| 0
P OH
HO™ | N~

zum Vergleich: 18

Abbildung 45. Ubersicht der in Kapitel 3 vorgestellten Zielverbindungen.

Wie aus den biologischen Daten ersichtlich wird, fuhrt der Austausch der inversen
Hydroxamsaurefunktion der Referenz 18 gegen andere erfahrungsgemaB gut
chelatisierende Funktionen zum Verlust der antiplasmodialen Wirkung (Tabelle 7).

HEEEE Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte, errechnet aus mindestens drei unabhangig voneinander durchgefihrter

Messungen, +/- relativer Standardabweichung angegeben.
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Verbindung PDxr EcDxr P.fK1 MRC-5
ICsp [UM] ICs0 [UM] ICs0 [UM] CCsp [uM]
27 n.d. n.d. >64 >64
31 inaktiv inaktiv >64 >64
35 +/-3 60 +/- 6
35 n.d. n.d. (n=3) (n=3)
36 inaktiv inaktiv >64 >64
18 3,1 +/-0,3 243 +/- 30 0,48 +/- 0,29 59 +/-13
(n=18) (n=6)

Tabelle 7. In vitro Aktivitédt der Fosmidomycin-Analoga aus Kapitel 3 (n.d. = nicht determiniert).

4 Inverse Hydroxamsaureanaloga Fosmidomycins mit
unterschiedlichen aromatischen Substituenten in

o~-Position

Nachdem sich herausstellte, dass der bioisostere Austausch der Metallion-
chelatisierenden Hydroxams&aurefunktion der Leitstrukturen 17 beziehungsweise 18
zu Aktivitatsverlust gg. Dxr-Isoenzymen und in vitro gg. P.f. K1 flhrt, wird im weiteren
Verlauf die Variation des aromatischen Phenyl-Substituenten und deren Auswirkung
auf die biologische Aktivitat beschrieben.

Ausgehend von 17 und 18 sollten die Derivate, die in Schema 40 gezeigt sind,
synthetisiert und biologisch untersucht werden. Insbesondere Wasserstoff- und
Methylsubstituenten an der Stickstofffunktion der inversen Hydroxamsaure erwiesen
sich als vorteilhaft, weshalb von jedem aromatisch variierten Strukturtyp beide
Hydroxamsaurederivate eingehend untersucht werden sollten.

Basierend auf bekannten Struktur-Aktivitats-Studien an a-Phenyl-Fosmidomycin-
Analoga (Kapitel 1.1.8.2),'%> '8 fiel die Wahl unter anderem auf inverse Di-
Halogenphenyl-Analoga (Schema 40). Uberdies sollten Fosmidomycin-Analoga mit
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einem elektronenliefernden p-Methyl-Substituenten untersucht werden. Mithilfe von
Derivaten, die einen 1-Naphthyl-Substituenten tragen, kénnte dartber hinaus die
Toleranz gg. einer sterisch anspruchsvollen zweikernigen aromatischen Gruppe in

o-Position ermittelt werden (Schema 40).

R = H (70), Me (62)

N/OH
|
......... - R
R =H (LXXIIl), Me (63)
R=H (17):
ICsp P.f.K1 = (2,7 +/- 2,3) uM
R = Me (18): “a
IC59 P.f.K1 =(0,5 +/- 0,3) uM
50 ( )M _OH
\ R = H (71), Me (64)
RN

R = H (69), Me (61)

Schema 40. Angestrebte Zielverbindungen abgeleitet von 17 und 18.

4.1 Synthese

Die Gewinnung der Zielverbindungen erfolgte analog zu der in den Kapiteln 2.1.3
und 2.1.4 vorgestellten Methode (Schema 51). Die Synthese und die analytischen
Eigenschaften der daflr bendétigten Arylmethylphosphonate LXXIV-LXXVII sind

literaturbekannt.203-2%
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Die O-benzylgeschitzten Hydroxamsauren 49-56 wurden durch CDI-vermittelte
Aktivierung der Carbonsduren 45-48 und Umsetzung mit LI beziehungsweise LIl in
Ausbeuten von 70 bis 97 % erhalten (Schema 41).

; 9 D
P. nBulLi, Toluen P.
Et0” |j ; o >  EtO” |No
OEt OEt
R R
Br
LXXIV (R = 1-Naphthyl) LVI 37 (R = 1-Naphthyl)

LXXV (R = 3,4-F-Ph)
LXXVI (R = 3,4-CI-Ph)
LXXVII (R = 4-CH;-Ph)

38 (R = 3,4-F-Ph)
39 (R = 3,4-Cl-Ph)
40 (R = 4-CH3-Ph)

o o 41 (R = 1-Naphthyl)
3740 Aceton, 2N HCI IIJ 42 (R = 3.4-F-Ph)
> Et0” | H 43 (R=34-Cl-Ph)
OFL, 44 (R = 4-CHs-Ph)
O 0 45 (R = 1-Naphthyl)
SeOZ, H202 ll:l) 46 (R = 3,4'F-Ph)
41-44 > EtO” | OH 47 (R = 3,4-CI-Ph)
OFLY 48 (R = 4-CHy-Ph)
1. CH,Cl, 1,1 eq CDI
o 0 1=1_ 2 =
2 ©\,O—NHR I 49 (R1 1-Naphthyl, R2 H)
- P _OBn 50 (R' = 1-Naphthyl, RZ = Me)
45-48 > EO7 N 1 |
R=H (LI OEt! , L 51 (R" = 3,4-F-Ph, R? = H)
Me (LIl) R R 52 (R'=34-F-Ph R? = Me)
53 (R' = 3,4-CI-Ph, R? = H)
54 (R = 3,4-CI-Ph, R? = Me)
55 (R' = 4-CH3-Ph, R? = H)
56 (R" = 4-CHy-Ph, R? = Me)

Schema 41. Synthese geschiitzter inverser Hydroxamsé&ureanaloga Fosmidomycins mit variierter
aromatischer Substitution.

In Analogie zum Phenylderivat 9 (Kapitel 2.1.4) fielen nur die Phosphonsauren mit
N-methyl-O-benzylsubstituierten Hydroxamsaurefunktionen (57-60) nach TMSBr-
vermittelter Phosphonsaureesterspaltung als analysenreine Feststoffe aus (Schema
42).
analysenreine Substanzen erhalten.

Die Zielverbindungen 61-64 wurden nach katalytischer Hydrierung als
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1. TMSBr, CH,Cl, |C|> 0 57 (R = 1-Naphthyl)
2. THF/H,0 b _oBn 98(R=34-F-Ph)
50, 52, 54, 56 » HO” | N 59 (R = 3,4-CI-Ph)
OHR | 60 (R = 4-CH3-Ph)
1,5 bar H,/Pd-C 0 0 61 (R = 1-Naphthyl)
MeOH 1 oH 62 (R=34-F-Ph)
57-60 > HO” | N~ 63 (R = 3,4-CI-Ph)
OHR | 64 (R = 4-CHz-Ph)

Schema 42. Gewinnung der Endverbindungen 61-64.

Die unsubstituierten O-benzylsubstituierten Hydroxamsauren 49, 51, 53 und 55
konnten erfolgreich in die Dibenzylester 65-68 CUberfihrt werden (Schema 43).
Obwohl die Ausbeuten stark variierten, konnten alle Verbindungen aufgrund ihrer
lipophilen Eigenschaften durch mehrmalige Saulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt werden. Die anschlieBende Hydrogenolyse der Benzylschutzgruppen
erbrachte die Zielverbindungen 69-71. Nach Palladium-katalysierter Reduktion von
67 kam es allerdings zur unerwlnschten hydrogenolytischen Abspaltung der
Chlorsubstituenten. Die Auswertung der analytischen Daten bestatigte, dass das
Produkt LXXIII der phenylsubstituierten Verbindung 17 entspricht (Schema 43).

1. TMSBr, CH,Cl,

2. THF/H,O (0] 0 65 (R = 1-Naphthyl)
3. LXVII, Benzen I 66 (R = 3,4-F-Ph)
o /P OBn
49, 51, 53, 55 » BnO N~ 67 (R = 3,4-CI-Ph)
BnO I H 68 (R = 4-CH;-Ph)
(|)| 0 69 (R = 1-Naphthyl)
H,/Pd-C, MeOH 70 (R = 3,4-F-Ph)
65-68 > /Ff AOH - oxan > 17 (R =Ph)
HO N
OHR H 71 (R = 4-CH3-Ph)

Schema 43. Gewinnung der unsubstituierten Hydroxamsduren 69, 70 und 71.

Bereits Schliter berichtete Uber eine analoge Hydrodehalogenierung von
Fosmidomycin-Analoga mit 3,4-Dichlorphenylgruppe.?®® Durch Verringerung des
Wasserstoffgastiberdrucks auf Atmospharendruck und Verwendung eines katalytisch
schwéacher aktiven Palladium-Kohle-Katalysators, der 5 anstelle von 10 %
Palladiumanteil besitzt, konnte die Nebenreaktion jedoch auch nicht vollstandig
unterbunden werden. Deshalb wurde die Synthese des gewilinschten Endprodukis
LXXIIlI an diesem Punkt eingestellt.
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4.2 NMR-spektroskopische Eigenschaften

Aufgrund heteronuklearer Kopplungen zwischen '°F beziehungsweise *'P zu '*C
weisen die
3C-NMR-Spektren der 3,4-Difluorphenyl-Analoga in dieser Arbeit besondere
Signalaufspaltungen auf. Das '*C-NMR-Spektrum der Verbindung 52 in Abbildung 46
dient dafir als Beispiel. Die Resonanzsignale b und ¢ stammen von den mit Fluor
verbundenen '3C-Atomen in Position 3 und 4 des Aromaten. Aufgrund des
entschirmenden Effekts der elektronegativen Halogene liegen deren Signale
zwischen 145 und 150 ppm tieffeldverschobener. Dartber hinaus weisen sie durch
die heteronuklearen Kopplungen zu beiden '°F-Atomen jeweils doppelte
Duplettaufspaltungen auf. Die quartaren aromatischen Kohlenstoffatome erzeugen
die Resonanzsignale d und e, den Signalen f bis h kénnen die aromatischen
Kohlenstoffatome der Benzylgruppe zugeordnet werden (Abbildung 46).

P 0 f
o — g n e q o |
07} a N e 9 - fc
¥ oM | ! ! 3 )
m 0= i o EJCFF:17-4 HZ, 2Jc_|:216.7 HZ,
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Abbildung 46. '°C-NMR-Spektrum von Verbindung 52 in DMSO-dj.
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Hochfeldverschoben zu den Signalen der anderen aromatischen Kohlenstoffatome
folgen bei 117.87 (Signal j) und 117.26 (Signal k) ppm zwei Resonanzsignale, die in
doppelte Dubletts aufspalten. Die Multiplizitat unterscheidet sich insbesondere durch
die starkere Kopplung zwischen dem Kohlenstoffatom in Position 2 des Aromaten
und dem Fluoratom in Position 4 (*Jcr = 6.5 Hz). Die Kopplung zwischen dem
Kohlenstoffatom in Position 5 und dem Fluoratom in Position 3 weist hingegen eine
Kopplungskonstante von %Jc.r = 1.4 Hz auf. Die Ubrigen, hochfeldverschobeneren
Resonanzsignale | (75.08 ppm), m (61.73 und 61.45 ppm), n (41.28 ppm), p (29.17
ppm), g (24.31 ppm) und r (16.14 beziehungsweise 15.99 ppm) unterscheiden sich
hinsichtlich der Lage und Aufspaltung nicht besonders von analogen
Resonanzsignalen nicht-fluorierter Verbindungen, die in dieser Arbeit bereits an
anderer Stelle besprochen wurden. Ein Beleg fir das Vorliegen einer N-methylierten
Hydroxamsaureverbindung ist das Resonanzsignal o bei 32.63 ppm, welches durch
die Methylgruppe der Hydroxamatgruppe verursacht wird (Abbildung 46).

4.3 Ergebnisse der biologischen Untersuchungen

Tabelle 8 stellt die biologischen Aktivitdten der in Abbildung 47 gezeigten
Testverbindungen des Kapitels 4 gg. der EcDxr und PDxr sowie dem K1-Stamm von
P.falciparum dar. AuBerdem sind die ICso-Werte aus der Zytotoxizitatsbestimmung im
MRC-5-Assay wiedergegeben.

O O O O O OH
2 OH 2 on Ne'd N _O
HO” | Ng HO” | N~ 07NN \f
OH I OH | OH
R H R R
17 (R = Ph) 18 (R = Ph) Fosmidomycin-Mononatrium (R = H)
69 (R = 1-Naphthyl) 61 (R = 1-Naphthyl) FR900098-Mononatrium (R = Me)
70 (R = 3,4-F-Ph) 62 (R = 3,4-F-Ph)
71 (R = 4-CH3-Ph) 63 (R = 3,4-CI-Ph) 0
64 (R = 4-CH3-Ph) Il
P. OH
HO™ | N~
OH I
R
19 (R = Et)
20 (R =i-Pr)

Abbildung 47. Testverbindungen des vierten Kapitels und Referenzen.
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Verbindung PDxr EcDxr P.fK1 MRC-5
ICso [NM] 1Cs0 [NM] 1Cso [UM] CCso [UM]
61 9,4 +/-1,3 3833 +/- 170 0,97 +/- 0,79 58 +/- 13
(n=3) (n=23) (n=8) (n=8)
69 37 +/- 3 7380 +/- 180 2,4 +/-1,1 >64
(n=3) (n=3) (n=6) (n=4)
62 3.4 +/-0,4 17 +/-7 0,30 +/- 0,20 60 +/- 11
(n=3) (n=3) (n=10) (n=8)
70 3,9+/-0,4 178 +/- 20 0,40 +/- 0,31 >64
(n=3) (n=3) (n=5) (n=7)
64 14 4/-2 286 +/- 19 0,14 +/- 0,07 >64
(n=23) (n=3) (n=7) (n=4)
71 187 +/- 14 695 +/- 96 5,7 +/- 0,8 >64
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
63 2,8 +/- 0,4 208 +/- 16 0,38 +/- 0,17 >60
(n=3) (n=3) (n=8) (n=86)
19 15 +/-2 >14000 1,3+/-1,5 >64
(n=5) (n=5)
20 inaktiv inaktiv >64 >64
(n=3) (n=3)
18 3,1+/-0,3 243 +/- 30 0,48 +/- 0,29 59 +/- 13
(n=3) (n=23) (n=18) (n=86)
17 12 +/- 3,1 592 +/- 25 2,7 +/-2,3 57 +/-12
(n=3) (n=3) (n=10) (n=8)
Fosmidomycin- 144 +/- 16 221 +/- 14 3,0+/-2,6 58 +/- 13
Mononatrium (n=3) (n=23) (n=7) (n=6)
FR900098- 15 +/- 1 131,0 +/- 2,9 1,2 4/-1,0 59 +/- 13
Mononatrium (n=3) (n=3) (n = 8) (n = 6)

Tabelle 8. In vitro Aktivitdt der inversen Hydroxamsédureanaloga Fosmidomycins mit unterschiedlichen
aromatischen Gruppen in a-Position. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte, errechnet aus der
Gesamtheit (n) voneinander unabhdngig durchgefiihrter Messungen, +/- Standardabweichung
angegeben. Zum Vergleich sind die Werte der Referenzsubstanzen Fosmidomycin, FR900098 und
der Leitstrukturen 17-20 mit angegeben.
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4.4 Interpretation der biologischen Aktivitaten

Orientierend an den Leitstrukturen 17 und 18 wurden durch Variation des
aromatischen Kerns beziehungsweise Veranderung der Substitution Analoga mit
deutlich veranderter biologischer Aktivitat erhalten. So weisen 62, 63, 70 gg. PDxr
mit 18 vergleichbare [Cso-Werte auf und gehdéren zu den bisher potentesten
Inhibitoren gg. diesem Enzym. Abgesehen von dem Aktivitatsverhaltnis zwischen 62
und 70 sind
N-Methylhydroxamsauren innerhalo der vorgestellten Derivate deutlich aktivere
PDxr-Inhibitoren. In Kapitel 2 wurde bereits gezeigt, dass die Methylgruppe flr die
inhibitorische Aktivitat besser ist als eine Ethyl- oder Isopropylsubstitution am
Hydroxamsaurestickstoffatom. Die Einflihrung eines elektronenschiebenden
(p-Methyl) oder voluminéser aromatischen Substituenten verringerte die
inhibitorische Aktivitdt von 64 und 71 beziehungsweise 61 und 69 gg. dem
plasmodialen Enzym. Die freie Hydroxamsaure 70 mit einem
Difluorphenylsubstituenten ist unter den freien Hydroxamsaurederivaten der
potenteste PfDxr-Inhibitor. Die Aktivitdtsabfolge ist gg. EcDxr vergleichbar, wobei die
Inhibitionskonstanten um mehrere Zehnerpotenzen héher im submikromolaren bis
mikromolaren Bereich liegen. Daraus lasst sich eine ausgepragte Praferenz der
vorgestellten Inhibitoren gg. dem plasmodialen Enzym ablesen. Besonders deutlich
wird die groBere Toleranz PfDxrs gg. inversen Analoga mit volumindseren
aromatischen Substituenten in a-Position an Verbindung 61. Einerseits vermag die 1-
naphthylsubstituierte Verbindung das plasmodiale Enzym noch im einstellig
nanomolaren Bereich zu hemmen, gg. der bakteriellen EcDxr ist dieses Analogon
dagegen ein Inhibitor mit hoher mikromolarer Hemmkonstante. Damit ist eindeutig
gezeigt, dass die vielfach angefiihrte hohe Ubereinstimmung der Aminoséduren, die
das katalytische Zentrum der PDxr und EcDxr ausmachen, nicht ausreicht, um aus
Inhibitionsstudien von Fosmidomycinanaloga gg. EcDxr direkt deren potenzielle
antiplasmodiale Aktivitit abzuleiten.'®®

Aus den In vitro Studien an P.f. K1 ergab sich fir die Fosmidomycinanaloga eine
ahnliche Aktivitatsabfolge wie zuvor gg. dem PDxr-Enzym, wobei die 1Cso-Werte im
mikromolaren Bereich liegen. Wahrscheinlich liegt dieser Aktivitatsabfall in der hohen
Hydrophilie der Endverbindungen begrindet. Durch diese Stoffeigenschaft werden
die Verbindungen verhaltnismaBig gering am Wirkort angereichert. In Bezug auf ihre
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inhibitorische Aktivitat gg. PDxr erstaunt es, dass die 4-methylphenylsubstituierte
N-Methylhydroxamsaure 64 das Wachstum des P.f.-Stamms K1 mit einem ICso-Wert
von 0,14 +/- 0,07 uM bei noch niedrigeren Konzentrationen zu hemmen vermag als
die anderen Analoga. In Ubereinstimmung mit den Enzymassays sind auch im
Zellkulturassay die N-Methylhydroxamsauren aktiver als die unsubstituierten
Hydroxamsauren.

Aufgrund ihrer gleichermaBen herausragenden Potenz gg. PDxr und ebenso
ausgepragten antiplasmodialen Eigenschaften in vitro wurden die fluorierten Analoga
62 und 70 fir weitergehende In vivo Studien gg. P. berghei im akuten Malaria-
Mausmodell untersucht. Dieses Vorgehen begriindet sich v.a. aus der Tatsache,
dass 64 erst zu einem sehr spaten Zeitpunkt vorlag. Die Untersuchungen am
lebenden Organismus mussten aufgrund der aufwendigen Vorbereitungen schon zu
einem relativ frihen Zeitpunkt angemeldet werden, als 62 und 70 noch die
antiplasmodial aktivsten Verbindungen innerhalb der Zielverbindungen darstellten.

4.5 Antiplasmodiale In vivo Aktivitat von 62 und 70

70 62
Abbildung 48. Ausgewdhlte Fosmidomycin-Analoga fiir die weitergehende In vivo Bestimmung.

Einleitung

Die praktische Durchfiihrung der antiplasmodialen /n vivo Testung von 62 und 70
erfolgte im LMPH (Laboratory for Microbiology, Parasitology and Hygiene, Belgien) in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Louis Maes.

Fosmidomycins ungiinstige Pharmakokinetik''® wurde in einer friiheren In vivo Studie
gg. P. vincker-infizierten Mausen in einem Behandlungsregimen mit dreimal taglicher

Gabe (alle 8 Stunden) beriicksichtigt.”® Aufgrund der Vermutung, dass die in dieser
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Arbeit  vorgestellten Fosmidomycin-Analoga durch ihre Phosphon- und
Hydroxamsaurefunktionen &hnliche pharmakokinetische Eigenschaften aufweisen
kénnten, wurde das In vivo Experiment derart modifiziert, dass die Testsubstanzen
zweimal taglich in zueinander gleichgroBen zeitlichen Intervallen verabreicht wurden.
Zum Vergleich wurde jeweils eine Behandlungsgruppe parallel mit Chloroquin und
dem Mononatriumsalz von Fosmidomycin behandelt. Auf ausdricklichen Wunsch
und basierend auf den positiven Erfahrungen der Kooperationspartner wurden
Fosmidomycin, 62 und 70 in Kombination mit dem CYP3A4-Hemmer Ritonavir
verabreicht. Dadurch sollte ein eventuell auftretender enzymatisch katalysierter,
oxidativer Abbau der Testverbindungen unter physiologischen Bedingungen
vermieden werden. Fosmidomycin wurde in dieser Studie wie die
Untersuchungssubstanzen im selben Zeitintervall gegeben. Chloroquin wurde nur
einmal taglich verabreicht (Material und Methoden im Experimentellen Teil, Kapitel
7.9.2).

Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 9 gibt Kérpergewicht und Uberlebensrate der Mause in den jeweiligen
Behandlungsgruppen im Verlauf des Experiments wieder. AuBerdem gibt die Tabelle
die prozentual infizierten Erythrozyten der Tiere an den jeweiligen Behandlungstagen
wieder.

Die mit dem Vehikel behandelte Kontrollgruppe G-1 entwickelte schwerwiegende
Symptome einer Malaria (krankhafte Erscheinung, Tremor, Somnolenz) und einen
starken Koérpergewichtsverlust. Damit verbunden wurden bereits an Tag 4 nach
Infektion (= p.l.) ein hohes MaB an Parasitdmie mit 31,9 +/- 7,0 % infizierten RBC
(Tabelle 10) und eine mittlere Uberlebenszeit nach Infektion (= MST) von 7,2 Tagen
p.l. festgestellt. Eine Maus lebte mehr als sieben Tage p.l., starb aber an Tag 10 mit
einer hohen intraerythrozytaren Parasitenlast.

Die Behandlungsgruppe G-2 bestétigte die hohe Effizienz der Gabe von Chloroquin
(98 %ige Unterdrickung der Parasitamie, Tabelle 10). Zwei Mause starben an Tag
10 und Tag 11 p.l. und damit kurz vor Abschluss des Experiments. Die verbliebenen
Mause wiesen Parasitamien von 0,4, 6,9 und 32 % auf. Insgesamt ergibt sich daraus
eine MST von 10,6 Tagen.
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Koérpergewicht (Gramm)

Anzahl Maus- Uberlebenszeit
Mause/ Tag 0 Tag 4 Tag 7 Tag 11 .
Gruppe nummer in Tagen
G-1: Vehikel- 5 1 24,0 21,6 T T 6,0
behandelte, 2 25,0 21,1 17,6 T 8,0
infizierte 3 24,0 22,2 18,6 T 10,0
Kontrollgruppe: 4 25,0 23,2 T T 6,0
50 pL DMSO + 5 26,0 223 T T 6,0
10 mg/kg KG MST 24,8 22,1 18,1 7,2
Ritonavir rel. Std. 0,8 0,8 0,7 1,8
5 1 26,0 25,1 25,2 26,0 >11,0
2 26,0 25,8 27,4 T 10,0
G-2: Chloroquin: 3 24,0 24,5 24,0 21,8 >11,0
10 mg/kg KG, 50 4 25,0 26,4 27,6 T 10,0
pL Inokolum i.p. 5 26,0 25,5 25,9 27,4 >11,0
MST 25,4 25,5 26,0 25,1 10,6
rel. Std. 0,9 0,7 1,5 2,9 0,5
G-3: 4 1 25,0 25,2 24,2 21,1 >11,0
Fosmidomycin: 2 23,0 23,6 22,9 1 10,0
80 mg/kg KG, 50 3 25,0 26,5 25,4 24,8 >11,0
uL Inokolum i.p. + 4 26,0 247 24.8 25,4 >11,0
10 mg/kg KG MST 24,8 25,0 243 23,8 10,8
Ritonavir p.o. rel. Std. 1,3 1,2 1,1 2,3 0,5
5 1 26,0 22,7 21,4 21,2 >11,0
G-4:62: 80 2 23,0 1 1 T Dosierfehler
mg/kg KG, 50 L 3 25,0 21,7 T T 7,0
Inokolum i.p. + 10 4 23,0 22,2 1 1 7,0
mg/kg KG 5 24,0 21,4 t t 6,0
Ritonavir p.o. MST 24,2 22 21,4 21,2 7,8
rel. Std. 1,3 0,6 2,2
5 1 24,0 22,7 21,1 22,8 >11,0
G-4:70: 80 2 25,0 25,6 25,6 24 >11,0
mg/kg KG, 50 pL 3 25,0 20,6 20,3 20,7 12,0
Inokolum i.p. + 10 4 22,0 22,3 22,2 24,9 >11,0
ma/kg KG 5 26,0 17,4 t t 6,0
Ritonavir p.o. MST 24.4 21,7 22,3 23,1 10,2
rel. Std. 1,5 3,0 2,3 1,8 2,4

Tabelle 9. Kérpergewicht und Uberlebensrate der Mause (rel. Std. = relative Standardabweichung, KG
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= Kérpergewicht, i.p. = intraperitoneal, p.o. = peroral).

o infizierte RBC Durchschnittliche
(Mittelwert) prozentuale
Unterdriickung der
Anzahl Mausnummer Parasitamie
Mause/Gruppe
Tag4 Tag7 Tag 11 anTaqg 4 p.l.
_ 5 1 25,9 T T
G-1: Vehikel- o 35.3 228 +
behandelte, 3 273 11.2 +
infizierte
Kontrollgruppe: 50 N 285 f f
uL DMSO + 10 ° 420 v v
markg KG Ritonavir Mittelwert 31,9 17,0 0
rel. Std. 7,0 8,2
5 1 0,0 0 0,4
2 0,1 1,8 T
G-2: Chloroquin: 10 3 2,4 7,3 32,4
mg/kg KG, 50 pL 4 0,0 0,4 T
Inokolum i.p. 5 0,2 0,4 6,9
Mittelwert 0,5 2,0 13,2 98
rel. Std. 1,0 3.1 16,9
G-3: 4 1 5,1 5,5 34,9
Fosmidomycin: 80 2 0,1 1,7 T
ma/kg KG, 50 pL 3 5,0 9,0 46,1
Inokolum i.p. + 10 4 0,4 9 40,2
mg/kg KG Ritonavir Mittelwert 2,6 6,3 40,4 92
p.o. rel. Std. 2,8 3,5 5,6
5 1 7,7 5,4 39,9
G-4: 62: 80 mg/kg 2 t T t
KG, 50 puL 3 1,8 t T
Inokolum i.p. + 10 4 7,0 T T
mg/kg KG Ritonavir 5 11,9 T T
p-o. Mittelwert 7,1 5,4 39,9 78
rel. Std. 4,2
5 1 7,2 6,1 37,3
G-4:70: 80 mg/kg 2 6,9 6,3 23,5
KG, 50 pL 3 2,3 5,8 50,3
Inokolum i.p. + 10 4 0,5 4,0 24
mg/kg KG Ritonavir 5 0,2 T T
p.o. Mittelwert 3,4 55 33,8 89
rel. Std. 3,4 1,1 12,8

Tabelle 10. Parasitdmie der Versuchstiere. ( rel. Std. = relative Standardabweichung, KG =

Kérpergewicht, i.p. = intraperitoneal, p.o. = peroral)
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Die Behandlung mit Fosmidomycin erbrachte mit 92 %iger Unterdrickung der
Parasitamie an Tag 4 p.l. eine hohe antiplasmodiale Effizienz in vivo. Eine Maus
verstarb an Tag 10 p.l.,, die restlichen Tiere wiesen zum selben Zeitpunkt
Parasitamien von 34,9, 40,2 und 46,1 % auf. Daraus errechnet sich eine MST von
10,8 Tagen.

Verbindung 62 bewirkt eine 78 %ige Unterdrickung der Parasitdmie an Tag 4 p.l..
Bis auf ein Individuum verstarben alle Versuchstiere vor Ende des Experiments,
wobei eine Maus einer Uberdosis Ritonavir erlag und deshalb aus der
Ergebnisrechnung ausgeschlossen wurde. Die MST betrdgt far diese
Behandlungsgruppe 7,8 Tage.

Die Behandlung mit Verbindung 70 bewirkte eine 89 %ige Unterdrickung der
Parasitamie an Tag 4 p.l.. Je eine Maus verstarb an Tag 6 und an Tag 12 p.l.. An
Tag 7 p.l. betrug die durchschnittliche Parasitamie der Uberlebenden Mause 5,5 %,
an Tag 11 p.l. 33,8 %. Zur besseren Veranschaulichung der Antimalaria-Effektivitat
der Untersuchungssubstanzen im Vergleich zu Chloroquin und Fosmidomycin wurde
eine Kaplan-Meier-Analyse®'® der ermittelten In vivo Aktivitat im akuten P. berghei-
Mausmodell vorgenommen, deren graphische Veranschaulichung in Abbildung 49

vorgenommen wurde.?'®

)
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Abbildung 49. Kaplan-Meier-Analyse der In vivo Aktivitdt im P. berghei-Mausmodell von
Fosmidomycin, 62 und 70 (ibernommen und modifiziert aus Behrendt et al. J. Med. Chem. 2011,
54(19), 6796-6802.)."°

Daraus ergibt sich, dass das Fosmidomycin-Analogon 70 aufgrund der bewirkten

Reduktion der Parasitamie und der Uberlebenszeit der Mause eine mit Chloroquin
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und ansatzweise mit Fosmidomycin vergleichbare Effektivitat gg. P. berghei aufweist.
Andererseits ist die N-methylsubstituierte Verbindung 62 in vivo schwacher aktiv,
auch wenn die Messergebnisse am P. falciparum K1-Stamm eine hdhere
In vivo Aktivitat erwarten lieBen. Dieses Ergebnis deutet auf eine Problematik in der
Vergleichbarkeit der antiplasmodialen  Aktivitdt innerhalb  verschiedener
Plasmodienspezies hin. Entsprechende vergleichende Messungen gg. dem Dxr-
Enzym von P. berghei beziehungsweise im Zellkulturassay waren zum Zeitpunkt der
Dissertationsanfertigung jedoch nicht méglich.

4.6 Kristallstrukturanalyse des Terniarkomplexes aus EcDxr, Mn*
und 62

Aus den EcDxr-Hemmwerten der Fosmidomycin-Analoga aus Kapitel 2 und 4 ergibt
sich, dass 62 zum jetzigen Zeitpunkt der potenteste EcDxr-Inhibitor ist (Tabelle 8).
Der Arbeitsgruppe von Michael Groll gelang es mithilfe der crystal soaking -
Methode®, 62 im Komplex mit einem Mn?*-lon an EcDxr zu binden und einen Beitrag
zur Aufklarung des Bindungsmodus zu machen. Die Réntgenstrukturanalyse zeigt in
einer Auflésung von 2.1 A, dass die Gesamtstruktur des Proteins mit der von friiher
publizierten IspC-Strukturen zum gréBten Teil lbereinstimmt (PDB-Eintrag: 3R0I).?"°
Ein Strukturvergleich mit dem "offenen" Fosmidomycin-EcDxr-Komplex (PDB-
Eintrag: 1ONP, Abbildung 50 links) von Steinbacher und Mitarbeitern®® und dem
"geschlossenen” Fosmidomycin-EcDxr-NADPH-Komplex von Mac Sweeney und
Mitarbeitern®® (PDB-Eintrag: 1QOL, Abbildung 50 rechts) verdeutlicht, dass 62 an
derselben Stelle wie Fosmidomycin bindet. Damit konkurriert der Inhibitor kompetitiv
mit DOXP um dessen Bindestelle.  Andererseits verdeutlicht der
Kristallstrukturvergleich auch, dass 62 anders als Fosmidomycin nur in die "offene"
Form des Enzyms zu binden vermag (Abbildung 50 links). Bei virtueller Einlagerung
des Inhibitors in die "geschlossene" Form des Enzyms und der damit verbundenen
Abdeckung der Bindetasche durch die flexible Schleifenregion wirde es zu
AbstoBungen zwischen Aminosduren der flexiblen Schleifenregion, vor allem
Asn211, und dem fluorierten Aromaten von 62 kommen (Abbildung 50 rechts).
Zwischen 62 und der flexiblen Schleifenregion finden keine erkennbaren direkten
Wechselwirkungen statt. Trotzdem kénnen aufgrund der geringen Elektronendichte
der flexiblen Schleife in der durchgefiihrten  Rdntgenstrukturanalyse
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Wechselwirkungen zwischen dem Fosmidomycin-Analogon und Aminosauren dieser

Region nicht ausgeschlossen werden.

b62:1spC

Abbildung 50. links: Uberlagerung der Kristallstrukturen der Inhibitoren 62 und Fosmidomycin (FOS
in den Abbildungen) gebunden an die aktive Region von EclspC in der "offenen" Enzymkonformation;
rechts: Analoge Uberlagerung in der "geschlossenen" Enzymkonformation (siehe PDB-Referenz:
3R0I; tibernommen aus Behrendt et al. J. Med. Chem. 2011, 54(19), 6796-6802.).2"°

Abbildung 51. links: vergréBerte Ansicht der katalytisch aktiven EcDxr-Region mit gebundenem
Inhibitor 62; die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen EcDxr, Liganden und Wassermolekdlen (W)
werden als gestrichelte Linien gezeigt, die in lilafarbener Kontur gezeigten Elektronendichtewolken
werden bei 0.9 o mit 2F,-F.-Koffizienten dargestellt; rechts: schematische Darstellung der
Interaktionen zwischen 62, Mn®* und EcDxr, auBerdem sind intramolekulare van der Waals-
Interaktionen zwischen der N-Methylgruppe, dem Difluorphenylring und den Methylengruppen skizziert
(tibernommen aus Behrendt et al. J. Med. Chem. 2011, 54(19), 6796-6802.).5"°

Die genaue kristallographische Analyse ergibt, dass 62 im Komplex mit EcDxr

intramolekulare Van-der-Waals-Interaktionen seiner Hydroxamsaure-Methylgruppe
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sowohl  zum  Difluorphenylring als auch zur Propylkette  ausbildet.
Bemerkenswerterweise bildet die N-Methylfunktion keine direkten Wechselwirkungen
zum Enzym aus, so dass die starkere Bindung von 62 an EcDxr im Vergleich zu
Fosmidomycin oder dem Phenylderivat 18 nur aus den beschriebenen enthalpischen
und entropischen Beitragen abgeleitet werden kann.?'®

Abbildung 51 zeigt schematisch die gefundenen Interaktionen zwischen 62 und
EcDxr. Die Abbildung zeigt, dass die inverse Hydroxamsaurefunktion des Inhibitors,
analog zur Hydroxamsauregruppe Fosmidomycins, Uber die Sauerstoffatome am
oktaedrischen Komplex zum zweiwertigen Mn?*-lon teilnimmt. AuBerdem bildet die
Phosphonsaurefunktion identische Wasserstoffbrickenbindungen wie Fosmidomycin
zur EcDxr aus. Darlber hinaus zeigen die Fluoratome des Inhibitors dipolare
Wechselwirkungen zu Wassermolekuilen (W4 und W5 in Abbildung 51).

5 Derivatisierung der inversen Hydroxamsaure- zur

N-Hydroxyimidfunktion

5.1 Syntheseidee

Hydroxamsauren und N-Hydroxyimide sind chemisch eng miteinander verwandt.?’®

Analog zu Hydroxamsaurefunktionen kénnen auch N-Hydroxyimidgruppen sehr gut
Metallionen chelatisieren. So ist beispielsweise das zyklische N-Hydroxyimid LXXIV
ein in mikromolaren Konzentrationen wirksamer Inhibitor der isolierten HIV RNase H,
der RNase H-Doméane der Reversen Transkriptase von HIV und der E.coli
Ribonuclease IIl (Abbildung 52).2°%2'° Den Enzymen ist gemein, dass sie zur Klasse
der Hydrolasen gehéren und dass fir ihre Aktivitat die Anwesenheit von jeweils zwei
Mg®*-, Mn?*- oder Co**-lonen als Kofaktoren essenziell ist. Martin und Mitarbeiter
stellten basierend auf SAR-Studien zur Erklarung des N-Hydroxyimid-
Bindungsmodus ein Modell auf.
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2,1 Angstréom
Q--.._Me?

N—Gi—| 4 Angstrém

2,1 Angstrom
Me?* : zweiwertiges

Metallion
LXXIV
ICs0 (HIV-RT DNA) = 40 uM
ICs0 (HIV-RNaseH) = 0,43 yM
ICso (EcRNase I11) = 14/8 uM (Mg>*/Mn?* als Kofaktor)

Abbildung 52. Inhibitionskonstanten von LXXIV an verschiedenen Hydrolasen und postulierter
inhibitionsrelevanter Chelatmodus nach Martin und Mitarbeitern.®"’

Demnach vermag die N-Hydroxyimidfunktion beide katalytisch aktiven Metallionen zu
chelatisieren (LXXIV in Abbildung 52). Von Wang und Mitarbeitern wurde jangst
gezeigt, dass LXXV als dualer Inhibitor der HIV Reversen Transkriptase und
Integrase agiert.?'? Basierend auf Molecular Modelling Studien klarten die Autoren
den Bindungsmodus am Integraseenzym auf. Analog zu Raltegravir ist die
Ausbildung einer "chelatisierenden Triade" fir die Hemmwirkung essenziell
(Abbildung 53).

Mg**
FTe
HO N— ~
Mg%*" N l ,</ \N H n
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LXXV: Raltegravir:
ICs0 (HIV-RT DNA) = 0,17 yM ICs0 (HIV-IN strand transfer) = 2-7 nM

ICsq (HIV-IN strand transfer activity) = 3,5 uM

Abbildung 53. Inhibitionskonstanten von LXXV, Raltegravir und die "chelatisierende Triade"*"®

Im Verlauf dieser Arbeit zeigte sich, dass die Hydroxamsaurefunktion Fosmidomycins

nicht ohne gleichzeitigen Dxr-Hemmverlust gegen andere erfahrungsgemafB gut



123

chelatisierende Gruppen ausgetauscht werden kann (siehe Kapitel 3). Aufgrund der
chemischen Verwandtschaft zu Hydroxamsauren und der guten Chelatisierung von
katalytisch aktiven Mg?*-lonen, wird im Folgenden untersucht, ob sich die
Hydroxamsaurefunktion  der  Leitstrukiur 62  bioisoster gegen  eine
N-Hydroxyimidfunktion - wie in 73 - ersetzen lasst (Schema 44).

Zielverbindung 73

ICso (PfDxr) = (3,4 +/- 0,4) nM

Schema 44. Ableitung der Zielverbindung 73 aus der Hydroxams&ure-Leitstruktur 62.
5.2 Syntheseplanung

Als Edukt zur Synthese von 73 bietet sich die bereits vorgestellte Verbindung 51 an.
Aufgrund der NH-Aziditdt von O-benzylgeschiitzten Hydroxamsauren (vgl. LXXVI in
Schema 45) kénnte eine basenkatalysierte Acetylierung an der Stickstofffunktion von
51 zum gewlnschten Intermediat 72 fiihren.®'* 2" Wie in Schema 45
retrosynthetisch dargelegt, konnte eine TMSBr-unterstitzte Phosphonsaure-
esterhydrolyse LXXVIl sowie eine anschlieBende katalytische Hydrogenolyse die
Zielverbindung 73 ergeben.
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Schema 45. Retrosynthetische Planung zur Gewinnung der Zielverbindung 73.
5.3 Synthese

Die Acetylierung von 51 zur Gewinnung von 72 gelang in THF unter Zugabe von zwei
Aquivalenten Acetanhydrid und gleichzeitiger Anwesenheit von einem Aquivalent
Pyridin. Nach zweistindigem Erhitzen unter Rulckflussbedingungen konnte 72 in
68 %iger Ausbeute als farbloser Feststoff durch mehrmaliges Umkristallisieren
erhalten werden (Schema 46). Die anschlieBende Phosphonsaureesterhydrolyse
erbrachte LXXVII nicht analysenrein, weshalb das Rohprodukt in bekannter Weise
direkt weiter zum Benzylesterderivat 74 umgesetzt wurde. Die anschlieBende
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel erbrachte die Verbindung in
47 %iger Ausbeute als kristallinen Feststoff. Nach palladiumkatalysierter
Hydrogenolyse in Methanol entstand jedoch ein Produktgemisch.
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Schema 46. Syntheseweg zur Zielverbindung 73.

Wahrscheinlich fihrte die Anwesenheit des nukleophilen Methanols zur
unerwinschten Desacetylierung von 73, da durch Verwendung des aprotischen
Lésungsmittel THF die Zielverbindung zum Gberwiegenden Teil rein erhalten werden
konnte, wobei noch immer unerwinschte Nebenprodukte entstanden (Schema 46).
Trotzdem ist die durch HPLC-Analyse bestimmte Reinheit von 92 % fir eine

vorlaufige In vitro Bestimmung der antiplasmodialen Eigenschaften ausreichend.

5.4 IR-spektroskopische Eigenschaften

In Abbildung 54 sind die IR-Spekiren von 51 und 72 gezeigt. Die O-benzyl-
geschiitzte Hydroxamséaure 51 weist als bedeutenden Unterschied eine N-H-Gruppe
auf, was sich am Auftreten der Valenzschwingungsbande bei 3182 cm™ belegen
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lasst. Vor allem wird durch die weitere Carbonylfunktion der Imidgruppe von 72 eine
feine, hypsochrom verschobene Aufspaltung der Carbonyl-Valenzschwingung
unterschiedlicher Intensitat erzeugt (1724, 1708 cm™, Abbildung 54 unten). Die
O-benzylgeschitzte Hydroxamsaurefunktion von 51 weist dagegen eine schwéacher

und breiter ausgepragte Absorptionsbande bei 1671 cm™ auf (Abbildung 54 oben).
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Abbildung 54. IR-Spekiren von 51 (oben; NaCl-Film) und 72 (unten; KBr-Pressling).

5.5 Biologische Eigenschaften

Das N-Hydroxyimid-Analogon 73 wies weder gg. der PDxr noch gg. dem P.f. K1-
Stamm inhibitorische Aktivitat auf. Damit ist gezeigt, dass auch die Modifikation der
inversen Hydroxamsauregruppe in eine chemisch verwandte Funktion zum

Wirkverlust fihrt. Nach derzeitigem Wissensstand ist die Hydroxamsaurefunktion fir
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eine mit Fosmidomycin vergleichbare inhibitorische Aktivitdt gg. Dxr-Enzymen

essenziell.

6 Phosphonsaureesterprodrugs ausgewahlter inverser
Hydroxamsaureanaloga Fosmidomycins

6.1 Rationale

In der Einleitung dieser Arbeit wurde bereits auf Phosphonsaureesterprodrugs von

FR900098 und Fosmidomycin-Analoga hingewiesen.'*®: 147:149.170. 217 parisber hinaus

hat Schliiter verschiedene Esterprodrugtypen Fosmidomycins untersucht.?%®

i
R'0O-T~g2 R = )\ j\
R'O % 0" “CHy, CH,CH3, t-CaHo
R? = Fosmidomycin- Typ 1
Analogon

0]

R'= ig,/\o)J\t-c‘ng

Typ 2

0
R'= /L
ks O)]\O—CH& CH,CH,

Typ 3

Schema 47. Literaturbekannte Phosphonsduredoppelesterprodrugfunktionen mit verbesserter
In vitro- und In vivo Aktivitdt von Fosmidomycinanaloga und FR900098.

Die lipophilen Phosphonsaureesterprodrugs zeigen sowohl im Zellkulturassay als
auch in vivo eine verbesserte Aktivitdt. Zusammenfassend koénnen bisher drei
Prodrug-Typen mit aktivititsverbessernder Eigenschaft ausgemacht werden.
Gemeinsames Strukturelement aller Esterfunktionen ist die acylalische Verknipfung
zwischen Phosphonsdure- und Carbon- oder Kohlensédurederivat, weshalb
korrekterweise die Bezeichnung Phosphonsduredoppelesterprodrug gewahlt wird.
Typ 1 und 3 beinhalten eine Acetaldehydstruktur, Typ 2 eine
Formaldehydverknipfung (Schema 47). Ein wesentlicher Nachteil des Einbaus von
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Acetaldehyd in die acylalische Verknlpfung (Typ 1 und 3) ist die damit verbundene
Einflhrung weiterer Stereozentren in die Prodrugfunktion (siehe Abbildung 55).

Ar Ar
o ¢
3° -0
R’ R’
3 Stereozentren 1 Stereozentrum
R' = Saurerest Ar = Arylrest

R? = chelatisierende Gruppe

Abbildung 55. Stereochemische Eigenschaften von  Phosphonséduredoppelesterprodrugs
a-Aryl-substituierter Fosmidomycinanaloga.

Deshalb wurden im Folgenden POM-Doppelesterprodrugs vom Typ 2 ausgewahilt,
die eine Methylenfunktion als acylalische VerknUpfung enthalten (Abbildung 56).
Dartber hinaus sind POM-Prodrugs synthetisch leicht zugéanglich und das dafur

bendtigte Alkylanz kommerziell erwerblich.

POM-Prodrugs von 17, 18, 19;

JOJ\ o o Ar =Ph
I R" = t-C4Hg
A
R N0 N0 F{MN/OH R? = H (80), Me (81), Et (82)
O |
2
o r Ar R POM-Prodrugs von 70, 62:
O Ar = 3 4-F-Ph
R1 R‘1 = t-C4Hg

R? = H (83), Me (84)

Abbildung 56. Angestrebte Phosphonsé&uredoppelesterprodrugs.

Im Folgenden wird die Synthese und biologische Aktivitdt von POM-Prodrugs
ausgewahlter hochaktiver inverser Hydroxamsaureanaloga Fosmidomycins aus
dieser Arbeit beschrieben. Daflr wurden POM-Prodrugs der Phenylderivate 17, 18,
19, und der hochaktiven Derivate 62 und 70 synthetisiert und biologisch untersucht.
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6.2 Synthese

Ausgehend von den O-benzylgeschitzten Hydroxamséaure-Vorstufen 5-7 sowie 51
und 52 wurde zundchst eine  TMSBr-unterstitzte  Hydrolyse  der
Phosphonsaurediethylesterfunktionen durchgefihrt. AnschlieBend konnte nach der
Methode von Kurz und anderen Arbeitsgruppen das resultierende Rohprodukt mit
der acylalischen Esterfunktion alkyliert werden (Schema 48).'® Die anschlieBende
Saulenchromatographie erbrachte die Zwischenprodukte 75-79 in Ausbeuten von 35-
77 % als Ole. Aus ungeklarten Griinden konnte 78 auf diesem Syntheseweg nur in
17 %iger Ausbeute erhalten werden.

(l? 0 1. TMSBr, CH,Cl, (24 h) oM (l? O
2. THF/H,0 (1 h)
EtO” | N""°" 3. CICH,00CC(CHa)s, o7y N
OFt I NEt,, DMF (6 h) poM—O '
R = R
R = H (5), Me (6), Et (7) R = H (75), 35 %; Me (76), 77 %;

Et (77), 64 %

0 0 1. TMSBr, CH,Cl, (24 h) o
1 2. THF/H,0 (1 h) POM I
EtO/T N/OBn 3. CICH,00CC(CH,)s, ~o—P N/OBn
OFt F|{ NEt,;, DMF (6 h) ~  pon-O F|<
F F
F F
R =H (51), Me (52) R =H (78), 17 %; Me (79), 66 %

O
%O/\;é = POM

Schema 48. Einfiihrung der POM-Gruppe durch Alkylierung von Phosphonséduren in DMF. 183

Um zu den gewlnschten Endprodukien 80-84 zu gelangen, wurden die
Hydroxamsaure-Benzylschutzgruppen durch katalytische Hydrierung reduktiv
abgespalten und die gewiinschten Endprodukte als hochviskose Ole erhalten
(Schema 49).
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i i i i
PoMo—F N~ OBn POMO~}* e
POMO & H,/Pd-C, MeOH, 1,5 h POMO i\
R = H (75), Me (76), Et (77) R = H (80), 93 %;

Me (81), 91 %:
Et (82), 98 %

O O
i i B OH
/ N POMO |
POMO | H,/Pd-C, MeOH, 1,5h R
R >
. F
! F

R =H (83), 93 %;

R =H (78); R = Me (79) R = Me (84), 90 %

0
\’)J\O/\js = POM

Schema 49. Synthese der POM-Prodrugs 80-84.
6.3 Ergebnisse und Diskussion der biologischen Untersuchungen

Die wachstumshemmende Aktivitdt der POM-Prodrugs gg. P. falciparum wurde
wiederum an P.f. K1 bestimmt. Zum Vergleich sind die 1Cso-Werte der freien
Wirkformen (Spalte 4) sowie der POM-Prodrugs der Referenzen Fosmidomycin und
FR900098 aufgefihrt (FOS- und FR900098-POM; Tabelle 11). AuBerdem sind die
Inhibitionskonstanten der POM-Prodrugs gg. dem Wachstum von MRC-5-Zellen
gemessen worden, um eine Abschatzung der Zytotoxizitdt vornehmen zu kénnen
(Tabelle 11).

Mit Ausnahme der Verbindungen 82 und 83 weisen die Prodrugs in
unterschiedlichem MaBe verglichen mit den freien Phosphonsaure-Wirkformen noch

einmal verbesserte antiplasmodiale Eigenschaften in vitro auf.
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Verbindung P.fK1 MRC-5 P.fK1
ICs0 [UM] CCso [UM] ICso [UM] der Wirkform
17:
80 2,0 +/- 0,67 32 +/- 16 2,7 +/-2,3
(n=4) (n=4) (n=10)
18:
81 0,17 +/- 0,06 59 +/-13 0,48 +/- 0,29
(n=6) (n=6) (n=28)
19:
82 1,6 +/- 0,89 >64 1,3+/-1,5
(n=4) (n=5) (n=5)
70:
83 0,52 +/- 0,16 38 +/- 13 0,38 +/- 0,17
(n=23) (n =3) (n=8)
62:
84 0,08 +/- 0,06 38 +/-4 0,29 +/- 0,20
(n=23) (n=23) (n=10)
FR900098-
FR900098-POM 0,17 +/- 0,11 59 +/-13 Mononatrium:
(n=6) (n = 6) 1,24 +/- 1,01
(n=28)
Fosmidomycin-
FOS-POM 1,7 +/- 0,75 58 +/- 13 Monoatrium:
(n=4) (n=4) 3,00 +/- 2,58
(n=7)

Tabelle 11. In vitro Aktivitdt der POM-Prodrugs von ausgewdéhlten Fosmidomycin-Analoga.

Derzeit ist geplant, weiterfilhrende Studien im In vivo Mausmodell durchzuflhren.
Darin soll aufgeklart werden, inwieweit die vorgestellten
Phosphonsauredoppelesterprodrugs in einem Organismus gg. Malaria-Infektionen -
verglichen mit den freien Phosphonsduren wie z.B. 62 und 70 - verbesserte

Wirksamkeit erbringen.
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7  Experimenteller Teil

7.1 Verzeichnis der Gerate und Analysemethoden

Schmelzpunkte

Mettler FP 62, Mettler FP 5
IR-Spektren
Varian 800 FT-IR Scimitar series

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte flr Feststoffe in Form von KBr-Presslingen
und fur flissige Substanzen als Filme auf NaCl-Platte (im Text als KBr oder NaCl
gekennzeichnet) vermessen.

"H-NMR-Spektren

Universitat Hamburg: Bruker AMX 400 (400 MHz),

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf: Bruker Avance DRX 200 (200 MHz), Bruker
Avance DRX 500 (500 MHz)

Die Angabe der chemischen Verschiebung der &-Werte erfolgt in ppm. Als interner
Standard wurde TMS (Tetramethylsilan) verwendet. Die Ermittlung der
Protononenverhaltnisse erfolgte durch Integration. Die Abkirzung der durch Spin-
Kopplung auftretenden Signalmultiplizitdten ist s fir Singulett, d fir Duplett, t fOr
Triplett, g far Quartett, p fir Pentett und m fir Multiplett. Die Angabe der
Kopplungskonstanten J erfolgt in Hz, fir Spin-Spin-Systeme héherer Ordnung nur bei
vollstandig aufgeldsten Signalsatzen.

13C-NMR-Spektren

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf: Bruker Avance DRX 500 (125 MHz)

Die Angabe der chemischen Verschiebung der d-Werte erfolgt in ppm. Als interner
Standard wurde TMS (Tetramethylsilan) eingesetzt. Die Abklrzung der durch Spin-
Kopplung auftretenden Signalmultiplizitaten ist s fir Singulett- und d flOr
Duplettsignale. Die Angabe der Kopplungskonstanten J erfolgt in Hz, fiir Spin-Spin-
Systeme héherer Ordnung nur fir vollstandig aufgeldste Signalsatze.
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3'P-NMR-Spektren

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf: Bruker Avance DRX 200 (200 MHz), Bruker
Avance DRX 500 (500 MHz)

Elementaranalyse

Universitat Hamburg: Heraeus CHN-O-Rapid,

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf: Perkin Elmer PE 2400 CHN Elemental
Analyser (Zentrale Einrichtung der Chemie und Pharmazie)

Massenspektrometrie

Finnigan MAT 8200 System

Chromatographische Verfahren

Dlannschichtchromatographische Untersuchungen wurden an DC-Aluminiumplatten,
beschichtet mit Kieselgel 60 und Fluoreszenzindikator (Fzs4), der Firma Merck
durchgefihrt. Die Chromatographie erfolgte Uber eine Laufstrecke von 5-7 cm unter
Kammerséttigung, detektiert wurde die Fluoreszenzléschung bei einer Wellenlange

von 254 nm.

FlOr saulenchromatographische Reinigungen wurde das Kieselgel der Firma Fluka
Silica 230-400, aktiv 60 A, verwendet.

Analytische HPLC-Chromatographie erfolgte analog zu einem literaturbekannten
Verfahren'®® mithilfe des Elite LaChrom Systems [Hitachi L-2130 (Pumpe) und L-
2400 (UV-Detektor)], Saule: Phenomenex Luna C-18(2), 1.8 um Partikelgr6Be (250
mm x 4,6 mm), Vorsaule: Phenomenex Security Guard Cartridge Kit C18 (4,0 mm x
3,0 mm).

Trockenmittel fiir organische Phasen

Wasserfreies Magnesium- oder Natriumsulfat
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7.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

Synthese von Diethyl (3-bromo-1-phenylpropyl)phosphonat 25 und Diethyl [3-bromo-

1-(naphthalen-1-y)propyllphosphonat 28 in Anlehnung an Literatur 183 (AAV1).

40 mmol des entsprechenden Arylmethylphosphonsaurediethylesters werden mit
50 mL trockenem Toluen in einem 250 mL Zweihalskolben gelést. Unter
Schutzgasatmosphare wird die Lésung auf circa -78 °C gekihlt und unter Rihren
Uber eine Spritze mit 40 mmol n-Butyllithium (1.6M Ldsung in n-Hexan)
versetzt. 33988 Die resultierende Suspension wird bei -78 °C fiir eine Stunde geriihrt
und anschlieBend werden in einer Portion 160 mmol 1,2-Dibromethan ebenfalls per
Spritze hinzugegeben. Das Gemisch wird auf Raumtemperatur erwarmt und Uber
Nacht gerdhrt. Danach werden 100 mL gesattigte, wassrige Ammoniumchlorid-
Lésung hinzugegeben und die wéssrige Phase mit zweimal 50 mL Ethylacetat im
Scheidetrichter extrahiert. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat
getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. Anschlieend
wird 25 mittels einer sdulenchromatographischen Trennung an Kieselgel mit einem
1:1-Gemisch aus Ethylacetat und n-Hexan als Elutionsmittel in Form eines farblosen
Ols rein erhalten. 28 fallt nach Aufnahme in wenige mL Diethylether und Zugabe von
wenigen Tropfen n-Hexan im Eisfach des Kihlschranks als weiBer Feststoff aus.

Synthese des S-[3-(diethoxyphosphoryl)-3-phenylpropyll-thioacetats 26 (AAV2).

5 mmol von 25 werden in 20 mL DMF geldst und bei RT mit einem 1,25-fachem
Uberschuss an Kaliumthioacetat versetzt. Nach einstiindigem Rihren ist die
Reaktion laut dinnschichtchromatographischer Kontrolle (FlieBmittel: Ethylacetat/
n-Hexan 1:1) abgeschlossen, es fallt ein weiBes Nebenprodukt aus. Der Ansatz wird
mit 50 mL Ethylacetat versetzt und mit 2 x 30 mL demineralisiertem Wasser,
2 x 30 mL wassriger 5 %iger Natriumsulfit-Lésung und abschlieBend 30 mL Wasser
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und
das Loésungsmittel im Vakuum am Rotationsverdampfer entfernt. Die
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Ethylacetat als Elutionsmittel liefert 26 als
farbloses Ol.

5555555 Aufgrund der Entstehung des entsprechenden Lithiumsalzes kann es zur Bildung eines Feststoffes kommen, so dass die

Suspension gefriert.
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TMSBr- unterstlitzte Phosphonséurediethylester-Spaltung mit anschlieBender

Hydrolyse in Anlehnung an Literatur 183 zur Gewinnung der freien Phosphonséuren
9. 23,27, 36, 57-60 (AAV3).

1 mmol Phosphonsdureester wird in 10 mL Dichlormethan, welches durch Lagerung
tber Calciumhydrid getrocknet worden ist, gelést. Dann werden unter Eiskihlung
6 mmol Trimethylsilyloromid (TMSBr) zugetropft. Der Ansatz wird unter langsamem
Erwarmen auf RT fur 24 Stunden gerthrt. AnschlieBend wird das Lésungsmittel im
Vakuum am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand wird in 10 mL trockenem
Tetrahydrofuran gelést. Nach Zugabe von wenigen Tropfen Wasser wird flr weitere
30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend alle flichtigen
Bestandteile am Rotationsverdampfer entfernt. Uberschiissiges Wasser wird durch

Trocknen unter stark vermindertem Druck entfernt.

Michaelis-Arbusov-Reaktion von Alkylhalogeniden mit Triethylphosphit (TEP) in

Anlehnung an Literatur 182 =zur Gewinnung von Tetraethyl [1-(haphthalen-1-
vhpropan-1.3-diyllbisphosphonat (29) (AAV4).

100 mmol TEP werden in einem 500 mL Einhalskolben auf 160 °C erwarmt,
15 mmol von 28 hinzugegeben und die Lésung eine Stunde bei 160 °C ohne
Rackflusskihlung geriihrt. Danach wird der Kolben auf 180 °C erwarmt und die
aufsitzende  RuUckflusskihlung angestellt. Das Produktgemisch wird am
Rotationsverdampfer bei 80 °C und vermindertem Druck von Uberschissigem TEP
getrennt. Der resultierende Ruickstand wird an Kieselgel mit folgendem
Elutionsmittelgradienten getrennt: Ethylacetat/n-Hexan (1:1) — Ethylacetat (100 %)
— Ethylacetat/Methanol (5:1). 28 wird nach Entfernen aller Lésemittel unter
vermindertem Druck als hellgelbes Ol erhalten.

Synthese der Phosphonsauredibenzylester 14-16, 30, 33, 65-68 und 74 in
Anlehnung an Literatur 185 (AAV5).

Das Rohprodukt aus der TMSBr-vermittelten Phosphonsaureesterspaltung (AAV4)
wird far jede zu alkylierende Phosphonsdurefunktion mit der entsprechend zweifach
aquivalenten Menge an LXVII versetzt. Durch Zugabe von 30 mL Benzen wird eine

********

Lésung hergestellt, die fur vier Stunden unter Rickfluss erhitzt wird. Nach

********

Der Fortschritt der Reaktion wird unter anderem durch das Ausfallen von schwerldslichem N,N’-Dicyclohexylharnstoff
visuell erkennbar.
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Abkihlen der Suspension wird der Rickstand vorsichtig am Rotationsverdampfer
unter vermindertem Druck reduziert und anschlieBend mit 20 mL Ethylacetat
versetzt. Das entstandene Harnstoff-Nebenprodukt wird abfiltriert und die organische
Phase mit 2 x 10 mL gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung
ausgeschuttelt. Danach wird die organische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Produkt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (1:1) —
Ethylacetat (100 %) in Form eines Elutionsmittel-Gradienten isoliert.

Palladium/Kohle-katalysierte Hydrogenolyse zur Gewinnung von 10-13, 17-20, 24,
31, 35, 61-64, 69-71, 73 und 80-84 (AAV6).

1 mmol der benzylgeschitzten Vorstufe wird in einem DruckgefaB in 20 mL Methanol
(frisch destilliert) geldst und mit einer Spatelspitze Aktivkohle-Palladium-Katalysator
(10 %) versetzt. Nachdem das GefaB evakuiert ist, wird Wasserstoff eingeleitet, bis
im GefaB ein Uberdruck von 1,5 bar vorliegt. Unter diesem Druck wird fiir die
Freisetzung von Hydroxams&ure- oder Hydroxycarbamatfunktion 1,5 Stunden und far
die Freisetzung von Phosphonsauregruppen drei Stunden bei Raumtemperatur
geschittelt. FUr die Hydrogenolyse von 19 muss anstelle von Methanol THF als
Lésemittel verwendet und mit Hy bei Atmosphéarendruck geschittelt werden.
AnschlieBend wird bellftet, der Katalysator durch Filtration tGber eine SPE-Kartusche
(Supelco  SupercleanTM, LC-18, 6 mL) entfernt und das Filtrat am

Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt.

Synthese des O-benzylgeschitzten Hydroxycarbamats 32 aus LXXI (AAV7).

2 mmol (0,754 g) des Hydroxylamins LXXI werden in 5 mL frisch destilliertem
Dichlormethan mit 2,2 mmol wasserfreiem Pyridin gelést und unter Eisklhlung mit
2,2 mmol Chlorameisensauremethylester (gelést in 5 mL frisch destilliertem
Dichlormethan) durch langsames Zutropfen versetzt. Sofort entsteht eine hellgelb
geférbte Suspension. Bei Raumtemperatur wird noch eine Stunde gerlhrt, die
Suspension anschlieBend am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck von
flichtigen Bestandteilen getrennt, filtriert und der Ruckstand in 50 mL Ethylacetat
aufgenommen. Die Lésung wird mit 3 x 20 mL wassriger, 1M Salzsaure
ausgeschittelt und abschlieBend mit 30 mL Wasser ausgeschittelt. Die resultierende
organische Lésung wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und am
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Rotationsverdampfer werden unter vermindertem Druck L&semittelreste verdampft.
Nach Ldsen des Rickstandes in 10 mL Diethylether und Lagerung im Eisfach des
Kihlschranks fallt 32 tGber Nacht als weiBer Feststoff aus.

Svynthese der Bis(pivaloyloxymethyl)-Phosphonsdureester 34, 75-77 und 78-79 in
Anlehnung an Literatur 183 (AAVS8).

3 mmol des Produkts aus der TMSBr-vermittelten Hydrolyse der jeweiligen
Diethylesteredukte werden in 30 mL trockenem DMF gel6st. Nach Zugabe von
9 mmol Triethylamin und 30 mmol Chloromethylpivalat wird der Ansatz unter
Feuchtigkeitsausschluss fiir zwei Stunden bei 70 °C gerihrt und zweimal nach
jeweils zwei weiteren Stunden mit 3 mmol Triethylamin und 5 mmol Alkylanz versetzt.
AnschlieBend wird Gber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch
wird in 50 ml Diethylether aufgenommen und einmal mit 25 mL demineralisiertem
Wasser, zweimal mit je 25 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und
einmal mit demineralisiertem Wasser gewaschen. Die Etherphase wird Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer wird unter
vermindertem Druck Lésemittel vorsichtig verdampft. Das erhaltene Produkt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

Synthese der Dioxolanverbindungen 1 und 37-40 durch Alkylierung der

entsprechenden Arylmethylphosphonate in Anlehnung an Literatur 206 (AAV9).

40 mmol Arylmethylphosphonsaurediethylester werden in 50 mL trockenem Toluen
gelést. Die Lésung wird unter Inertgasatmosphére auf —78 °C gekuihlt. Nach Zugabe
von 44 mmol n-Butyllithium (1,6M in n-Hexan) wird fir eine Stunde bei —78 °C
geruhrt. AnschlieBend werden 40 mmol LVI dazu gegeben. Der Ansatz wird Uber
Nacht gerthrt und dabei langsam aufgetaut. Danach wird der Reaktionsansatz in
10 %ige wassrige Ammoniumchlorid-Ldsung gegeben und mit Ethylacetat im
Scheidetrichter extrahiert. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat
getrocknet, Lésemittelreste werden am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck entfernt und das resultierende Ol séaulenchromatographisch an Kieselgel mit
Ethylacetat/n-Hexan (Gradient: 1:2 — 1:1) gereinigt.
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Gewinnung der Aldehydverbindungen 2 und 41-44 aus den Dioxolanverbindungen 1
und 37-40 in Anlehnung an Literatur 206 (AAV10).

15 mmol des jeweiligen Dioxolans werden mit 50 mL wassriger 2M Salzsaure und
30 mL Aceton versetzt, fur drei Stunden bei 50 °C zum Ruickfluss erhitzt und Gber
Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird Uberschissiges Aceton am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt und die wassrige Phase mit
3 x 30 mL Dichlormethan extrahiert. Die Dichlormethan-Phasen werden vereinigt,
uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und die organische Lésung am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. AnschlieBend wird das
resultierende Ol an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (1:1) sdulenchromatographisch
gesaubert.

Synthese der Carbonsauren 3. 4 und 44-48 aus den entsprechenden
Aldehydverbindungen 2. LVIlI und 41-44 durch Selendioxid-unterstiitzte Oxidation in
Anlehnung an Literatur 188 (AAV11).

5 mmol des entsprechenden Aldehyds werden in 7,5 mL THF gelést und mit 1,1 mL
30 %iger, wassriger Wasserstoffperoxid-Lésung und 0,28 g Selendioxid versetzt. Die
Lésung wird flr vier Stunden zum Ruickfluss erhitzt, abgekihlt und abschlieBend das
Produkt am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck von flichtigen
Bestandteilen abgetrennt. 50 mL Ethylacetat werden hinzugegeben und die
resultierende Lésung mit 3 x 10 mL wassriger 1M Salzsaure ausgeschittelt. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck von Lésemittelrickstanden
abgetrennt. Das resultierende Ol wird in 20 mL Diethylether aufgenommen und bei 7
°C gelagert, so dass die Produkte als weiBe Feststoffe ausfallen.

Synthese von O-benzylgeschiitzten Hydroxamséuren 5-7. 21, 22, 49-56 nach 1.1'-

Carbonyldiimidazol-vermittelter Aktivierung der korrespondierenden Carbonsduren 3,
4 und 44-48 (AAV12).

Zu einer Ldésung von 1 mmol der entsprechenden Carbonsaureverbindung in 10 mL
destilliertem Dichlormethan werden unter Ausschluss von Feuchtigkeit 1,1 mmol
1,17-Carbonyldiimidazol in kleinen Portionen zugegeben. Nach 45 Minuten Ruhren
bei Raumtemperatur wird 1 mmol des entsprechenden O-benzylgeschitzten
Hydroxylamins zum Ansatz hinzugeflgt. Die Losung wird Uber Nacht gerthrt und
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anschlieBend am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Der
Ruckstand wird in 30 mL Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit 10 mL wassriger 10
%iger Zitronensaureldsung und einmal mit 10 mL wassriger, geséttigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die flissige organische Phase wird
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck werden L&ésemittelbestandteile abgetrennt. AnschlieBend wird
der 06lige Ruickstand an Kieselgel mit Ethylacetat als Elutionsmittel
saulenchromatographisch gereinigt.

Synthese der O-benzylgeschitzten N-lsopropyl-Hydroxamsaure 8 aus der
Carbonsiure 3 (AAV13).

4,66 mmol der Carbonsaure 3 werden in 10 mL trockenem Toluen gelést und bei
Raumtemperatur weitere 0,3 mL DMF hinzugegeben. Unter Eiskihlung werden
1,88 mL Oxalylchlorid (in 10 mL trockenem Toluen geldst) durch einen Tropftrichter
zugetropft und anschlieBend bei Raumtemperatur flr zwei Stunden gerthrt. Der
Ansatz wird danach am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck von
flichtigen Bestandteilen getrennt. Der Ruickstand wird vom unléslichen
Nebenprodukt abdekantiert, mit Toluen nachgespllt und wiederum am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck von Ld&semitteln abgetrennt. Der
olige Ruackstand wird in 5 mL trockenem Dichlormethan gelést und zu einer
eisgekUhlten Lésung von 4,66 mmol LIV und 9,32 mmol Pyridin - geldst in 10 mL
trockenem Dichlormethan - langsam Uber einen Tropftrichter zugetropft. Bei
Raumtemperatur wird noch Uber Nacht gerthrt. AnschlieBend wird nach
mehrmaligem Waschen mit wassriger 10 %iger Zitronensaurelbésung und wassriger,
gesattigter  Natiumhydrogencarbonat-L6sung die  organische Phase Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck von fliichtigen Bestandteilen getrennt. Das resultierende Ol wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/n-Hexan (1:1) als
Elutionsmittel gereinigt, so dass 8 als hellgelbes Ol resultiert.

Svynthese des O-benzylgeschiitzten Acetohydroxyimids 72 durch Acetylierung von 51

(AAV14).

1 mmol der O-benzylgeschitzten Hydroxamséaure 51 wird in 10 mL THF gelést und

mit 1 mmol Pyridin sowie 2 mmol Acetanhydrid versetzt. Der Ansatz wird flr zwei
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Stunden zum Ruckfluss erhitzt, danach bei Raumtemperatur Gber Nacht gerthrt.
Nach Zugabe von 30 mL Ethylacetat wird die Lésung mit 20 mL demineralisiertem
Wasser und 3 x 20 mL gesattigter, wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und
am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck wird Lésemittel verdampft. Nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel mit Ethylacetat/
n-Hexan (1:1) als Elutionsmittel wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck die resultierende Lésung verdampft. Das Produkt 72 fallt daraufhin als weiBer
Feststoff an, welcher in Diethylether im Eisfach umkristallisiert wird.
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7.3. Analytische Daten zu Kapitel 2
2-(3-Diethoxyphosphoryl-3-phenyl-propyl)-1,3-dioxolan 1

i °/>
/\O/P

| 0]

Hergestellt aus 9,13 g LV (40 mmol) und 7,24 g LVI (40 mmol) nach AAV9 und
anschlieBender fraktionierender Destillation Uber eine Vigreux-Kolonne im
Hochvakuum.

Ausbeute: 92 %, farbloses Ol

Siedepunkt: 160 °C (8 x 10" mbar)

IR ¥ (NaCl): 1244 cm™ (P=0)

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-dj), (ppm): 1.01 (t, 3H, J = 7 Hz, CHa), 1.19 (t,

3H, J=7 Hz, CH,CHj), 1.30-1.34 (m, 1H, CHCH>CH>), 1.44-1.49
(m, 1H, CHCH.CH,), 1.82-1.96 (m, 1H, CHCH>), 1.99-2.12 (m,
1H, CHCH,), 3.16-3.19 (m, 1H, CH), 3.66-3.89 (m, 6H, 2 x
CH3;CH2 1 x HCOOCH,), 3.92-4.02 (m, 2H, HCOOCH,), 4.73 (1,
J=4.6 Hz, 1H, HCOO), 7.24-7.35 (m, 5H, aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 15.9 (d, 3Jep = 5.6 Hz, CH3), 16.2
(d, 3Jop = 5.3 Hz, CHag), 23.8 (CH2CH,), 31.1 (d °Jop= 14.7 Hz,
CHCH,), 42.4 (d, "Jop= 136.5 Hz, PCH), 61.1 (d, ?Jo.p = 7.3 Hz,
CH3CHy), 61.5 (d, 2Jo.p = 6.9 Hz, CH3CHy), 64.1 (HCOOCH,),
64.2 (HCOOCH,), 102.9, 126.8, 128.2, 128.9, 129.0, 136.2

(aromat.)
C1H2505P [328.34]
Ber.[%]: C 58.53 H7.67

Gef.[%] C 58.26 H7.89
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4-Diethoxyphosphoryl-4-phenyl-butanal 2

Hergestellt aus 9,85 g 1 (30 mmol) nach AAV10 und anschlieBende
Saulenchromatographie Uber Kieselgel 60 (Elutionsmittel: EtOAc) oder
fraktionierende Destillation Gber eine Vigreux-Kollone im Hochvakuum.

Ausbeute: 85 %, farbloses Ol

Siedepunkt: 136 °C (2 x 10 mbar)

IR ¥ (NaCl): 1731 cm™ (C=0), 1244 cm™ (P=0), 1027 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.02 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CHs), 1.21

(t, J = 6.9 Hz, 3H, CH3), 1.99-2.09 (m, 1H, 1H, CHCH>), 2.19-
2.39 (m, 3H, CH>CH,, CHCH>), 3.18 (ddd, J = 22.2, 11.2, 3.5 Hz,
1H, PCH), 3.68-3.75 (m, 1H, CH3;CH,), 3.78-3.86 (m, 1H,
CH3;CH>), 3.98 (dd, J = 6.8, 13.6 Hz, 2H, CH3CH>), 7.25-7.33 (m,
5H, aromat.), 9.56 (s, 1H, CHO)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 15.9 (d, 3Jep = 5.7 Hz, CH3), 16.2
(d, ®Jo.p = 5.7 Hz, CHg), 22.1 (CH,CH>), 40.9 (d, Jc.p = 14.3 Hz,
CHCHy), 42.4 (d, 'Jcp = 137 Hz, PCH), 61.2 (d, °Jo.p = 6.2 Hz,
CHsCH,), 61.6 (d, 2Jcp = 6.5 Hz, CH3CHy), 126.9, 128.3, 129.1
(d, *Jep= 6.7 Hz), 135.8 (d, °Jo.p = 6.5 Hz, aromat.), 202.5 (C=0)

C14H2104P [284.29]

Ber.[%)]: C59.15  H7.45
Gef.[%] C59.12  H7.70
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4-Diethoxyphosphoryl-4-phenyl-butansiure 3

(|)| 0
/\O/(FI; OH
_/
Hergestellt aus 1,42 g 2 (5 mmol) nach AAV11.
Ausbeute: 92 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunki: 108 °C
IR ¥ (KBr): 1724 cm™ (C=0), 1217 cm™ (P=0), 1025 cm™ (P-O)
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.02 (t, J = 7.04 Hz, 3H, CHa), 1.21

(t, J = 7.04 Hz, 3H, CH3), 2.01-2.05 (m, 3H, CH.CH,, CHCH.),
2.16-2.19 (m, 1H, CHCH,), 3.17-3.21 (m, 1H, PCH), 3.75-3.79
(m, 2H, CH>CHj3), 3.96-4.00 (m, 2H, CH.CH3), 7.25-7.32 (m, 5H,
aromat.), 12.09 (s, 1H, OH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.4 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, CHs), 16.6
(d, *Jop = 5.5 Hz, CHs), 25.3 (d, 3Jc.p = 5.6 Hz, CH2CH,), 31.8 (d,
2Jo-p = 15.2 Hz, CHCHy), 41.8 (d, "Jc.p = 130 Hz, PCH), 61.7 (d,
2Jop= 6.8 Hz, CH3CHy), 62.1 (d, 2Jo.p = 6.8 Hz, CH3CH,), 127.4,
128.7, 129.4 (d, %Jcp = 6.7 Hz), 136.2 (d, %Jcp = 6.9 Hz,
aromat.), 174.1 (C=0)

C14H2105P [300.29]

Ber.[%)]: C56.00 H7.05
Gef.[%] C56.03 H7.22
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3-Diethoxyphosphoryl-3-phenyl-propanséiure 4

i
P. OH
/\O/6

Hergestellt aus 1,35 g LVII (5 mmol) nach AAV11.
Ausbeute: 94 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunki: 122,3 °C

IR ¥ (KBr): 3414 cm™ (O-H), 1714 cm™ (C=0), 1215 cm™ (P=0),
1051, 1021 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.05 (t, J = 7 Hz, 3H, CH3), 1.19 (t,
J =7 Hz, 3H, CH3), 2.84 (dddd, J = 26.6, 20.5, 13.3, 7.4 Hz, 2H,
CHCH,), 3.53 (ddd, J = 22.3, 10.5, 4.5 Hz, 1H, PCH), 3.69-3.90
(m, 2H, CH:CHzs), 3.90-4.03 (m, 2H, CH:CHs), 7.10-7.52 (m, 5H,
aromat.), 12.30 (s, 1H, OH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 15.9 (d, Jo.p = 5.5 Hz, CHs), 16.1
(d, *Jecp = 5.6 Hz, CH3), 34.5 (CHCH,), 39.5 (d, 'Jo.p = 154 Hz,
PCH), 61.6 (d, 2Jc.p = 7.2 Hz, CH3CH,), 61.9 (d, 2Jc.p = 6.9 Hz,
CH3CH.), 126.9 (d, °Jecp = 2.9 Hz), 128.1 (d, *Jcp = 2.3 Hz),
128.9 (d, ®Jc.p= 6.3 Hz), 135.7 (d, 2Jc.p = 6.7 Hz, aromat.), 171.6
(d, 3Je.p=19.1 Hz, C=0)

C13H190sP [286.26]

Ber.[%)]: C5454  H6.69
Gef.[%] C5429  H6.59
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-4-phenyl-butansdureamid 5

<|)| 0
N/O

o
0] |
_/ H

Hergestellt aus 0,3 g 3 (1 mmol) und 0,12 g LI nach AAV12.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):
'H-NMR:

13C-NMR:

C21H2sNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

80 %, farbloser Feststoff
54 °C
1669 cm™ (C=0), 1235 cm™ (P=0), 1060, 1029 cm™ (P-O)

(400 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.02 (t, J = 7 Hz, 3H, CHj3), 1.21 (t,
J =7 Hz, 3H, CHg), 1.82 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH>,CH>), 1.97-2.01
(m, 1H, CHCH), 2.18-2.22 (m, 1H, CHCH,), 3.14 (ddd, J = 22.0,
11.2, 3.7 Hz, 1H, PCH), 3.73-3.77 (m, 2H, CH3CH>), 3.98 (m, 2H,
CHsCHy), 4.54 (s, 0.27H, E-isomer, PhCHy), 4.74 (s, 1.73H,
Z-isomer, PhCHy), 7.14-7.30 (m, 10H, aromat.), 10.51 (s, 0.12H,
E-isomer, NH), 10.87 (s, 0.88H, Z-isomer, NH)

(100 MHz, DMSO-d), (ppm): 16.4 (d, 3Jop = 5.6 Hz, CHs). 16.6
(d, ®Jo.p = 5.6 Hz, CH3), 25.6 (CH2CH>), 30.3 (d, Jop= 16.2 Hz.
CHCH,), 42.7 (d, "Jo.p = 135.8 Hz, PCH), 61.7 (d, °Jc.p= 6.9 Hz,
CH3CHy), 62.1(d, 2Jcp = 6.8 Hz, CH3CH,), 77.1 (PhCHy), 127.1,
127.3, 128.5, 128.7 (d, *Jop = 1.97 Hz), 129.1, 129.5 (d, 3Jo.p =
6.8 Hz), 136.2 (d, 2Jc.p = 7.5 Hz), 136.5 (aromat.), 168.9 (C=0)

[405.42]
C 62.21 H 6.96 N 3.45
C62.18  H6.98 N 3.32
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-N-methyl-4-phenyl-butansdureamid 6

ﬁ I \/@
P. 0)

S |

Hergestellt aus 0,3 g 3 (1 mmol) und 0,14 g LIl nach AAV12.

Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
"H-NMR:

13C-NMR:

Co2H3zoNOsP

Ber.[%)]:
Gef.[%]

95 %, farbloses Ol
1662 cm™ (C=0), 1244 cm™ (P=0), 1056, 1028 cm™ (P-O)

(400 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.02 (t, J = 7 Hz, 3H, CHj3), 1.20 (t,
J =7 Hz, 3H, CHs), 2.09-2.11 (m, 1H, CHCH,), 2.11-2.30 (m, 3H,
CHCH., CH.CH.), 3.06 (s, 3H, NHCHS;), 3.19 (dd, J = 22.7, 8.6
Hz, 1H, PCH), 3.54-3.88 (m, 2H, CH3CH,), 3.90-4.14 (m, 2H,
CH3CHby), 4.56-4.76 (dd, JgemH,+ = 10 Hz, 2H, PhCH,), 6.84-7.65
(m, 10H, aromat.)

(100 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.4 (d, 3Jop = 5.7 Hz, CHCHa).
16.6 (d, Jo.p = 5.6 Hz, CHoCHs), 24.9 (CH2CHy), 29.7 (d, 2Jcp =
16.5 Hz. CHCHy), 32.4 (NHCH3), 42.7 (d, 'Jc.p = 135.9 Hz, PCH),
61.6 (d, 2Jo.p= 7 Hz, CH3CH>), 62.0 (d, 2Jc.p = 6.7 Hz, CH3CHy),
75.6 (PhCHy), 127.4 (d, *“Jop = 2.7 Hz), 128.8, 129.0, 129.5 (d,
%Jop = 6.5 Hz), 129.8, 138.4 (d, °Jo.p = 6.8 Hz, aromat.), 164.1
(C=0)

[419.45]
C63.00 H7.21 N 3.34
C6274  H7.23 N 3.31
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-N-ethyl-4-phenyl-butansidureamid 7

0 0

ll:! \/@
07

0

°
— .

Hergestellt aus 0,3 g 3 (1 mmol) und 0,15 g LIl nach AAV12.

Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
"H-NMR:

13C-NMR:

Co3H32NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

98,3 %, farbloses Ol
1659 cm™ (C=0), 1243 cm™ (P=0), 1054, 1027 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.01 (t, J= 7 Hz, 3H, CHj3), 1.02 (t,
J = 6.93 Hz, 3H, NCH.CHj;), 1.20 (t, J = 7 Hz, 3H, CH3), 1.84-
2.11 (m, 1H, CHCH,), 2.11-2.39 (m, 3H, CHCH,, CH,CH>), 3.13-
3.27 (m, 1H, PCH), 3.48-3.66 (m, 2H, NCH.), 3.66-3.90 (m, 2H,
CH3CH,), 3.90-4.17 (m, 2H, CH3CH>), 4.46-4.83 (m, 2H, PhCH,),
7.03-7.60 (m, 10H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 12.31 (NCH2CHg), 16.41 (d, 3Je.p=
5.5 Hz, OCH»CH3;), 16.63 (d, 3Jcp = 5.6 Hz, OCH,CH3), 24.81
(CH2CHy), 30.03 (d, 2Jcp = 15.6 Hz. CHCH,), 40.64 (NCHy),
42.60 (d, 'Jop = 135.9 Hz, PCH), 61.64 (d, 2Jcp = 7.1 Hz,
CHsCH,), 62.04 (d, 2Jop = 7 Hz, CH3CH,), 75.85 (PhCHb,),
127.38 (d, *Jop = 2.7 Hz), 128.77, 129.01, 129.50, 129.56,
129.71, 136.38, 136.45 (d, 3Jcp = 2.4 Hz, aromat), 173.13
(C=0)

[433.48]
C63.73  H7.44 N 3.23
C6245 H7.26 N 3.35
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-N-propan-2-yl-4-phenyl-butansdureamid 8

0 0

e
o7

0

_0
AL

Hergestellt nach AAV13.

Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
"H-NMR:

13C-NMR:

C24H34NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

81 %, gelbes Ol
1663 cm™' (C=0), 1244 cm™ (P=0), 1053, 1028 cm™' (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.02 (t, J = 7 Hz, 3H, CH>CHj),
1.11-1.18 (m, 6H, NCH(CHs)2), 1.20 (t, J = 7 Hz, 3H, CH.CH),
1.90-2.13 (m, 1H, CHCH,), 2.16-2.42 (m, 3H, CHCH,, CH.CH,),
3.17-3.28 (ddd, J=21.9, 11.3, 3.5 Hz, 1H, PCH), 3.66-3.77 (ddq,
J=14.2,10.3, 7.1 Hz, 1H, CH3CH>), 3.77-3.88 (m, 1H, CH3CH>),
3.90-4.11 (m, 2H, CH3CH>), 4.40 (s, 1H, NCH), 4.57-4.84 (dd,
JgemH,H = 19.0, 9.6 Hz, 2H, PhCHy), 7.16 (s, 2H), 7.23-7.50 (m,
8H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 15.95 (d, *Je.p = 5.5 Hz, CH,CHs).
16.17 (d, 3Jcp = 5.6 Hz, CH.CHs), 19.33 (CHCH3), 19.43
(CHCHg), 24.36 (CHoCH,), 30.23 (d, 2Jc.p = 15.7 Hz. CHCH,),
42.20 (d, 'Jop = 136.6 Hz, PCH), 49.15 (NCH), 61.19 (d,
2Jo-p = 7.3 Hz, CH3CH,), 61.58 (d, 2Jc.p = 6,9 Hz, CH3CH,), 78.39
(PhCHy), 126.93, 128.32, 128.35, 128.53, 128.95, 129.08 (d,
3Jc-p = 6.9 Hz), 136.0 (d, 2Je.p = 6.7 Hz), 138.31 (aromat.), 173.3
(C=0)

[447.50]
C 64.41 H 7.66 N 3.13
C64.13  H7.80 N 3.03
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{4-[Benzyloxy(methyl)lamino]-4-oxo-1-phenyl-butyl}phosphonsaure 9

(Ijl I \/@
P. 0

HO™ | N~
0

H |

Hergestellt aus 1,26 g 6 (3 mmol) und 2,3 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) nach
AAV3.

Ausbeute: 74 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 164 °C

IR ¥ (KBr): 3300 cm™ (O-H), 1608 cm™ (C=0), 1190, 1154 cm™ (P=0),
1080 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 1.92-1.99 (m, 1H, CHCH>), 2.28-
3.00 (m, 3H, CHCH,, CH,CH>), 2.87 (ddd, J=12.7, 12.3, 6.6 Hz,
1H, PCH), 3.08 (s, 3H, NCHs), 4.61-4.67 (m, 2H, PhCH,), 7.18-
7.34 (m, 10H, aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 24.8 (CH2CH>), 29.7 (d, 2Jcp= 15.1
Hz, CHCH>), 32.4 (NCHag), 44.3 (d, "Jo.p = 134.3 Hz, PCH), 75.1
(PhCHy), 126.2, 127.9, 128.3, 128.6, 129.0 (d, 3Jcp = 6.3 Hz),
129.3, 134.3, 138.0 (d, 2Jo.p = 6.4 Hz, aromat.), 173.2 (C=0)

C1gH2oNOsP [363.34]

Ber.[%]: C59.50 H6.10 N 3.85
Gef.[%] C59.40  H6.30 N 3.63
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4-Diethoxyphosphoryl-4-phenyl-butancarbohydroxamat 10

Hergestellt aus 0,41 g 5 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR ¥ (KBI):
'H-NMR:

13C-NMR:

C14H22NOsP

Ber.[%)]:
Gef.[%]

98 %, farbloser Feststoff
120 °C
1649 cm™ (C=0), 1228 cm™ (P=0)

(400 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.02 (t, J = 6.96 Hz, 3H, CH3), 1.21
(t, J = 6.98 Hz, 3H, CH3), 1.79-1.84 (m, 2H, CH>.CH>), 1.96-2.00
(m, 1H, CHCH,), 2.18-2.23 (m, 1H, CHCH>), 3.16-3.20 (m, 1H,
PCH), 3.74-3.79 (m, 2H, CH3CH,), 3.95-3.99 (m, 2H, CH3CH>),
7.18-7.33 (m, 5H, aromat.), 8.65 (s, 0.9H, Z-Isomer, NH), 8.9 (s,
0.1H, E-lsomer, NH), 9.77 (s, 0.1H, Z-Isomer, OH), 10.27 (s,
0.9H, E-Isomer, OH)

(100 MHz, DMSO-dj), (ppm): 16.4 (d, *Jc.p = 5.4 Hz, CHs), 16.6
(d, ®Jop = 5.6 Hz, CH3), 25.9 (CH2CH>), 30.3 (d, 2Jop = 15.8 Hz,
CHCHy,), 42.8 (d, 'Jc.p = 135.9 Hz, PCH), 61.7 (d, 3Jc-p = 6.9 Hz,
CHsCH,), 62.0 (d, ®Jcp = 6.8 Hz, CH3CH,), 127.3 (d, °Jcp = 2.7
Hz), 128.7 (d, *Jo.p = 1.9 Hz), 129.5 (d, ®Jc.p = 6.7 Hz), 136.3 (d,
2Jc.p = 6.75 Hz, aromat.), 168.7 (C=0)

[315.30]
C53.33 H7.03 N 4.44
C5350 H7.20 N 4.33
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4-Diethoxyphosphoryl-N-hydroxy-N-methyl-4-phenyl-butansaureamid 11

Hergestellt aus 0,42 g 6 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):
'H-NMR:

13C-NMR:

C15H24NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

99 %, farbloser Feststoff
97 °C
1628 cm™ (C=0), 1223 cm™ (P=0)

(200 MHz, DMSO-dp), (ppm): 1.02 (t, J = 7.05 Hz, 3H, CH.CHj),
1.21 (t, J = 7.03 Hz, 3H, CH,CHj), 2.08-2.12 (m, 4H, CH,CH,,
CHCH>), 3.19-3.24 (m, 1H, PCH), 3.34 (s, 3H, NCH3), 3.80-3.93
(m, 4H, CH3CH,), 7.18-7.33 (m, 5H, aromat.), 9.66 (s, 1H, OH)

(100 MHz, DMSO-dj), (ppm): 16.4 (d, 3Jep = 5.6 Hz, CH,CHs),
16.6 (d, 3Jcp = 5.6 Hz, CH2CH3), 25.0 (CH2CH,), 29.8 (d,
?Jo-p = 15.5 Hz, CHCH,), 36.0 (NCHs), 42.7 (d, "Jo.p = 135.9 Hz,
PCH), 61.6 (d, 3Jcp = 7.1 Hz, CH3CHz), 62.0 (d, 3Jcp = 6.7 Hz,
CH3CHy), 127.3 (d, °Jop = 2.6 Hz), 128.7 (d, *Jop = 1.62 Hz),
129.5 (d, ®Jc.p = 6.6 Hz), 136.5 (d, 2Jc.p = 6.5 Hz, aromat.), 172.5
(C=0)

[329.33]
C 54.71 H7.35 N 4.25
C54.75  H7.27 N 4.13
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4-Diethoxyphosphoryl-N-hydroxy-N-ethyl-4-phenyl-butansdureamid 12

Hergestellt aus 0,43 g 7 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

'H-NMR:

13C-NMR:

C16H26NO5P

Ber.[%]:
Gef.[%]

67 % (nach Umkristallisation in Diethylether), farbloser Feststoff
76 °C

3135 cm™ (OH), 2988 cm™ (CHaiphat), 1642 cm™ (C=0),
1227 cm™ (P=0), 1054, 1028 cm™' (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 0.91-1.21 (m, 6H, CH.CHSj,
NCH.CH;), 1.21 (t, J = 7.03 Hz, 3H, CH.CH;), 1.89-2.10 (m, 1H,
CHCH_), 2.10-2.35 (m, 3H, CHCH,, CH.CH,), 3.14-3.29 (m, 1H,
PCH), 3.46 (dd, J = 13.26, 6.41 Hz, 2H, NCH,), 3.71 (qdd,
J = 14.38, 10.24, 7.1 Hz, 1H, POCH,), 3.76-3.86 (m, 1H,
POCH,), 3.92-4.04 (m, 2H, POCHy), 7.11-7.52 (m, 5H, aromat.),
9.47 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 12.23 (NCH.CH3), 16.42 (d,
3Jc-p = 5.4 Hz, CH»CHs), 16.64 (d, Jc.p = 5.52 Hz, CH2CHs),
24.96 (CH2CHy), 30.09 (d, %Jcp = 14.25 Hz, CHCH,), 42.45
(NCH,CH3), 42.67 (d, 'Jocp = 135.45 Hz, PCH), 61.63 (d,
3Jep = 7.21 Hz, CH3CHy), 61.99 (d, ®Jcp = 6.71 Hz, CH3CH,),
127.32, 128.7, 129.52 (d, *Jo.p = 6.67 Hz), 136.53 (d, °Jo.p = 6.61
Hz, aromat.), 172.12 (C=0)

[343.15]
C55.97 H7.63 N 4.08
C 56.11 H7.78 N 4.27
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4-Diethoxyphosphoryl-N-hydroxy-N-propan-2-yl-4-phenyl-butansaureamid 13

ﬁ (0]
P. OH
/\O/(ID N~
_/ )\

Hergestellt aus 0,45 g 8 (1 mmol) nach AAV6.
Ausbeute: 63,4 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 116 °C

IR ¥ (KBr): 3149 cm™ (O-H), 1641 cm™ (C=0), 1227 cm™ (P=0),
1030 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.00 (dt, J = 9.34, 6.78 Hz, 9H,
CH.CHjg), 1.21 (t, J = 7.04 Hz, 3H, CH.CHj), 1.92-2.09 (m, 1H,
CHCH,), 2.09-2.31 (m, 3H, CHCH, CH.CH.), 3.23 (ddd,
J=21.71,11.17, 2.07 Hz, 1H, PCH), 3.64-3.76 (m, 1H, POCHy,),
3,76-3.89 (m, POCH.), 3.89-4.12 (POCH.), 4.49 (dt, J = 12.13,
5.87 Hz, 1H, NCH), 7.20-7.41 (m, 5H, aromat.), 9.12 (s, 1H, OH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 16.41 (d, 3Je.p = 5.49 Hz, CH,CHs),
16.64 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, CH2CHs), 19.18 (CH(CHs),), 24.94
(CH2CHy), 30.47 (d, 2Jcp = 16.07 Hz, CHCH,), 42.68 (d,
'Jop = 135.63 Hz, PCH), 46.25 (NCH), 61.62 (d, ®Jc.p = 6.94 Hz,
CH3CHy), 61.99 (d, 3Jcp = 6.72 Hz, CH3CH,), 127.31, 128.7,
129.52 (d, ®Jcp = 6.9 Hz), 136.55 (d, Jcp = 6.78 Hz, aromat.),

172.19 (C=0)
C17H28NOsP [357.38]
Ber.[%]: C5743  H7.90 N 3.92

Gef.[%] C57.24 H7.85 N 3.88
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N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-4-phenyl-butansdureamid 14

Hergestellt aus 1,42 g 5 (3,5 mmol), 2,68 g Trimethylsilyloromid (17,5 mmol) und
2,21 g LXVII (7 mmol) nach AAV5.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C31H32NOsP

MS (ESI*):
(ESI):

Ber.[%]:
Gef.[%]

12 %, farbloses Ol

3450 cm™ (N-H), 1669 cm™ (C=0), 1229 cm™ (P=0),
1005 cm™ (P-O)

(500 MHz, CDCls), (ppm): 1.83 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CHp), 1.95-
2.18 (m, 1H, CHCH,), 2.19-2.38 (m, 1H, CHCH,), 3.27-3.33 (m,
1H, PCH), 4.61-4.78 (m, 2H, PhCH,), 4.78-4.90 (dd, J = 12.0 Hz,
2H, PhCH,), 4.98-5.17 (qd, J = 12.01, 12.02, 8.0 Hz, 2H,
PhCHy), 6.84-7.99 (m, 20H, aromat.), 10.43 (s, 0.12H, E-isomer,
NH), 10.88 (s, 0.88H, Z-isomer, NH)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 24.82 (d, ®Jo.p = 3.81 Hz, CH,CHy),
29.75 (d, Jop = 12.75 Hz. CHCH>), 42.44 (d, "Jocp= 133.27 Hz,
PCH), 66.5 (d, 2Jo.p = 7.92 Hz, POCH,), 66.95 (d, °Jo.p = 6.95 Hz,
POCH,), 77.02 (PhCH.), 126.46, 126.49, 126.78, 126.99,
127.24,127.37, 127.43, 127.53, 127.6, 127.7 (d, *Jc.p = 1.89 Hz),
128.08, 128.24 (d, °Jop = 6.4 Hz), 134.4, 134.36, 134.17 (d,
2Jop = 7.23 Hz), 135.19 (d, 3Jcp = 4.42 Hz), 135.22 (d,
3Jc-p = 4.42 Hz, aromat.), 168.88 (C=0)

[529.56]

m/z (%): 530.7 (5) [M+H]*, 552.6 (100) [M+Na]*
m/z (%): 528.5 (100) [M-H]

C 70.31 H 6.09 N 2.64
C 70.04 H6.17 N 2.57
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N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-N-ethyl-4-phenyl-butansdureamid 15

Hergestellt aus 2,6 g 7 (6 mmol), 4,59 g Trimethylsilylboromid (30 mmol) und 3,79 g
LXVII (12 mmol) nach AAV5 und anschlieBender S&ulenchromatographie Uber
Kieselgel (1 Teil Ethylacetat: 1 Teil n-Hexan). Umkristallisation erfolgte in
Diethylether bei 7 °C

Ausbeute: 73,2 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 61 °C

IR \7 (KBI’)Z 3062, 3032 Cm_1 (C'Harom_), 2970, 2936 Cm_1 (C'Ha“ph),
1651 cm™ (C=0), 1257 cm™ (P=0), 1046, 1013 cm™" (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, CDCls), (ppm): 1.01 (t, J = 7 Hz, 3H, CHs), 2.00-2.14
(m, 1H, CHCH,), 2.15-2.37 (m, 3H, CHCH,, CH.CH,), 3.40 (dd,
J =228, 9 Hz, 1H, PCH), 3.54 (s, 2H, NCH,), 4.52-4.68 (dd,
J=25.3, 9.8 Hz, 2H, PhCH,), 4.68-4.90 (ddd, J = 20.1, 12.1, 7.5
Hz, 2H, PhCH,), 4.92-5.09 (qd, J= 12.0, 8.0 Hz, 2H , PhCHy),
7.06-7.24 (m, 4H) 7.24-7.50 (m, 16H, aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, CDCls), (ppm): 12.30 (CHas), 24.76 (CH2CH>), 30.02
(d, %Jop = 15.8 Hz. CHCHp), 40.49 (NCHp), 42.70 (d,
'Jop= 135.5 Hz, PCH), 67.03 (d, 2Jo.p = 6.9 Hz, POCHy), 67.23
(d, 2Jop = 6.5 Hz, POCH,), 75.86 (PhCHy), 127.52, 127.78,
128.07, 128.39, 128.52, 128.69, 128.77, 128.79, 128.86, 129.00,
129.61 (d, ®Jc.p = 6.6 Hz), 129.69, 134.86, 136.11 (d, *Jo.p = 7.1
Hz), 136.89 (d, 3Jcp = 6.3 Hz), 136.96 (d, 3Jcp = 6.3 Hz,
aromat.), 172.90 (C=0)

CasH3sNOsP [557.62]

Ber.[%]: C71.08  HB6.51 N 2.51
Gef.[%] C70.82  HB6.57 N 2.67
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N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-N-propan-2-yl-4-phenyl-butansdureamid 16

Hergestellt aus 0,98 g 8 (2,2 mmol), 1,68 g Trimethylsilyloromid (11 mmol) und
1,39 g LXVII (4,4 mmol) nach AAV5 und anschlieBender S&ulenchromatographie
Uber Kieselgel (Ethylacetat).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

'H-NMR:

13C-NMR:

Cs4H3sNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

41,5 %, farbloses Ol

3063, 3033 cm™ (C-Harom ), 2976, 2938 cm™ (C-Haiipn.),
1663 cm™' (C=0), 1247 cm™ (P=0), 1025 cm™ (P-0)

(500 MHz, CDCl3), (ppm): 0.88-1.44 (m, 6H, CH3), 1.95-2.22 (m,
1H, CHCH,), 2.23-2.43 (m, 3H, CHCH,, CH,CH>), 3.36-3.51 (m,
1H, PCH), 4.40 (s, 1H, NCH), 4.55-4.69 (dd, J= 20.5, 8.9 Hz, 2H,
PhCH), 4.69-4.78 (m, 1H, PhCHy), 4.78-4.90 (ddt, J= 10.6, 6.9,
3.4 Hz, 2H, PhCH,), 4.90-5.14 (m, 2H, PhCH,), 6.84-7.24 (m,
4H), 7.23-7.68 (m, 16H, aromat.)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 19.33 (CHs), 19.43 (CHs), 24.29
(CH2CH2), 30.19 (d, %Jcp = 16.1 Hz. CHCH,), 42.23 (d,
'Jop = 135.9 Hz, PCH), 49.21 (NCH), 66.57 (d, °Jo.p = 6.8 Hz,
POCHy), 66.77 (d, %Jcp = 6.7 Hz, POCHy), 78.39 (PhCH,),
127.05, 127.07, 127.32, 127.61, 127.93, 128.06, 128.23, 128.33,
128.40, 128.52, 128.95, 129.14 (d, 3Jcp = 6.8 Hz), 134.49,
135.42 (d, 3Jop = 6 Hz), 135.67 (d, °Jo.p = 6.7 Hz), 136.49 (d,
3Jc.p = 5.7 Hz, aromat.), 175.03 (C=0)

[571.64]
C7144  H6.70 N 2.45
C 71.21 H 6.81 N 2.49
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[4-(Hydroxyamino)-4-oxo-1-phenyl-butyl]phosphonsaure 17

Hergestellt aus 053 g 14 (1 mmol) nach AAV6, Umkristallisation in
Ethanol/Ethylacetat bei RT.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

'H-NMR:

13C-NMR:

$IP-.NMR:
C10H14NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

67 %, farbloser Feststoff
164 °C

3365 cm™' (N-H), 2890 cm™ (CHgjipn), 1624 cm™ (C=0),
1239 cm™ (P=0), 1093, 1036 cm™' (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.76-1.84 (m, 2H, CH.CH), 1.88-
2.03 (m, 1H, CHCH,), 2.17-2.34 (m, 1H, CHCH,), 2.84 (ddd,
J=21.8,11.2, 3.7 Hz, 1H, PCH), 7.24 (qd, J = 13.3, 7.3, 6.9 Hz,
5H, aromat.), 8.63 (s, 0.8H, ZIsomer, OH), 8.90 (s, 0.2H,
E-lsomer, OH), 9.72 (s, 0.2H, E-isomer, NH), 10.25 (s, 0.88H,
Z-isomer, NH)

(125 MHz, D,0), (ppm): 25.32 (CH2CH>), 30.8 (d, 2Jc.p= 16.9 Hz.
CHCH,), 44.8 (d, 'Jop = 1323 Hz, PCH), 127.7 (d,
*Jop = 2.8 Hz), 129.1 (d, *Jecp = 1.96 Hz), 129.5 (d, *Jcp = 6.2
Hz), 136.4 (d, °Jc.p= 7.1 Hz, aromat.), 172.4 (C=0)

(200 MHz, DMSO-ds), (ppm): 24.43

[259.20]
C46.34  H5.44 N 5.40
C46.10  H552 N 5.28
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{4-[Hydroxy(methyl)amino]-4-oxo-1-phenyl-butyl}phosphonsiure 18

Hergestellt aus

O—p=0
\
e
T

036 g 9 (1 mmol) nach AAV6, Umkristallisation in

Methanol/Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR v (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

$'P-.NMR:
C11H16NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

92 %, farbloser Feststoff
126 °C

3363 cm™ (O-H), 3145 cm™ (CHaromat.), 1606 cm™ (C=0),
1207 cm™ (P=0), 1016 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.98 (ddd, J = 16.8, 11.2, 4.9 Hz,
1H, CHCH,), 2.11-2.34 (m, 3H, CH.CH,, CHCH>), 2.84-2.94 (m,
1H, PCH), 3.02 (s, 3H, NCHs), 7.14-7.42 (m, 5H, aromat.), 9.64
(s, TH, Z-lsomer, NOH)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 25.0 (d, ®Jop = 2.1 Hz, CH2CH,),
29.9 (d, %Jop = 14.8 Hz. CHCH,), 35.6 (NCHs), 44.6 (d,
'Jop=134.2 Hz, PCH), 126.1 (d, Je.p = 2.9 Hz), 127.9, 129.0 (d,
3Jo.p=6.3 Hz), 138.2 (d, 2Jo.p = 4.5 Hz, aromat.), 172.5 (C=0)

(200 MHz, DMSO-ds), (ppm): 24.64

[273.22]
C4836  H5.90 N 5.13
C4812  H6.00 N 5.03
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{4-[Hydroxy(ethyl)amino]-4-oxo-1-phenyl-butyllphosphonsiure 19

Hergestellt aus 0,56 g 15 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute:

IR ¢ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

STP-NMR:
C12H1sNOsP
HPLC:

74,3 %, orangenes Harz

3398 cm™ (OH), 3156 cm™ (CHaromat), 2938 cm™ (CHaiphat.),
1606 cm™ (C=0), 1184 cm™ (P=0), 993 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.01 (t, J = 7.08 Hz, CH3), 1.89-
2.07 (m, 1H, CHCH,), 2.08-2.40 (m, 3H, CH.CH», CHCH)), 2.77-
3.08 (dd, J= 21.5, 10.6 Hz, 1H, PCH), 3.48 (dd, J = 13.25, 6.35
Hz, 2H, NCH.), 5.17-6.68 (s, 2H, POH), 7.12-7.42 (m, 5H,
aromat.), 9.52 (s, 1H, NOH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 11.77 (CHs), 24.98 (CH2CH,),
30.18 (d, %Jop = 15.6 Hz. CHCH,), 41.97 (NCH,), 44.56 (d,
'Jop = 133.6 Hz, PCH), 126.05 (d, °Jcp = 2 Hz), 127.89 (d,
*Jep = 1.1 Hz), 129.01 (d, °Jcp = 6.3 Hz), 138.19 (d,
2Jc.p=6.4 Hz, aromat.), 172.0 (C=0)

(200 MHz, DMSO-dj), (ppm): 22.85
[287.25]

20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril,
5 % wassrige NH4OAc-Lésung):
Retentionszeit: 1,880 min (99,9 % AUC)
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{4-[Hydroxy(propan-2-yllamino]-4-oxo-1-phenyl-butyl}phosphonsaure 20

Hergestellt aus 0,57 g 16 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute:

IR ¢ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

3'P_.NMR:
C13H20NOsP
HPLC:

99 %, farbloses Ol

3387, 3214 cm™ (OH), 3063, 3031 cm™ (CHaromat.),
2981, 2936 cm™" (CHaiphat), 1605 cm™ (C=0), 1188 cm™ (P=0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 0.99 (dd, J = 6.5, 4.5 Hz, 6H, CHj3),
1.92-2.07 (m, 1H, CHCH,), 2.07-2.34 (m, 3H, CH>CH,, CHCH,),
2.75-2.99 (ddd, J= 14.2, 10.6, 2.5 Hz, 1H, PCH), 4.38-4.64 (m,
1H, NCH), 6.90-7.72 (m, 5H, aromat.), 8.37-9.80 (s, 1H, NOH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 18.74 (CHs), 25.21 (CH2CHy),
30.72 (d, 2Jop = 15.4 Hz. CHCH,), 44.81 (d, 'Jc.p = 132.8 Hz,
PCH), 45.70 (NCH), 125.88, 127.80, 129.02 (d, 3Jcp= 5.9 Hz),
136.68 (d, 2Jc.p = 4.9 Hz, aromat.), 172.15 (C=0)

(200 MHz, DMSO-ds), (ppm): 24.43
[301.28]

20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril,
5 % wassrige NH;OAc-Lésung):
Retentionszeit: 1,933 min (97,5 % AUC)
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N-benzyloxy-3-diethoxyphosphoryl-3-phenyl-propansaureamid 21

0 H
[l

/\O/IID N\o
SN O A@

Hergestellt aus 0,57 g 4 (2 mmol) und 0,25 g LI (2 mmol) nach AAV12.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

C2oH26NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

71 %, farbloser Feststoff
93,6 °C

3229 cm™ (NH), 3061 cm™ (CHaromat), 2985 cm™ (CHaiiphat),
1690 cm™ (C=0), 1231 cm™ (P=0), 1025 cm™ (P-0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHj3), 1.21
(t, J = 7.0 Hz, 3H, CHj3), 2.54-2.67 (m, 2H, CHCH>), 3.60 (ddd,
J=21.6, 9.2, 6.1 Hz, 1H, PCH), 3.69-3.79 (m, 1H, CH3CH>),
3.79-3.89 (m, 1H, CH3CH>), 3.91-4.06 (m, 2H, CH3CH>), 4.51
(dd, Jgemnn = 41.2, 11.1 Hz, 1.83H, PhCH;), 4.73 (dd,
JgemH,H = 34.7, 11.6 Hz, 0.17H, PhCHy), 7.12-7.21 (m, 2H), 7.23-
7.58 (m, 8H, aromat.), 10.59 (s, 0.09H, NH), 11.03 (s, 0.91H,
NH)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.41 (d, Jcp = 5.4 Hz, CHs),
16.61 (d, 3Jcp = 5.6 Hz, CHs), 33.03 (CHCH,), 39.79 (d,
'Jop= 127.6 Hz, PCH), 62.00 (d, *Jc.p = 7.0 Hz, CH3CH>), 62.37
(d, %Jcp = 6.7 Hz, CHsCHy), 77.10 (PhCH,), 127.49 (d,
*Jep = 1.9 Hz), 12852 (d, *Jcp = 1.5 Hz), 128.63, 129.27,
129.51 (d, ®Jcp = 6.2 Hz), 135.57 (d, ?Jcp = 6.3 Hz), 136.10
(aromat.), 166.45 (d, 3Jc.p = 18.2 Hz, C=0)

[391.39]
C61.37 H6.70 N 3.58
C61.64  HB6.71 N 3.61
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N-benzyloxy-3-diethoxyphosphoryl-N-methyl-3-phenyl-propansdureamid 22

O
I |

/\O/FI) N\o
Ve A@

Hergestellt aus 1,43 g 4 (5 mmol) und 0,69 g LIl (5 mmol) nach AAV12.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

'H-NMR:

13C-NMR:

C21H2sNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

98,6 %, farbloser Feststoff
64 °C

2986, 2932 cm™" (CHajiphat), 1666 cm™ (C=0), 1244 cm™ (P=0),
1025 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.05 (t, J = 7.03 Hz, 3H, CH.CH3),
1.19 (t, J = 7.03 Hz, 3H, CH2CHj), 2.80-2.94 (m, 1H, CHCH,),
2.94-3.05 (m, 1H, CHCH>), 3.07 (s, NCHj3), 3.60 (ddd, J= 21.76,
10.08, 3.7 Hz, 1H, PCH), 3.69-3.79 (m, 1H, CH3CH.), 3.79-3.89
(m, 1H, CH3;CH,), 3.89-4.00 (m, 2H, CH3CH,), 4.87 (dd,
JgemH,H = 30.84, 11.1 Hz, 2H, PhCH,), 7.08-7.37 (m, 5H), 7.37-
7.75 (m, 5H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.42 (d, ®Je.p = 5.5 Hz, CH2CHs),
16.57 (d, 3Jcp = 5.58 Hz, CH2CHs), 32.46 (CHCH,), 33.20
(NCH3), 39.89 (d, 'Jcp = 125.84 Hz, PCH), 61.91 (d,
%Jop = 7.11 Hz, CH3CHy), 62.26 (d, *Jcp = 6.6 Hz, CH3CHo),
75.54 (PhCHy), 127.23 (d, *Jc.p = 2.6 Hz), 128.46 (d, °Jcp = 1.79
Hz), 128.93, 129.21, 129.35 (d, 3Jc.p = 6.24 Hz), 130.02, 135.06,
136.44 (d, 2Jc.p = 6.75 Hz, aromat.), 170.52 (d, 3Jc.r = 15.82 Hz,
C=0)

[391.39]
C 62.21 H 6.96 N 3.45
C 62.21 H6.76 N 3.37
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{3-[Benzyloxy(methyllamino]-3-o0xo-1-phenyl-propyl}phosphonat 23

Hergestellt aus 0,39 g 22 (1 mmol) und 0,77 g Trimethylsilyloromid (5 mmol) nach

AAV3.
Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

'H-NMR:

13C-NMR:

C17H20NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

89 %, farbloser Feststoff
178 °C

2886 cm”' (CHajiphat), 1609 cm™ (C=0), 1186, 1152 cm™ (P=0),
988 cm™ (P-0)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 2.95 (dd, J = 28.0, 17.0 Hz, 1H,
CHCH,), 2.99-3.22 (m, 4H, CHCH,, NCHs;), 3.27-3.56 (m, 1H,
PCH), 4.83 (dd, JgemHH = 45.0, 9.6 Hz, 2H, PhCH), 6.96-7.34
(m, 5H), 7.34-7.88 (m, 5H,aromat.)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 32.95 (CHCH,), 33.34 (NCHs),
41.07 (d, '"Jo.p = 138.46 Hz, PCH), 75.65 (PhCH,), 126.50 (d,
‘Joep = 225 Hz), 128.18, 128.92, 129.13, 129.34 (d,
3Jcp = 5.82 Hz), 129.84, 135.07, 138.51 (d, ?Jcp = 6.52 Hz,
aromat.), 171.14 (C=0)

[349.32]
C5845  H5.77 N 4.01
C5828  H5.89 N 3.88
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{3-[Hydroxy(methyl)amino]-3-ox0-1-phenyl-propylliphosphonsiure 24

Hergestellt aus 0,35 g 23 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C10H14NOsP
HPLC:

92 %, gelbes Ol

3421 cm™ (OH), 2927 cm™ (CHaiphat), 1631 cm™ (C=0),
1199 cm™ (P=0), 1004 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 2.82-2.94 (m, 1H, CHCH.), 2.98 (s,
1H, CHCH>), 3.08-3.22 (m, 3H, NCH3), 3.40 (ddd, J=21.7, 11.0,
2.6 Hz, 1H, PCH), 6.68-7.54 (m, 5H,aromat.)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 32.5 (CHCH,), 35.7 (NCHs), 40.5
(d, "Jo.p=131.4 Hz, PCH), 125.9 (d, *Jc.p = 1.7 Hz), 127.6, 128.9
(d, 3Jcp = 6 Hz), 138.4 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, aromat.), 170.6 (d,
3Jc.p = 17.7 Hz, C=0)

[259.19]

20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril,
5 % wassrige NH;OAc-Lésung):
Retentionszeit: 1,880 min (97,83 % AUC)
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7.4. Analytische Daten zu Kapitel 3

Diethyl (3-bromo-1-phenylpropyl)phosphonat 25

Br

Hergestellt aus 9,13 g LV (40 mmol) und 30,06 g 1,2-Dibromethan (160 mmol) nach

AAV1.
Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
"H-NMR:

13C-NMR:

C13H2()BI'103P

Ber.[%]:
Gef.[%]

52 %, farbloses Ol
1284, 1247 cm™ (P=0), 1053, 1028 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.03 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHs), 1.21
(t, J = 7.0 Hz, 3H, CH;), 2.29-2.48 (m, 2H, CH.Br), 3.16 (dd,
J=16.2, 9.1 Hz, 1H, CHCH,), 3.35 (ddd, J = 22.4, 10.1, 4.8 Hz,
1H, CHCH,), 3.41-3.52 (m, 1H, CHCH,), 3.68-3.79 (m, 1H,
CHsCHy), 3.79-3.90 (m, 1H, CH3;CH)), 3.91-4.09 (m, 2H,
CHsCHy), 7.05-7.65 (m, 5H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dp), (ppm): 15.94 (d, 3Jecp = 5.5 Hz, CHs),
16.16 (d, 3Jc.p = 5.5 Hz, CH3), 32.18 (d, 2Jc.p = 18.1 Hz, CHCHy),
32.48 (CH.Br), 41.62 (d, 'Jop = 137.8 Hz, CH), 61.42 (d,
2Jo-p = 7.0 Hz, CH3CHy), 61.85 (d, 2Jc.p = 6.7 Hz, CH3CH,),
127.21 (d, °Jo.p = 2.7 Hz), 128.42 (d, “Jop = 2.3 Hz), 129.05 (d,
3Jc-p = 6.5 Hz), 134.68 (d, ?Jc.p = 7.0 Hz, aromat.)

[335.17]

C 46.59 H 6.01
C 46.52 H 5.94
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S-[3-(diethoxyphosphoryl)-3-phenylpropyl] thioacetat 26

Hergestellt aus 1,68 g 25 (5 mmol) und 0,71 g Kaliumthioacetat (6,25 mmol) nach

AAV2.
Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
'H-NMR:

13C-NMR:

C15H2304PS

Ber.[%]:
Gef.[%]

91 %, farbloses Ol
1693 cm™ (C=0), 1246 cm™ (P=0), 1054, 1027 cm™' (P-O)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 1.02 (t, J = 7 Hz, 3H, CH3), 1.19 (1,
J = 7 Hz, 3H, CH3), 2.10-2.15 (m, 2H, CHCH,), 2.28 (s, 3H,
COCHg;), 2.56-2.76 (m, 2H, SCH,), 3.20-3.31 (m, 1H, CHCH,),
3.64-3.76 (m, 1H, CH3;CH>), 3.76-3.89 (m, 1H, CH3CH>), 3.89-
4.08 (m, 2H, CH3CH,), 7.13-7.45 (m, 5H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 15.93 (d, 3Jcp = 5.4 Hz, CHs),
16.14 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, CH3), 26.51 (d, 2Je.p = 17.7 Hz, CHCHy),
29.37 (d, %Jcp = 1.7 Hz, CH.S), 30.45 (COCHs), 42.22 (d,
'Jop = 136.4 Hz, CH), 61.31 (d, Jop = 6.8 Hz, CH3CH,), 61.71
(d, 2Jc.p = 6.7 Hz, CH3CHy), 127.03 (d, °Je.p = 2.9 Hz), 128.28 (d,
*Jop = 1.6 Hz), 129.06 (d, 3Jo.p = 6.5 Hz), 135.26 (d, “Jcp= 7 Hz,
aromat.), 194.89 (C=0)

[330.38]

C 54.53 H7.02
C 54.37 H7.20
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[3-(Acetylthio)-1-phenylpropyllphosphonsdure 27

O

e

P
HO™ |
OH

Hergestellt aus 1,52 g 26 (4,6 mmol) und 3,51 g Trimethylsilyloromid (22,9 mmol)

nach AAV3 mit

anschlieBender Saulenchromatographie Uber Kieselgel 60

(Elutionsmittel: 9 Teile Ethylacetat: 1 Teil Ethanol).

Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
"H-NMR:

13C-NMR:

C11H1504PS

Ber.[%]:
Gef.[%]

94,3 %, hellgelbes Harz
1692 cm™ (C=0), 1135 cm™ (P=0), 998, 952 cm™' (P-O)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 2.02-2.11 (m, 1H, CHCH,), 2.12-
2.23 (m, 1H, CHCH,), 2.29 (s, 3H, COCHg3), 2.56 (m, 1H, SCHy),
2.73 (ddd, J = 13.6, 8.9, 4.9 Hz, 1H, SCHy), 2.94 (ddd, J = 22.2,
11.1, 4.1 Hz, 1H, CHCH,), 3.02-3.83 (m, 2H, OH), 6.89-7.66 (m,
5H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 26.98 (d, 2Jcp = 17.6 Hz, CHCH>),
29.81 (d, %Jcp = 1.8 Hz, CH.S), 30.46 (COCHs), 44.53 (d,
'Jop = 133 Hz, CHCH,), 126.12, 127.91, 129.06 (d, ®Jc.p = 5.7
Hz), 137.79 (d, 2Jc.p = 7 Hz), 194.95 (C=0)

[274.27]

C 48.17 H 5.51
C 47.87 H5.75
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Diethyl [3-bromo-1-(naphthalen-1-yl)propyllphosphonat 28

Br

Hergestellt aus 15,41 g Diethyl (naphthalen-1-ylmethyl)phosphonat (40 mmol) und
30,06 g 1,2-Dibromethan (160 mmol) nach AAV1.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR ¥ (KBr):
'H-NMR:

13C-NMR:

C17H228|’03P

Ber.[%]:
Gef.[%]

60 %, weiBer, wachsartiger Feststoff
57 °C
1239 cm™ (P=0), 1052, 1023 cm™ (P-0)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 0.83 (t, J = 7.04 Hz, 3H, CH3), 1.20
(t, J =7 Hz, 3H, CH3), 2.61 (m, 2H, CH2Br), 3.24 (dd, J = 16.12,
8.5 Hz, 1H, CHCH,), 3.48 (m, 1H, CHCH,), 3.57 (m, 1H,
CHCHy), 3.75 (m, 1H, CH3CH>), 4.00 (dd, J = 13.81, 6.98 Hz,
2H, CH3CH>), 4.33 (ddd, J = 23.15, 9.27, 5.11 Hz, 1H, CH3CH>),
7.58 (m, 4H), 7.89 (d, J=7.94 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 7.58 Hz, 1H),
8.21 (d, J=8.42 Hz, 1H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 16.20 (d, 3Jcp = 5.35 Hz, CHs),
16.62 (d, °Jop = 5.5 Hz, CHs), 32.72 (d, ®Jop = 17.33 Hz,
CHCH,), 33.90 (CH2Br), 35.83 (d, 'Jcp = 138.5 Hz, CH), 62.09
(d, 2Jo.p = 6.98 Hz, CH3CH>), 62.35 (d, 2Jc.p = 7.06 Hz, CH3CH>),
123.73, 125.76 (d, ‘Jcp = 3.31 Hz), 126.10, 126.19 (d,
%Jop = 5.7 Hz), 126.65, 128.05 (d, *Jop = 2.18 Hz), 129.10,
131.46 (d, °Jep = 6.33 Hz), 132.51 (d, 2Jop = 6.4 Hz), 133.88
(aromat.)

[385.23]

C 53.00 H5.76
C 52.98 H 5.85
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Tetraethyl [1-(naphthalen-1-yl)propan-1,3-diyllbisphosphonat 29

i
Q ™o ™
/\O/IID ~
\/O

Hergestellt aus 5,80 g 28 (15 mmol) und 16,62 g Triethylphosphit (100 mmol) nach

AAV4.
Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
"H-NMR:

13C-NMR:

C21 H3206 P2

Ber.[%]:
Gef.[%]

96,5 %, dunkelgelbes Ol
1242 cm™ (P=0), 1051, 1027 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 0.83 (t, J = 7 Hz, 3H, CHa), 1.10-
1.30 (m, 9H, CHs), 1.36-1.54 (m, 1H, CH.P), 1.73 (tdd, J = 21,
10.9, 5.7 Hz, 1H, CH2P), 2.07-2.25 (m, 1H, CHCH,), 2.29-2.44
(m, 1H, CHCHy), 3.50-3.65 (m, 1H, CH-CHjs), 3.67-3.81 (m, 1H,
CH.CHs), 3.82-3.96 (m, 4H, CH.CHs), 3.96-4.10 (m, 2H,
CH.CHg), 4.29 (ddd, J = 22.6, 9.8, 3.9 Hz, 1H, CH), 7.55 (dd,
J=15.8, 7.6 Hz, 3H), 7.62 (m, 1H), 7.87 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.95
(d, J=7.4 Hz, 1H), 8.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 15.74 (d, Jcp = 5.5 Hz, CHs),
16.09 (d, ®Jo.p = 5 Hz, CHg), 16.12 (d, Jc.p = 4.2 Hz, CH3), 16.16
(d, 3Jcp = 5.1 Hz, CH3), 2249 (dd, 'Jop = 141.3 Hz,
3Jc.p = 12.5 Hz, CH,P), 24.77 (d, ®Jo.p =7.1 Hz, PCHCH,), 36.48
(dd, 'Jop = 136.9 Hz, %Jop = 16.9 Hz, PCH), 60.84 (d,
2Jop = 5.6 Hz,), 60.88 (d, 2Jc.p = 5.4 Hz, CH3CH,), 61.42 (d,
2Jop = 6.9 Hz, CH3CHp), 61.71 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, CH3CHy),
123.56, 125.28 (d, “Jop = 2.8 Hz), 125.41 (d, “Jcp = 5.4 Hz),
125.61, 126.07, 127.46, 128.56, 131.96 (d, °Jc.p = 6 Hz), 132.28
(d, ®Je.p = 8.3 Hz), 133.33 (d, °Jo.p = 13.7 Hz, aromat.)

[442.42]

C 57.01 H7.29
C 56.72 H 6.89
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Tetrabenzyl (1-(naphthalen-1-yl)propan-1.3-diyl)bisphosphonat 30

Hergestellt aus 1,54 g 29 (3,48 mmol), 3,73 g Trimethylsilyloromid (24,4 mmol) und
2,19 g LXVII (6,96 mmol) nach AAVS5.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

C21 H3206 P2

Ber.[%]:
Gef.[%]

15,5 %, farbloser Feststoff
109 °C

3034 cm™ (C-H, arom.), 2934 cm™ (C-H, aliph.),
1249 cm™ (P=0)

(500 MHz, DMSO-d), (ppm): 1.39-1.59 (m, 1H, CH.P), 1.69-1.89
(m, 1H, CH.P), 2.05-2.32 (m, 1H, CHCH,), 2.36-2.48 (m, 1H,
CHCH,), 4.39 (ddd, 13.9, 10.1, 4.2 Hz, 1H, PCH), 4.56 (dd,
J=11.8, 7.8 Hz, 1H, PhCH,), 4.75 (dd, J = 11.9, 7.1 Hz, 1H,
PhCHy), 4.81-5.13 (m, 6H, PhCHy), 7.08-7.45 (m, 20H), 7.45-
7.66 (m, 4H), 7.88 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 7.7 Hz, 1H),
8.17 (d, J= 8.1 Hz, 1H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-d), (ppm): 22.75 (dd, 'Jcp = 137.84 Hz,
3Jcp = 12.43 Hz, CHyP), 23.8 (m, PCHCH,), 36.53 (dd,
'Jop = 132.38 Hz, 3Jcp = 8.3 Hz, PCH), 2x66.27 (d, °Jo.p = 6.01
Hz, PhCH,), 66.74 (d, ®Jcp = 7.01 Hz, PhCH,), 66.89 (d,
2Jo.p = 6.65 Hz, PhCHy), 123.49, 125.27 (d, *Jo.p = 3.43 Hz),
125.49 (*Jop = 5.34 Hz), 125.61, 126.17, 127.17, 127.57,
127.59, 127.85, 128.07 (d, *Jop = 1.68 Hz), 128.31, 128.57,
131.5 (d, 3Jep = 5.77 Hz), 132.25 (d, ®Jo.p = 6.14 Hz), 133.39 (d,
2Jop = 13.89 Hz), 136.34 (d, 3Jop = 6.42 Hz), 136.36 (d,
%Jop = 1.58 Hz), 136.11 (d, 3Jcp = 6.41 Hz), 136.40 (d,
Jo.p = 2.59 Hz, aromat.)

[690.70]

C 71.30 H 5.84
C71.22 H 5.80



171

[1-(1-Naphthy!)-3-phosphono-propyllphosphonséure 31

Hergestellt aus 0,35 g 30 (0,5 mmol) nach AAV6 fiir 3 h bei 1,5 bar Uberdruck (Hz)

Ausbeute: 97 %, gelbes Harz
IR ¥ (KBr): 2935 cm™ (C-H, aliph.), 1161 cm™ (P=0), 1006 cm™ (P-O)
"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dj), (ppm): 1.11-1.31 (m, 2H, CH2P), 1.34-1.56

(m, 1H, CHCHy), 1.56-1.83 (m, 1H, CHCH,), 3.92 (ddd,
J= 183.08, 10.31, 4.20 Hz, 1H, PCH), 7.51 (dd, J= 15.39, 7.95
Hz, 3H), 7.64 (d, J= 5.9 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 7.98 Hz, 1H), 7.92
(d, J=7.21 Hz, 1H), 8.18 (d, J=7.73 Hz, 1H, aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 22.35 (dd, 'Jop = 141.4 Hz,
3Jcp = 14.91 Hz, CHyP), 24.76 (d, 2Jeop = 7.09 Hz, PCHCH,),
37.55 (dd, 'Jo.p = 149.02 Hz, 3Jcp = 16.79 Hz, PCH), 123.57,
125.15 (d, *Jc.p = 4.06 Hz), 125.39, 125.93, 126.02, 126.67,
128.50, 132.44 (d, 3Jcp = 4.76 Hz), 133.33 (d, ®Jc.p = 6.13 Hz),
134.18 (d, 2Je.p = 10.08 Hz, aromat.)

C13H1606P2 [330.21]

HPLC: 5 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril, 5 %
wassrige NH,OAc-L6sung):
Retentionszeit: 1,807 min (95,40 % AUC)
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Methyl N-benzyloxy-N-(3-diethoxyphosphoryl-3-phenyl-propyl)carbamat 32

}OTVT

Hergestellt aus 1,36 g LXXI (3,6 mmol) und 0,17 mL Chlorameisensaureethylester
(2,2 mmol) nach AAV7.

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

IR ¥ (KBr):
"H-NMR:

13C-NMR:

C22H30NOsP

Ber.[%)]:
Gef.[%]

25 %, weiBer Feststoff
85 °C
1710 cm™ (C=0), 1236 cm™ (P=0), 1021 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.01 (t, J = 7.03 Hz, CH>CHs), 1.17
(t, J = 7.04 Hz, CH.CHj3), 2.01-2.05 (m, 1H, CHCH,), 2.22-2.26
(m, 1H, CHCH,), 3.16-3.20 (m, 2H, NCH_), 3.64 (s, 3H, OCHz3),
3.68-3.72 (m, 1H, CH3CH>), 3.79-3.83 (m, 1H, CH3CH>), 3.94-
3.97 (m, 2H, CH3CH>), 4.75 (d, Jgem. nn = 10.31 Hz, PhCH,), 4.78
(d, Jgemn,n = 10.29 Hz, 1H, PhCHy), 7.13-7.57 (m, 10H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.38 (d, ®Jc.p = 5.45 Hz, CH2CHs),
16.57 (d, °Jop = 5.57 Hz, CH2CHa3), 27.02 (NCHy), 40.71 (d,
'Jop = 142.49 Hz, CH), 47.55 (d, 2Jcp = 17.64 Hz, CHCH,),
53.24 (OCHs), 61.74 (d, 2Jop = 7.04 Hz, CHsCH,), 62.15 (d,
2Jop = 6.77 Hz, CH3CH), 76.52 (PhCH,), 127.41, 127.43,
128.68, 128.80, 129.42, 129.48, 135.69, 136.00 (d, 2Jc.p = 7.14
Hz, aromat.), 156.74 (C=0)

[435.45]
C60.68  H6.94 N 3.22
C60.44  H6.77 N 3.29
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Methyl N-benzyloxy-N-(3-dibenzyloxyphosphoryl-3-phenyl-propyl)carbamat 33

Hergestellt aus 0,87 g 32 (2 mmol), 1,53 g Trimethylsilyloromid (10 mmol) und 1,26 g
LXVII (4 mmol) nach AAVS.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):
'H-NMR:

13C-NMR:

C2oH3oNOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

96,5 %, weiBer Feststoff
53 °C
1711 cm™ (C=0), 1248 cm™ (P=0), 1048 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 2.01-2.17 (m, 1H, CHCH,), 2.283-
2.35 (m, 1H, CHCHb>), 3.08-3.24 (m, 1H, PCH), 3.27-3.46 (m, 2H,
CH2N), 3.62 (s, 3H, OCHj3), 4.66-4.79 (m, 3H, PhCH>), 4.82 (d,
Jgemun = 7.14 Hz, 0.5H, PhCHy), 4.84 (d, JyemHnn = 7.16 Hz,
0.5H, CH3CHy), 4.91 (d, Jyemnn = 7.33 Hz, 0.5H, PhCH,), 4.94
(d, Jgemnn = 7.36 Hz, 0.5H, PhCH>), 4.98 (d, JgemHn = 8.54 Hz,
0.5H, PhCH>), 5.00 (d, Jgemn,n = 8.61 Hz, 0.5H, PhCHz), 7.14 (s,
1H), 7.22-7.63 (m, 19H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 26.46 (NCH,) 40.34 (d,
'Jop = 127.34 Hz, PCH), 47.03 (d, 2Jecp = 18.02 Hz, CHCHy),
52.78 (OCHs), 66.64 (d, ®Jop = 6.86 Hz, PhCH,), 66.88 (d,
?Jo-p = 6.56 Hz, PhCHy), 76.06 (PhCHy), 127.09 (d, °Jc.p = 2.32
Hz), 127.35, 127.60, 127.95, 128.06, 128.21 (d, *Jc.p = 4.57 Hz),
128.31, 128.94, 129.05 (d, °Jop = 6.64 Hz), 135.19 (d,
?Jop = 6.21 Hz), 136.33, 136.38, 136.42 (aromat.), 156.72 (C=0)

[559.59]
C68.68  HB6.12 N 2.50
C68.42  H6.15 N 2.68
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{[3-[Benzyloxy(methoxycarbonyl)amino]-1-phenyl-propyll-(2,2-dimethylpropanoyloxy-
methoxy)phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 34

O E
7
N o

Ty
Az\go

Hergestellt aus 1,31 g 32 (3 mmol), 2,3 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) und 6,02 g
Chloromethylpivalat nach AAV3 und AAVS.

=0

O—71

Ausbeute: 66 %, farbloses Ol

IR V (NaCl): 1754 cm’' (C=0, POM), 1712 cm' (C=0, Carbamat),
1263 cm™ (P=0), 1139 cm™ (C-O, Acylal), 1025 cm™ (P-O)

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-dj), (ppm): 1.10 (s, 9H, CCHa), 1.13 (s, 9H,
CCHs), 1.97-2.13 (m, 1H, CHCH,), 2.15-2.31 (m, 1H, CHCH.),
3.03-3.18 (m, 1H, NCH,), 3.24-3.43 (m, 4H, PCH. NCH,), 3.63
(s, 3H, OCHs), 4.74 (dd, Jgemnn = 10.3 Hz, 2H, PhCH,), 5.40-
5.50 (m, 2H, POCH,), 5.56 (ddd, J = 20.4, 12.5, 5.4 Hz, 2H,
POCH,), 7.10-7.56 (m, 10H)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 25.79 (CHCH>), 26.31 (C(CHs)s),
26.33 (C(CHs)s), 26.91 (NCH), 38.02 (C(CHs)s), 38.06
(C(CHs)s), 40.57 (d, 'Jc.p = 138.2 Hz, PCH), 52.78 (OCHs), 76.07
(PhCH>), 81.38 (d, 2Jc.p = 2.1 Hz, POCH,), 81.43 (d, 2Jcp = 2.3
Hz, POCH,), 127.33, 128.20, 128.33, 128.37, 128.99, 129.02,
13412 (d, 2Jcp = 9.2 Hz), 135.15 (aromat.), 156.66 (C=0,
Carbamat), 175.95 (C=0, POM), 175.97 (C=0, POM)

CaoHa2NO;oP [559.59]

Ber.[%)]: C59.30 H6.97 N 2.31
Gef.[%] C59.04 H6.98 N 2.25
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{2.2-Dimethylpropionyloxymethoxy-[3-[hydroxy(methoxycarbonyl)amino]-1-phenyl-
propyllphosphorylloxymethyl 2,2-dimethylpropionat 35

Hergestellt aus 0,56 g 34 (1 mmol) 1,5 h bei 1,5 bar H, nach AAV6 und
anschlieBender Saulenchromatographie tber Kieselgel 60 (Diethylether 100 %).

Ausbeute: 98 %, farbloses Ol

IR ¥ (NaCl): 3254 cm™ (O-H), 1754 cm™ (C=0, POM), 1703 cm™ (C=0,
Carbamat), 1279, 1259 cm™ (P=0), 1139 cm™ (C-O, Acylal),
1025 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.12 (s, 9H, CCHj), 1.16 (s, 9H,
CCHs), 1.91-2.13 (m, 1H, CHCH>), 2.16-2.35 (m, 1H, CHCH,),
3.18 (ddd, J = 13.7, 9.1, 4.2 Hz, 1H, PCH), 3.23-3.46 (m, 2H,
NCH), 3.55 (s, 3H, OCHz3), 5.37-5.50 (m, 2H, POCH), 5.51-5.65
(m, 2H, POCH,), 7.20-7.31 (m, 3H), 7.31-7.42 (m, 2H, aromat.),
9.42 (s, 1H, OH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 26.00 (CHCH>), 26.33 (C(CHa)s),
26.36 (C(CHgj)3), 26.90 (NCH.), 38.04 (C(CHs3)s), 38.08
(C(CHs)3), 40.51 (d, "Jo.p = 124.9 Hz, PCH), 52.25 (OCHjz), 81.34
(d, 2Jc.p = 4.4 Hz, POCH,0), 81.39 (d, 2Jc.p = 3.8 Hz, POCH,0),
127.24 (d, %Jep = 2.3 Hz), 128.36, 128.99 (d, *Jop = 7.0 Hz),
134.29 (d, 2Jc.p = 7.3 Hz, aromat.), 156.84 (C=0, Carbamat),
175.95 (C=0, POM), 175.99 (C=0, POM)

023H36N01 ()P [55959]

Ber.[%]: C53.38  H7.01 N 2.71
Gef.[%] C5356  H7.02 N 2.68
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4-Phenyl-4-phosphono-butansaure 36

OH

Hergestellt aus 0,9 g 3 (3 mmol) und 2,3 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) nach

AAV3.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

'H-NMR:

13C-NMR:

C1oH130sP
HPLC:

50,5 %, gelbes Ol
1711 cm™ (C=0), 1219 cm™ (P=0), 1004 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.84-1.97 (m, 1H, CHCH,), 1.96-
2.08 (ddd, J=10.7, 8.6, 4.7 Hz, 2H, CH,CH>, CHCH>), 2.13-2.28
(m, 1H, CH>CH>), 2.83 (ddd, J = 21.8, 11.0, 4.1 Hz, 1H, PCH),
7.02-7.38 (m, 5H, aromat.), 7.40-8.70 (m, 3H, OH)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 23.4 (CH.CH)), 29.8 (d,
3Jc.p = 14.74 Hz, CHCH,), 42.2 (d, 'Jop = 134.1 Hz, PCH),
124.3,126.1, 127.1, 135.9 (aromat.), 172.1 (C=0).

[244.18]

5 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril, 5 %
wassrige NH,OAc-L6sung):
Retentionszeit: 1,773 min (97,97 % AUC)
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7.5. Analytische Daten zu Kapitel 4

2-[3-Diethoxyphosphoryl-3-(1-naphthyl)propyl]-1.,3-dioxolan 37

i 7
P.

Hergestellt aus 11,13 g LXXIV (40 mmol) und 7,24 g LVI (40 mmol) nach AAV9 und
anschlieBende Saulenchromatographie Uber Kieselgel (Elutionsmittel: Ethylacetat).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

'H-NMR:

13C-NMR:

CooH2705P

Ber.[%]:
Gef.[%]

92 %, farbloses Ol

3050 cm™ (C-Harom.), 2981 cm™ (C-Hajipn), 1241 cm™ (P=0),
1026 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 0.82 (t, 3H, J = 7 Hz, CH3), 1.19 (t,
3H, J=7 Hz, CH3), 1.33 (d, J= 10.5 Hz, 1H, CHCH.), 1.52 (ddd,
J=15.7,10.5, 5.3 Hz, 1H, CHCH,), 2.19-2.34 (m, 2H, CH.CH>),
3.56 (dt, J=17.4, 8.7 Hz, 1H, PCH), 3.63-3.76 (m, 3H, CH3CH,,
HCOOCH>), 3.77-3.86 (m, 2H, CH3CH>), 3.90-4.08 (m, 2H), 4.16
(dd, J = 22.9, 6.9 Hz, 1H, HCOOCH,), 4.72 (t, J = 4.6 Hz, 1H,
HCOO), 7.54 (m, 3H), 7.65 (s, 1H), 7.85 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.94
(d, J=7.6 Hz, 1H) 8.08 (d, J= 8.1 Hz, 1H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 16.2 (d, *Jcp = 5.4 Hz, CHs), 16.62
(d, 3Jop = 5.5 Hz, CHa), 25.3 (CH2CH>), 31.41 (d, 2Jc.p = 14.3 Hz,
CHCH,), 36.55 (d, 'Jop = 136.9 Hz, PCH), 61.75 (d,
2Jo-p = 7.1 Hz, CH3CHy), 62.02 (d, *Jo.p = 7 Hz, CH3CH,), 64.56
(COOCH,), 64.6 (COOCH), 103.44 (CHOO), 123.92, 125.69,
125.93 (d, *Jop = 3.2 Hz), 125.98, 126.47, 127.63, 128.99,
132.72 (d, 2Jcp = 7.9 Hz), 133.05 (d, °Jcp = 6 Hz), 133.8
(aromat.)

[378.39]

C 63.48 H7.19
C 63.58 H 7.40
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2-[3-Diethoxyphosphoryl-3-(3,4-difluorophenyl)propyl]-1,3-dioxolan 38

i 7
P.

Hergestellt aus 10,57 g LXXV (40 mmol) und 7,24 g LVI (40 mmol) nach AAV9 und
anschlieBende Saulenchromatographie tber Kieselgel (Elutionsmittel: Ethylacetat).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

3C-NMR:

C1eH23F205P

Ber.[%]:
Gef.[%]

60 %, farbloses Ol

3034 cm” (C-Harom), 2938 cm” (C-Haipn), 1245 cm™ (P=0),
1028 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.06 (t, 3H, J=7 Hz, CHgs), 1.21 (t,
3H, J = 7 Hz, CHg), 1.383 (ddd, J = 15.4, 9.9, 4.7 Hz, 1H,
CH2CHy), 1.47 (ddd, J = 20.2, 10.5, 5.4 Hz, 1H, CH.CH>), 1.84
(m, 1H, CHCH,), 2.01 (ddd, J = 19.2, 9.6, 4.9 Hz, 1H, CHCH),),
3.30 (m, 1H, PCH), 3.65-3.92 (m, 6H, CH3CH>, COOCH>), 3.98
(m, 2H, COOCHy), 4.75 (t, J = 4.6 Hz, 1H, HCOO), 7.17 (s, 1H),
7.39 (m, 2H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 15.3 (d, ®Jcp = 5.6 Hz, CHg), 15.4
(d, 3Jo.p = 5.8 Hz, CHa), 22.98 (CH2CH>), 30.4 (d, 2Jc.p= 14.9 Hz,
CHCH,), 4254 (d, 'Jop = 139.1 Hz, PCH), 61.01 (d,
2Jo-p = 7.2 Hz, CH3CHy), 61.55 (d, ®Jo.p = 7 Hz, CH3CH,), 63.83
(COOCH,), 63.95 (COOCH,), 102.82 (CHOO), 116.23 (d,
2Jor = 17.4 Hz, 3Jor = 1.3 Hz), 117.06 (dd, 2Jor = 17.6 Hz,
SJoFr = 6.3 Hz), 124.39, 132.15 (dd, 2Jocp = 16.0 Hz
%Jor = 3.4 Hz), 148.53 (dd, 'Jor = 250.1 Hz, 2Jor = 10.8 Hz),
149.2 (dd, 'Jo.r = 246.6 Hz, °Jo.r = 13.7 Hz, aromat.)

[364.32]

C 52.75 H 6.36
C 52.46 H 6.48
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2-[3-(3,4-Dichlorophenyl)-3-diethoxyphosphoryl-propyl]-1,3-dioxolan 39

O O
LD

Cl
Cl

Hergestellt aus 11,88 g LXXVI (40 mmol) und 7,24 g LVI (40 mmol) nach AAV9 und
anschlieBende Saulenchromatographie tber Kieselgel (Elutionsmittel: Ethylacetat).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C16H23C1205P

Ber.[%]:
Gef.[%]

63 %, farbloses Ol

3034 cm” (C-Harom), 2982 cm™ (C-Haipn), 1245 cm™ (P=0),
1029 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 1.07 (t, 3H, J =7 Hz, CH3), 1.21 (t,
3H, J =7 Hz, CH3), 1.27-1.39 (m, 1H, CHy), 1.49 (ddd, J = 19.9,
10.5, 5.4 Hz, 1H, CH,), 1.78-1.93 (m, 1H, CHy), 1.98-2.10 (m,
1H, CHy), 3.26-3.35 (m, 1H, PCH), 3.66-3.77 (m, 2H, POCH,),
3.78-3.94 (m, 4H, POCH,, COOCH)), 3.94-4.09 (m, 2H,
COOCH,), 4.75 (t, J = 4.6 Hz, 1H, HCOO), 7.31 (td, J = 8.4,
2 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.3 Hz, 1H,
aromat.)

(125 MHz, DMSO-dp), (ppm): 16.61 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, CHs),
16.45 (d, *Jc.p = 5.5 Hz, CHs), 24.0 (d, °Jo.p = 2.8 Hz, CH2CHy),
31.44 (d, ®Jop = 14.7 Hz, CHCH,), 41.82 (d, 'Jocp = 136.6 Hz,
PCH), 61.96 (d, 2Jc.p= 6.9 Hz, CH3CH,), 62.2 (d, 2Jc.p = 6.9 Hz,
CHsCH,), 64.2 (COOCH,), 64.65 (COOCH,), 103.18 (CHOO),
129.67 (d, *Jo.p = 6.4 Hz), 129.95 (d, “Jo.p = 3.4 Hz), 130.87 (d,
‘Jop = 2.4 Hz), 1312 (d, °Jcp = 1.7 Hz), 131.44 (d,
%Jo.p = 6.6 Hz), 138.21 (d, °Jo.p = 7 Hz, aromat.)

[397.23]

C 48.38 H 5.84
C 48.14 H6.18
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2-[3-Diethoxyphosphoryl-3-(p-tolyl)propyl]-1,3-dioxolan 40

i 7
P.

Hergestellt aus 9,69 g LXXVII (40 mmol) und 7,24 g LVI (40 mmol) nach AAV9 und
anschlieBende Saulenchromatographie Uber Kieselgel (Elutionsmittel: Ethylacetat).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C17H2705P

Ber.[%]:
Gef.[%]

70,6 %, farbloses Ol
2981 cm™ (C-Hajpn), 1244 cm™ (P=0), 1027 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.03 (t, 3H, J = 6.97 Hz, CH.CH3),
1.20 (t, 3H, J = 6.96 Hz, CH.CHj), 1.32 (ddd, J = 18.2, 13.81,
4.1 Hz, 1H, CH,), 1.45 (dqg, J = 15.08, 4.93, 4.88 Hz, 1H, CH,),
1.77-1.93 (m, 1H, CH,), 1.93-2.08 (m, 1H, CH,), 2.27 (s, 3H,
PhCHg3), 3.12 (ddd, J = 21.83, 11.28, 3.31 Hz, 1H, PCH), 3.88-
4.07 (m, 8H, CH3CH,, COOCH,), 4.72 (t, J = 4.1 Hz, 1H,
HCOO), 7.15 (dd, J=22.3, 7.7 Hz, 4H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 16.0 (d, ®Je.p = 5.34 Hz, CH2CHs),
16.19 (d, 3Jep = 5.51 Hz, CH.CHs), 20.55 (PhCHs), 23.86 (d,
3Jcp = 1.96 Hz, CH,CH>), 31.08 (d, 2Jo.p = 14.75 Hz, CHCHo),
42.03 (d, 'Jop = 136.46 Hz, PCH), 61.07 (d, Jop = 7.01 Hz,
CH3CHy), 61.49 (d, 2Jop = 7.02 Hz, CH3CHy), 64.11 (COOCH,),
64.16 (COOCH,), 102.94 (CHOO), 128.80, 128.88 (d,
3Jc.p = 6.8 Hz), 133.02 (d, ?Jc.p = 6.7 Hz), 135.84 (d, °Jc.p = 3.02
Hz, aromat.)

[342.37]

C 59.64 H 7.95
C 59.45 H 8.26
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4-Diethoxyphosphoryl-4-(1-naphthyl)butanal 41

Hergestellt aus 11,35 g 37 (30 mmol) nach AAV10 und anschlieBende
Saulenchromatographie tber Kieselgel (Elutionsmittel: Ethylacetat:n-Hexan 1:1).

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR v (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

C1gH2304P

Ber.[%]:
Gef.[%]

83 %, farbloser Feststoff
75 °C

3061 cm” (C-Haom), 2986 cm™ (C-Hajipn), 1713 cm™ (C=0),
1234 cm™ (P=0), 1037, 1027 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 0.82 (t, 3H, J =7 Hz, CH3), 1.20 (t,
3H, J = 7 Hz, CHg), 2.17-2.35 (m, 2H, CHy), 2.35-2.47 (m, 2H,
CHy), 3.49-3.65 (m, 1H, PCH), 3.66-3.79 (m, 1H, CH3CH,), 4.01
(ddt, J = 19.5, 12.8, 6.6 Hz, 2H, CH3CH,), 4.16 (ddd, J = 14.2,
11.0, 4.0 Hz, 1H, CH3CH>),, 7.55 (dd, J = 17.5, 7.4 Hz, 3H), 7.65
(s, 1H), 7.86 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.17 (d,
J=28.2 Hz, 1H, aromat.), 9.53 (CHO)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 15.75 (d, 3Jop = 5.4 Hz, CHs),
16.17 (d, %Jcp = 5.5 Hz, CHs), 23.03 (CH.CH.), 35.51 (d,
'Jop=137.3 Hz, PCH), 40.79 (d, °Jcp= 14.1 Hz, CHCHy), 61.39
(d, 2Jo.p = 7 Hz, CH3CHy), 61.66 (d, 2Jop = 6.8 Hz, CH3CH>),
123.32, 125.26 (d, “Jo.p = 3.3 Hz), 125.55, 125.65 (d, *Jop = 5.5
Hz), 126.11, 127.36, 128.59, 132.14 (d, °Jo.p = 11.8 Hz), 132.13,
133.8 (aromat.), 202.6 (C=0)

[334.35]

C 64.66 H 6.93
C 64.42 H 6.92
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4-Diethoxyphosphoryl-4-(3.4-difluorophenyl)butanal 42

Hergestellt aus 10,93 g 38 (30 mmol) nach AAV10 und anschlieBende
Saulenchromatographie Uber Kieselgel (Elutionsmittel: 1 Teil Ethylacetat, 1 Teil

n-Hexan).
Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

3C-NMR:

C14H19F204P

Ber.[%]:
Gef.[%]

60 %, hellgelbes Ol

3053 cm” (C-Haom), 2985 cm™ (C-Hajipn), 1724 cm™ (C=0),
1283, 1242 cm™ (P=0), 1052 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.07 (t, 3H, J=7 Hz, CHgs), 1.21 (t,
3H, J = 7 Hz, CH3), 1.33 (ddd, J = 15.4, 9.9, 4.7 Hz, 1H, CH,),
1.41 (t, J=20.2, 10.5, 5.4 Hz, 1H, CH,), 1.87-2.14 (m, 1H, CH>),
2.12-2.44 (m, 1H, CHy), 3.17-3.32 (m, 1H, PCH), 3.67-3.93 (m,
2H, CHsCH>), 3.93-4.16 (m, 2H, CHsCH>), 6.99-7.28 (m, 1H),
7.28-7.68 (dt, J=19.9, 9.29 Hz, 2H, aromat.), 9.56 (CHO)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 16.3 (d, *Jo.p = 5.6 Hz, CHs), 16.42
(d, 3Jo.p = 5.8 Hz, CHs), 22.59 (*Jo.p = 2.1 Hz, CH2CH,), 41.39 (d,
2Jo.p = 13.7 Hz, CHCH>), 42.62 (d, 'Jc.p = 139.5 Hz, PCH), 62.20
(d, 2Jcp = 7.3 Hz, CH3CH>), 62.77 (d, ?Jop = 7.1 Hz, CH3CH>),
117.48 (d, %Jor = 17.2 Hz, 3Jcr = 1.2 Hz), 118.00 (dd,
2Jor = 17.8 Hz, ®Jor = 6.4 Hz), 125.38, 132.66 (d, Jcp = 5.4
Hz), 148.55 (dd, 'Jo.r = 225 Hz, 2Jor = 16 Hz), 149.56 (dd,
'Jo.F = 206.3 Hz, 2Jc.F = 10.4 Hz, aromat.), 200.86 (CHO)

[320.27]

C 52.50 H 5.98
C 52.69 H 6.02
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4-Diethoxyphosphoryl-4-(3,4-chlorophenyl)butanal 43

Cl
Cl

Hergestellt aus 11,92 g 39 (30 mmol) nach AAV10 und anschlieBende
Saulenchromatographie Uber Kieselgel (Elutionsmittel: 1 Teil Ethylacetat, 1 Teil

n-Hexan).
Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C16H23Cl204P

Ber.[%]:
Gef.[%]

90 %, farbloses Ol

3061 cm™ (C-Harom.), 2982, 2933 cm™" (C-Haiipn.),
1718 cm™ (C=0), 1239 cm™ (P=0), 1052, 1028 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.07 (t, 3H, J = 7 Hz, CH3), 1.22 (t,
3H, J = 7 Hz, CH3), 1.96-2.12 (m, 2H, CHy,), 2.13-2.44 (m, 2H,
CH,), 3.26-3.33 (m, 1H, PCH), 3.77-3.94 (m, 2H, CH3CH.), 3.94-
413 (m, 2H, CHsCHy), 7.32 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 7.57 (,
J=1.6 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.3 Hz, aromat.), 9.57 (CHO)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.44 (d, ®Jcp = 5.4 Hz, CHs),
16.60 (d, %Jc.p = 5.6 Hz, CHa), 24.01 (*Jep = 2.9 Hz, CH,CHo),
31.45 (d, °Jop = 14.6 Hz, CHCH,), 41.41 (d, 'Jcp = 136.2 Hz,
PCH), 62.04 (d, 2Jc.p = 6.7 Hz, CH3CH>), 62.27 (d, °Jc.p = 6.7 Hz,
CH3CHy), 129.76 (d, ®Jo.p = 6.4 Hz), 130.11 (d, *Jcp = 3.6 Hz),
130.89 (d, °Jo.p = 1.8 Hz), 131.28 (d, “Jo.p = 2.6 Hz), 131.49 (d,
3Jc-p = 6.8 Hz), 137.80 (d, 2Jc.p = 6.6 Hz, aromat.), 202.76 (CHO)

[353.18]

C 47.61 H 5.42
C47.78 H 5.64
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4-Diethoxyphosphoryl-4-(p-tolyl)butanal 44

Hergestellt aus 13,69 g 40 (40 mmol) nach AAV10 und anschlieBende
Saulenchromatographie tber Kieselgel (Elutionsmittel: Ethylacetat:n-Hexan 1:1)

Ausbeute:

IR ¢ (NaCl):

'H-NMR:

13C-NMR:

C15H2304P

Ber.[%]:
Gef.[%]

66 %, farbloses Ol

2983 cm™ (C-Haipn), 1723 cm™ (C=0), 1244 cm™ (P=0),
1027 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.04 (t, 3H, J = 7.03 Hz, CH,CH3),
1.21 (t, 3H, J = 7.02 Hz, CH,CHs), 1.92-2.10 (m, 1H, CHy), 2.11-
2.44 (m, 6H, CH,, PhCHy), 3.13 (ddd, J = 21.68, 11.14, 3.88 Hz,
1H, PCH), 3.65-3.77 (m, 1H, CH3;CH), 3.77-3.88 (m, 1H,
CHsCH,), 3.87-4.05 (m, 2H, CH3CH,), 6.98-7.30 (dt,
J=17.4,4.72 Hz, 4H, aromat.), 9.55 (s, 1H, CHO)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 15.99 (d, °Jo.p = 5.45 Hz, CH2CHs3),
16.18 (d, 3Jop = 5.47 Hz, CHoCHs), 20.54 (PhCHs), 22.11 (d,
3Jc-p = 1.48 Hz, CH»CH,), 40.84 (d, 2Jop = 14.58 Hz, CHCH,),
41.54 (d, 'Jop = 136.59 Hz, PCH), 61.16 (d, “Jcp = 6.96 Hz,
CHsCH,), 61.57 (d, 2Jcp = 6.75 Hz, CHsCH,), 128.87, 128.92,
132.60 (d, °Jep = 6.78 Hz), 136.03 (d, °Jop = 3.28 Hz, aromat.),
202.53 (C=0)

[298.31]

C 60.39 H7.77
C 60.14 H7.48
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4-Diethoxyphosphoryl-4-(1-naphthyl)butansaure 45

0
I
o ! OH

Hergestellt aus 1,67 g 41 (5 mmol) nach AAV11.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

'H-NMR:

13C-NMR:

C1gH2304P

Ber.[%]:
Gef.[%]

72 %, farbloser Feststoff
130 °C

2982 cm™ (C-Haipn), 1722 cm™ (C=0), 1243 cm™ (P=0),
1025 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 0.82 (t, 3H, J = 7 Hz, CH3), 1.20 (t,
3H, J=7 Hz, CH3), 2.13 (ddd, J = 25.7, 18.6, 11.1 Hz, 3H, CH,),
2.39 (d, J = 8.5 Hz, 1H, CHy), 3.56 (dd, J = 17.1, 8.3 Hz, 1H,
PCH), 3.74 (ddd, J= 14.6, 7.2, 3 Hz, 1H, CH3CH>), 3.90-4.12 (m,
2H, CH3CH,), 4.21 (dd, J = 20.6, 8 Hz, 1H, CH3CH>),, 7.44-7.62
(m, 38H), 7.65 (s, 1H), 7.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 8.16 (d, J= 8.2 Hz, 1H, aromat.), 12.07 (COOH)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 15.75 (d, Jop = 5.4 Hz, CHs),
16.17 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, CHs), 25.81 (CH.CH), 31.08 (d,
2Jop=14.6 Hz, CHCHy), 35.44 (d, 'Jo.p = 137.3 Hz, PCH), 61.39
(d, 2Jep = 7.1 Hz, CH3CH>), 61.64 (d, ?Jop = 6.7 Hz, CH3zCH>),
123.24, 12529 (d, “Jcp = 3.3 Hz), 125.54, 12556 (d,
%Jcp = 5.4 Hz), 126.09, 127.31 (d, *“Jcp = 3.3 Hz), 128.60,
132.17 (d, ?Jop = 12.4 Hz), 133.37 (aromat.), 173.71 (C=0)

[350.35]

C 61.71 H 6.62
C 61.83 H 6.57
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4-Diethoxyphosphoryl-4-(3.,4-difluorophenyl)butansiure 46

0
I
~No” ! OH

Hergestellt aus 1,60 g 42 (5 mmol) nach AAV11.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR ¥V (KBr):

'H-NMR:

13C-NMR:

C14H19F205P

Ber.[%]:
Gef.[%]

84 %, farbloser Feststoff
142 °C

3051 cm™ (C-Harom.), 2988 cm™ (C-Haipn), 1721 cm™ (C=0),
1275 cm™ (P=0), 1046 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 1.07 (t, 3H, J = 7 Hz, CH3), 1.22 (t,
3H, J =7 Hz, CHj3), 1.89-2.33 (m, 4H, CH,), 3.30 (ddd, J = 14.8,
11.2, 4.1 Hz, 1H, PCH), 3.65-3.95 (m, 2H, CH3CH,), 3.95-4.21
(m, 2H, CH3CH>), 7.16 (s, 1H), 7.27-7.64 (m, 2H, aromat.), 12.13
(COOH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 16.26 (d, Jcp = 5.7 Hz, CHs),
16.34 (d, 3Jcp = 5.8 Hz, CHs), 25.06 (CH.CH), 31.43 (d,
2Jo-p= 14.9 Hz, CHCHy), 42.6 (d, "Jo.p = 139.5 Hz, PCH), 62.47
(d, 2J.p = 7.2 Hz, CH3CH>), 62.97 (d, ?Jop = 7.3 Hz, CH3CH>),
117.42 (dd, %Jor = 16.9 Hz, 3Jocr = 1.8 Hz), 118.06 (dd,
2Jor = 17.9 Hz, SJor = 6.8 Hz), 125.46, 132.38, 148.89 (dd,
'Uor = 242.3 Hz, °Jor = 14.6 Hz), 149.81 (dd, 'Jo.r = 253.5 Hz,
2Jo.F = 11.7 Hz, aromat.), 176.47 (COOH)

[336.27]

C 50.00 H5.70
C 50.06 H 5.58
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4-(3.4-Dichlorophenyl)-4-diethoxyphosphoryl-butansaure 47

0
IIZ!
o ! OH

Cl
Cl

Hergestellt aus 1,77 g 43 (5 mmol) nach AAV11.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR ¥V (KBr):

'H-NMR:

13C-NMR:

C14H19Cl0sP

Ber.[%]:
Gef.[%]

86 %, farbloser Feststoff
115 °C

3058 cm” (C-Hawom), 2983 cm™ (C-Hajipn), 1720 cm™ (C=0),
1273 cm™ (P=0), 1028 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.08 (t, 3H, J = 7 Hz, CH.CH3),
1.22 (t, 3H, J = 7 Hz, CH.CHj), 1.79-2.36 (m, 4H, CH,), 3.26-
3.42 (m, 1H, PCH), 3.76-3.94 (m, 2H, CH3CH>), 3.94-4.24 (m,
2H, CH3CH,), 7.27-7.35 (m, 1H), 7.56 (t, J = 1.79 Hz, 1H), 7.63
(d, J=8.3 Hz, 1H, aromat.), 12.14 (COOH)

(125 MHz, DMSO-djy), (ppm): 16.45 (d, %Jop = 5.5 Hz, CHs),
16.61 (d, Jcp = 5.5 Hz, CHag), 24.97 (*Jo.p = 1.9 Hz, CH2CHy),
31.79 (d, 2Jc.p = 15 Hz, CHCHy), 41.6 (d, 'Jo.p = 136.5 Hz, PCH),
62.04 (d, 2Jop = 7.1 Hz, CH3sCH,), 62.27 (d, %Jcp = 6.7 Hz,
CHsCH,), 129.74 (d, Jop = 6.4 Hz), 130.10 (d, *Jop = 3.5 Hz),
130.91 (d, °Jop = 2 Hz), 131.28 (d, *Jop = 2.4 Hz), 131.44 (d,
%Jop = 6.9 Hz), 137.76 (d, Jcp = 6.6 Hz, aromat.), 173.89
(COOH)

[369.18]

C 45.55 H5.19
C 45.81 H 5.04
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4-Diethoxyphosphoryl-4-(p-tolyl)butansdure 48

0
I
o ! OH

Hergestellt aus 1,49 g 44 (5 mmol) nach AAV11.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR ¥V (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

C15H2305P

Ber.[%]:
Gef.[%]

76 %, farbloser Feststoff
78 °C

2984 cm” (C-Haipn), 1722 cm™ (C=0), 1201 cm™ (P=0),
1021 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 1.04 (t, 3H, J = 7.04 Hz, CH3), 1.21
(t, 3H, J = 7.04 Hz, CH,CHj3), 1.88-2.02 (m, 1H, CH,), 2.02-2.13
(m, 2H, CH,), 2.13-2.24 (m, 1H, CH.), 2.30 (s, 3H, PhCH3), 3.05-
3.24 (ddd, J = 21.94, 11.06, 4.1 Hz, 1H, PCH), 3.64-3.77 (m, 1H,
CH3;CH,), 3.76-3.89 (m, 1H, CH3;CH,), 3.89-4.08 (m, 2H,
CHsCH,), 7.06-7.25 (m, 4H, aromat.), 12.08 (s, 1H, COOH)

(125 MHz, DMSO-dp), (ppm): 15.99 (d, °Jo.p = 5.50 Hz, CHs),
16.18 (d, 3Jo.p = 5.70 Hz, CHag), 20.55 (PhCHa), 24.84 (CH2CHy),
41.27 (d, 2Jop= 15.16 Hz, CHCH>), 41.58 (d, 'Jocp = 136.80 Hz,
PCH), 61.17 (d, 2Jcp = 6.92 Hz, CHsCH,), 61.56 (d,
2Jc-p = 6.82 Hz, CH3CH,), 128.84, 128.89, 132.60 (d, °Jc.p = 6.88
Hz), 136.01 (d, °Jo.p = 2.69 Hz, aromat.), 173.65 (COOH)

[314.31]

C 57.32 H7.38
C 57.32 H7.24
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-4-(1-naphthyl)butansiureamid 49

Hergestellt aus 1,75 g 45 (5 mmol) und 0,62 g LI (5 mmol) nach AAV12 und
anschlieBender Umkristallisation in Diethylether.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR v (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

CosH3zoNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

79 %, farbloser Feststoff
128 °C

3175 cm™ (N-H), 3058 cm™ (C-Harom.), 2985 cm™ (C-Haiipn.),
1681 cm™ (C=0), 1220 cm™ (P=0), 1024 cm™ (P-0)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 0.82 (t, 3H, J= 7 Hz, CH3), 1.20 (t,
3H, J = 7 Hz, CHg3), 1.82-1.90 (m, 2H, CHy), 2.12-2.24 (m, 1H,
CHy), 2.38-2.43 (m, 1H, CHy), 3.54-3.61 (m, 1H, PCH), 3.69-3.75
(m, 1H, CH3CH>), 4.01 (dt, J = 15.8, 7 Hz, 2H, CH3CH>), 4.14-
4.22 (m, 1H, CH3CH>), 4.33-4.37 (m, 0.27H, E-lsomer, PhCHy),
4.66 (dd, Jyemn,n = 25, 11 Hz, 1.73H, ZIsomer, PCHy), 7.18-7.42
(m, 5H), 7.53-7.62 (m, 3H), 7.64 (s, 1H), 7.86 (d, J = 8 Hz, 1H),
7.94 (d, J =8 Hz, 1H), 8.17 (d, J = 8 Hz, 1H, aromat.), 10.47 (s,
0.13H, E-lsomer, NH), 10.78 (s, 0.87H, Z-Isomer, NH)

(125 MHz, DMSO-dp), (ppm): 15.76 (d, 3Jecp = 5.4 Hz, CHs),
16.19 (d, 3Jcp = 5.6 Hz, CHs), 25.90 (CH.CH), 29.49 (d,
?Jo-p = 14.8 Hz, CHCH,), 35.71 (d, 'Jop = 137 Hz, PCH), 61.40
(d, 2Jop = 6.6 Hz, CH3zCHy), 61.61 (d, Jop = 7 Hz, CHsCH>),
76.60 (PhCH,), 123.39, 125.29 (d, *Jc.p = 3 Hz), 125.54, 125.51
(d, %Jcp = 5 Hz), 125.60, 126.06, 127.28, 128.05, 128.13,
128.56, 132.00, 132.10, 132.30 (d, 2Jop = 6 Hz), 133.40, 135.91
(aromat.), 168.54 (C=0)

[455.48]
C65.92 H6.64 N 3.08
C6579  H6.38 N 3.19
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-N-methyl-4-(1-naphthyl)butansaureamid 50

Hergestellt aus 1,75 g 45 (5 mmol) und 0,69 g LIl nach AAV12.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

Co6H32NO5P

Ber.[%]:
Gef.[%]

87 %, orangenes Ol

2979 cm™ (C-Haiipn), 1655 cm™ (C=0), 1244 cm™ (P=0),
1025 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 0.83 (t, 3H, J = 6.8 Hz, CH>.CH3),
1.21 (t, 3H, J = 6.8 Hz, CH.CHj3), 2.16 (d, J = 10.1 Hz, 2H,
CH.CH,), 2.26 (d, J = 7.2 Hz, 1H, CHy), 2.38 (s, 1H, CH>), 3.03
(s, 3H, NCHj3), 3.58 (d, J= 7.2 Hz, 1H, PCH), 3.74 (d, J = 7.2 Hz,
1H, CH3CH,), 4.00 (s, 1H, CH3CH>), 4.20 (dd, J = 20.8, 6.7 Hz,
1H, CH3CH,), 4.42 (d, J = 31.7 Hz, 2H, PhCHy), 6.93 (s, 2H),
7.16 (s, 2H), 7.25 (s, 1H), 7.57 (dd, J= 18.5, 9.5 Hz, 3H), 7.66 (s,
1H), 7.87 (d, J = 7 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 8.18 (d,
J=7.3Hz, 1H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 15.76 (d, 3Jep = 5.2 Hz, CH,CHs),
16.18 (d, °Jop = 5.5 Hz, CH2CHa3), 25.51 (CH2CHy), 28.95 (d,
?Jop = 15.3 Hz, CHCH,), 3255 (NCHs), 35.47 (d,
'Jop=138.1 Hz, PCH), 61.35 (d, 2Jc.p= 6.9 Hz, CH3CH,), 61.59
(d, 2Jcp = 6.9 Hz, CH3CH,), 74.83 (PhCH,), 123.26, 125.29 (d,
*Jop = 3.4 Hz), 125.57 (d, %Jop = 6.6 Hz), 126.11, 127.27,
128.12, 128.45, 128.62, 129.19, 132.25 (d, *Jop = 3.6 Hz),
132.31, 132.33 (d, 2Jop = 9.4 Hz), 134.04 (d, 3Jcp = 4.4 Hz),
133.41 (aromat.), 172.90 (C=0)

[469.51]
C 66.51 H 6.87 N 2.98
C66.23 H7.03 N 2.68
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-4-(3,4-difluorophenyl)butansiaureamid 51

ﬁ I \/@
P. 0]
/\O/CB N~

_ 0

Hergestellt aus 1,68 g 46 (5 mmol) und 0,62 g LI (5 mmol) nach AAV12.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C21H26F2NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

97 %, farbloses Ol

3151 cm™ (N-H), 3065 cm” (C-Haom.), 2985 cm™ (C-Haipn),
1673 cm™ (C=0), 1232 cm™ (P=0), 1052, 1027 cm™' (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.07 (t, 3H, J=7 Hz, CH3), 1.22 (t,
3H, J = 7 Hz, CHj3), 1.63-1.89 (m, 2H, CH,), 1.89-2.07 (m, 1H,
CHy), 2.06-2.36 (m, 1H, CH>), 3.17-3.29 (m, 1H, PCH), 3.66-3.93
(m, 2H, CH3CH,), 3.93-4.20 (m, 2H, CH3CH,), 4.59 (s, 0.21H,
E-lsomer, PhCH>), 4.74 (s, 1.79H, Z-Isomer, PhCH.), 6.85-7.25
(m, 1H), 7.21-7.23 (m, 7H, aromat.), 10.53 (s, 0.11H, E-lsomer,
NH), 10.87 (s, 0.89H, Z-Isomer, NH)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 16.69 (d, *Jo.p = 5.6 Hz, CH3), 16.77
(d, 3Jo.p = 5.9 Hz, CHs), 26.3 (d, *Jc.p = 5.9 Hz, CH2CH,), 30.7 (d,
2Jc-p = 16.4 Hz, CHCH>), 42.77 (d, "Jo.p = 135.4 Hz, PCH), 62.69
(d, 2Jo.p = 5.9 Hz, CH3CH,), 63.07 (d, 2Jop = 7 Hz, CH3CH>),
78.46 (PhCHy), 117.75 (dd, 2Jo.r = 16.9 Hz, ®Jc.r = 2 Hz), 118.38
(dd, 2Jor = 19.2 Hz, °Jor = 2.8 Hz), 125.76, 129.05, 129.46,
133.26, 135.79, 148.81 (dd, 'Jo.r = 206.3 Hz, 2Jo.r = 13.8 Hz),
149.50 (dd, 'Jo.r = 228.6 Hz, 2Jor = 12.3 Hz, aromat.), 170.02
(C=0)

[441.41]
C57.14  H5094 N 3.17
C56.90  H5.81 N 3.26
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-4-(3,4-difluorophenyl)- N-methyl-butansdureamid

52

Hergestellt aus 1,68 g 46 (5 mmol) und 0,69 g LIl (5 mmol) nach AAV12 und
anschlieBender Umkristallisation in Diethylether.

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

IR ¥ (KB):

"H-NMR:

13C-NMR:

CooHogF2NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

92 %, farbloser Feststoff
60 °C

3049 cm™ (C-Harom. ), 2984, 2963 cm™ (C-Haiipn.),
1672 cm™ (C=0), 1287 cm™ (P=0), 1053, 1027 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.06 (t, 3H, J = 7 Hz, CH.CH>),
1.20 (1, 3H, J = 6.9 Hz, CH.CHj), 1.76-2.08 (m, 1H, CHCH,),
2.07-2.42 (m, 3H, CHy), 3.10 (s, 3H, NCHj3), 3.22-3.34 (dd,
J=24.0, 11.0 Hz, 1H, PCH), 3.70-3.92 (m, 2H, CH3CH,), 3.92-
4.25 (m, 2H, CH3CH,), 4.71 (s, 2H, PhCHy), 7.01-7.28 (m, 3H),
7.28-7.61 (m, 5H, aromat.)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 15.99 (d, %Jecp = 5.4 Hz, CH,CHs),
16.14 (d, %Jop = 5.5 Hz, CH2CHg), 24.31 (CH2CHy), 29.17 (d,
2Jc-p = 15.5 Hz, CHCH,), 32.63 (NCH3), 41.28 (d, 'Jo.p = 136.9
Hz, PCH), 61.45 (d, 2Jcp = 7.1 Hz, CHsCH,), 61.73 (d,
2Jc-p = 6.8 Hz, CH3CH,), 75.08 (PhCHy), 117.26 (dd, 2Jc.F = 16.7
Hz, SJor = 1.4 Hz), 117.87 (dd, °Jo.r = 17.4 Hz, ®Jor = 6.5 Hz),
125.92, 128.24, 128.58, 129.27, 133.97, 134.38, 148.43 (dd,
'Uor = 242.7 Hz, 2Jor = 12 Hz), 149.07 (dd, 'Jor = 246.9 Hz,
2Jo-r = 14.1 Hz, aromat.), 172.65 (C=0)

[455.43]
C58.02 H6.20 N 3.08
C5829  H6.29 N 2.78
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N-benzyloxy-4-(3.,4-dichlorophenyl)-4-diethoxyphosphoryl-butansiureamid 53

ﬁ I \/@
P. O
/\O/6 N~

S |'4

Cl
Cl

Hergestellt aus 1,85 g 47 (5 mmol) und 0,62 g LI (5 mmol) nach AAV12.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C21H26CI2NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

83 %, farbloses Ol

3298 cm™ (N-H), 3065 cm™ (C-Harom.), 2939 cm™ (C-Hajion ),
1693 cm™' (C=0), 1234 cm™ (P=0), 1022 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.08 (t, 3H, J = 7.02 Hz, CH3), 1.22
(t, 3H, J=7.01 Hz, CH3), 1.83 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CHy), 1.92-2.05
(m, 1H, CHy), 2.12-2.29 (m, 1H, CH,), 3.26 (ddd, J = 22.17,
10.98, 3.56 Hz, 1H, PCH), 3.75-3.94 (m, 2H, CH3CH>), 3.94-4.15
(m, 2H, CH3CH,), 4.59 (s, 0.25H, E-lsomer, PhCH.,), 4.74 (s,
1.75H, Z-Isomer, PhCHy), 7.26 (d, J = 8.31 Hz, 1H), 7.30-7.46
(m, 5H), 7.51 (s, 1H), 7.60 (d, J = 8.3 Hz, 1H, aromat.), 10.52 (s,
0.15H, E-lsomer, NH), 10.86 (s, 0.85H, Z-Isomer, NH)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 15.98 (d, Jop = 5.45 Hz, CHs),
16.14 (d, ®Jc.p = 5.5 Hz, CH3), 24.70 (*Jc.p = 3.14 Hz, CH,CHy),
29.73 (d, 2Jo.p = 15.68 Hz, CHCH,), 41.24 (d, 'Jcp = 136.5 Hz,
PCH), 61.60 (d, ?Jc.p = 6.51 Hz, CH3CH,), 61.79 (d, 2Jcp = 6.48
Hz, CHsCH.), 128.10, 128.19, 128.60, 129.05, 129.46 (d,
3Jc.p = 5.65 Hz), 129.61 (d, *Jo.p = 3.32 Hz), 130.41, 130.83 (d,
%Jop = 5.29 Hz), 131.03 (d, *Jop = 7.04 Hz), 136.02 (d,
2Jo-p = 6.0 Hz, aromat.), 168.18 (C=0)

[474.31]
C53.18  H553 N 2.95
C53.35  H5.39 N 2.86
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N-benzyloxy-4-(3,4-dichlorophenyl)-4-diethoxyphosphoryl-N-methyl-butansdureamid

54
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Hergestellt aus 1,85 g 47 (5 mmol) und 0,69 g LIl (5 mmol) nach AAV12 und
anschlieBender Umkristallisierung in Diethylether.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR v (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

C22H28CIoNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

97 %, farbloser Feststoff
65 °C

3037 cm™ (C-Harom.), 2982, 2963 cm™" (C-Haiph),
1672 cm™ (C=0), 1233 cm™ (P=0), 1052, 1026 cm™' (P-O)

(500 MHz, DMSO-dy), (ppm): 1.08 (t, 3H, J = 7 Hz, CH.CHs),
1.21 (t, 3H, J = 7 Hz, CH.CHj), 1.87-2.05 (m, 1H, CHCH.), 2.08-
2.33 (m, 3H, CHy), 3.11 (s, 3H, NCHs3), 3.35-3.42 (m, 1H, PCH),
3.75-3.94 (m, 2H, CHyCH.), 3.94-4.06 (m, 2H, CH3CH,), 4.70 (s,
2H, PhCHy), 7.19 (d, J = 6 Hz, 2H), 7.27-7.42 (m, 4H), 7.56 (,
J =2 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.3 Hz, 1H aromat.)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.45 (d, 3Jcp = 5.4 Hz, CH,CHs),
16.60 (d, ®Jo.p = 5.6 Hz, CH2CH3), 24.54 (CH,CHy), 29.65 (d,
2Jc-p = 15.9 Hz, CHCH,), 32.98 (NCH3), 41.65 (d, 'Jo.p = 136.5
Hz, PCH), 62.0 (d, °Jo.p= 7.1 Hz, CH3CH>), 62.22 (d, *Jc.p = 6.6
Hz, CHsCH,), 75.50 (PhCHy), 128.71, 129.03, 129.72 (d,
3Jcp = 6.6 Hz), 129.76, 130.08 (d, °Jocp = 3.7 Hz), 130.92,
131.33 (d, ®Jcp = 2.6 Hz), 131.49 (d, °Jop = 7.3 Hz), 134.77,
137.92 (d, 2Jo.p = 6.9 Hz, aromat.), 173.10 (C=0)

[488.34]
C 54.11 H5.78 N 2.87
C53.98 H592 N 2.73
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-4-(p-tolyl)butansdureamid 55
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Hergestellt aus 1,57 g 48 (5 mmol) und 0,62 g LI (5 mmol) nach AAV12.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C2oH3oNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

77,2 %, farbloses Ol

3178 cm™ (C-Harom.), 2983 cm™ (C-Hajipn), 1680 cm™ (C=0),
1226 cm™ (P=0), 1025 cm™ (P-0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.04 (t, 3H, J = 7.03 Hz, CH>,CH3),
1.21 (t, 3H, J = 7.02 Hz, CH>CHs), 1.81 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CHy),
1.89-2.06 (m, 1H, CH,), 2.07-2.43 (m, 4H, CH,, PhCHs), 3.00-
3.21 (ddd, J = 22.02, 11.28, 3.24 Hz, 1H, PCH), 3.62-3.76 (m,
1H, CH3CHy), 3.76-3.89 (m, 1H, CH3CH.), 3.89-4.14 (m, 2H,
CHsCHy), 4.52 (s, 0.26H, E-lsomer, PhCHy), 4.74 (s, 1.74H,
Z-Isomer, PhCHy), 7.13 (s, 4H) 7.36 (s, 5H, aromat.), 10.50 (s,
0.13H, E-Isomer, NH), 10.86 (s, 0.87H, Z-Isomer, NH)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 16.00 (d, *Jo.p = 5.52 Hz, CH2CHs3),
16.19 (d, %Jcp = 5.54 Hz, CH,CH3), 20.55 (PhCHj), 25.11
(CH2CH), 29.82 (d, %Jop = 16.29 Hz, CHCH.), 41.80 (d,
'Jop = 136.57 Hz, PCH), 61.18 (d, 2Jop = 7.23 Hz, CH3CH>),
61.53 (d, %Jop = 6.63 Hz, CH3CH,), 76.59 (PhCH,), 128.07,
128.17, 128.58, 128.85, 128.93 (d, 2Jcp = 6.74 Hz), 132.57 (d,
%Jop = 5.47 Hz), 135.93 (d, °Jop = 2.64 Hz, aromat.), 168.47
(C=0)

[419.45]
C63.00 H7.21 N 3.34
C6279  H755 N 3.31
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N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl- N-methyl-4-(p-tolyl)butansaureamid 56
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Hergestellt aus 1,57 g 48 (5 mmol) und 0,69 g LIl (5 mmol) nach AAV12.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

Co3H3oNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

82,7 %, farbloses Ol

2981 cm™ (C-Hajipn), 1661 cm™ (C=0), 1243 cm™ (P=0),
1055, 1027 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.04 (t, 3H, J = 6.99 Hz, CH,CH3),
1.21 (t, 3H, J = 6.82 Hz, CH,CHj3), 1.86-1.99 (m, 1H, CHCH,),
2.13-2.26 (m, 3H, CH>), 2.29 (s, 3H, PhCH3), 3.10 (s, 3H, NCH3),
3.12-3.22 (m, 1H, PCH), 3.65-3.78 (m, 1H, CH3CH,), 3.78-3.89
(m, 1H, CH3CH,), 3.89-4.03 (m, 2H, CH3;CH.), 4.66 (dd,
JgemtH = 24.22, 9.88 Hz, 2H, PhCHy), 7.04-7.27 (m, 6H), 7.27-
7.49 (m, 3H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 16.46 (d, *Jc.p = 5.47 Hz, CH2CHs),
16.64 (d, ®Jop = 5.56 Hz, CH.CHj), 21.03 (PhCHs), 24.86
(CH2CHy), 29.67 (d, 2Jo.p = 15.25 Hz, CHCH>), 33.08 (NCHs),
42.21 (d, 'Jop = 136.50 Hz, PCH), 61.60 (d, “Jcp = 6.84 Hz,
CH3CHy), 61.97 (d, 2Jop = 6.88 Hz, CH3CH,), 75.58 (PhCHy),
128.72, 129.03, 128.34, 124.41, 129.75, 133.23 (d,
%Jop = 6.62 Hz), 134.78, 136.42 (d, °Jcp = 2.86 Hz, aromat.),
173.33 (C=0)

[433.48]
C63.73 H7.44 N 3.23
C63.55  H7.45 N 3.16
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{4-[Benzyloxy(methyl)amino]-1-(1-naphthyl)-4-oxo-butyl}phosphonsiure 57

Hergestellt aus 1,41 g 50 (3 mmol) und 2,31 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) nach
AAV3 mit anschlieBender Umkristallisation in Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute: 73 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 145 °C

IR ¥ (KBr): 3036 cm” (C-Haom), 2981 cm™ (C-Hajipn), 1608 cm™ (C=0),
1212 cm™ (P=0)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dpg), (ppm): 2.06-2.27 (m, 3H, CHy), 2.32-2.47
(m, 1H, CHCH,), 3.02 (s, 3H, NCHs), 3.92 (ddd, J = 22.2, 10.4,
3.6 Hz, 1H, PCH), 4.41 (dd, Jgemnx = 32.1, 9.2 Hz, 2H, PhCH),
6.93 (s, 2H), 7.17 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 7.26 (t, J = 7.3 Hz, 1H),
7.53 (dt, J = 18.0, 7.1 Hz, 3H), 7.67 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 7.81 (d,
J=8.1Hz, 1H), 7.94 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 8.2 Hz, 1H,
aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 26.2 (CHoCH)), 29.4 (d,
?Jo.p = 15 Hz, CHCH>), 32.59 (NCHs3), 37.3 (d, 'Jo.p = 134.6 Hz,
PCH), 74.82 (PhCH,), 123.55, 125.25, 125.33 (d, *Jo.p = 2.8 Hz),
125.75, 126.46, 128.13, 128.44, 128.48, 129.24, 132.4 (d,
*Jop = 3.5 Hz), 132.48, 133.50 (d, %Jop = 9.1 Hz), 134.08,
134.70 (d, 3Je.p = 5.9 Hz, aromat.), 173.17 (C=0)

CooH24NOsP [469.51]

Ber.[%]: C63.92 H585 N 3.39
Gef.[%] C63.73 H6.13 N 3.10
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{4-[Benzyloxy(methyl)amino]-1-(3,4-difluorophenyl)-4-oxo-butyl}phosphonsiure
58
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Hergestellt aus 1,37 g 52 (3 mmol) und 2,31 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) nach
AAV3 mit anschlieBender Umkristallisation in Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute: 40 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 144 °C

IR ¥ (KBr): 3437 cm” (O-H), 3037 cm™ (C-Haom.), 2944 cm™ (C-Hajpn),
1607 cm™ (C=0), 1277 cm™ (P=0)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.94 (m, 1H, CHCH,), 2.22 (s, 3H,
CHy), 2.94 (dd, J = 20.0, 11 Hz, 1H, PCH), 3.09 (s, 3H, NCH5),
4.70 (s, 2H, PhCH>), 7.08 (s, 1H), 7.15-7.62 (m, 7H, aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 24.90 (d, 3Jep = 2.1 Hz, CHCH>),
29.57 (d, ?Jop = 16.8 Hz, CHCH,), 32.68 (NCHs), 43.53 (d,
'Jop = 1334 Hz, PCH), 75.06 (PhCH.), 116.84 (d,
2Jor = 16.4 Hz), 117.57 (dd, 2Jo.r = 16.5 Hz, 3Jor = 5.7 Hz),
125.80, 128.23, 128.58, 129.29, 134.39, 136.11 (d, °Jop = 8.8
Hz), 148.12 (dd, 'Jor = 228.1 Hz, 2Jor = 13.3 Hz), 149.02 (dd,
'Uor = 233.9 Hz, 2Jc.F = 12.7 Hz, aromat.), 172.66 (C=0)

CisHaoF2NOsP [399.33]

Ber.[%]: C54.14  H5.05 N 3.51
Gef.[%] C54.02  H5.06 N 3.23
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{4-[Benzyloxy(methyl)amino]-1-(3,4-dichlorophenyl)-4-oxo-butyl}phosphonséure 59

Cl
Cl

Hergestellt aus 1,47 g 54 (3 mmol) und 2,31 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) nach
AAV3 mit anschlieBender Umkristallisation in Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute: 60 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 150 °C

IR ¥ (KBr): 3031 cm™ (C-Harom.), 2944 cm™ (C-Hajipn),1629 cm™ (C=0),
1232 cm™ (P=0)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.82-1.98 (m, 1H, CHCH,), 2.13-
2.33 (td, J = 15.6, 15.5, 9.5 Hz, 3H, CH,), 2.91-3.04 (m, 1H,
PCH), 3.10 (s, 3H, NCHj3), 4.70 (s, 2H, PhCH,), 7.15-7.22 (d,
J=5.2 Hz, 2H), 7.22-7.28 (m, 1H), 7.28-7.42 (m, 3H), 7.45-7.53
(m, 1H), 7.58 (d, J = 8.3 Hz, 1H aromat.), 10.36 (s, 1H, OH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 25.18 (CH.CH,), 30.03 (d,
2Jo-p = 14.7 Hz, CHCH,), 33.00 (NCHs3), 44.03 (d, 'Jop = 136.5
Hz, PCH), 75.53 (PhCH>), 128.72, 129.04, 129.45 (d, 3Jcp = 3.9
Hz), 129.80, 130.60 (d, °Jcp = 1.1 Hz), 130.79, 131.14 (d,
*Jop = 2.2 Hz), 131.32 (d, %Jocp = 8 Hz), 134.88, 140.18 (d,
2Jc-p = 9.9 Hz, aromat.), 173.40 (C=0)

CigH20CLLNOsP  [432.23]

Ber.[%]: C50.02  H4.66 N 3.24
Gef.[%] C49.76  H4.76 N 3.12
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{4-[Benzyloxy(methyl)amino]-4-oxo-1-(p-tolyl)butyl}phosphonsiure 60

Hergestellt aus 1,3 g 56 (8 mmol) und 2,31 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) nach
AAV3 mit anschlieBender Umkristallisation in Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute: 60,3 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 164 °C

IR ¥ (KBr): 3413 cm™ (O-H), 2953 cm™ (C-Haipn), 1604 cm™ (C=0),
1239 cm™ (P=0), 1001 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.83-1.97 (m, 1H, CHCH,), 2.16-
2.25 (m, 3H, CH,), 2.27 (s, 3H, PhCHj3), 2.82 (ddd, J = 13.57,
11.13, 1.8 Hz, 1H, PCH), 3.08 (s, 3H, NCHj3), 4.45-4.83 (dd,
JgemHH = 21.63, 9.73 Hz, 2H, PhCH,), 6.98-7.28 (m, 6H), 7.28-
7.56 (m, 3H, aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 21.02 (PhCHs), 25.33 (CH2CHy),
30.14 (d, 2Jc.p = 15.06 Hz, CHCH,), 33.10 (NCHs), 44.42 (d,
'Jop= 134.10 Hz, PCH), 75.57 (PhCH,), 128.73, 129.03, 129.37
d, *Jop = 6.33 Hz), 129.79, 133.14, 134.81, 135.39 (d,
%Jcp = 6.68 Hz), 135.57 (d, °Jo.p = 2.67 Hz, aromat.), 173.70

(C=0)
C19H24NOsP [377.37]
Ber.[%]: C60.47  H6.41 N 3.71

Gef.[%] C60.22  H6.37 N 3.61
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{4-[Hydroxy(methyl)amino]-1-(1-naphthyl)-4-oxo-butyl}phosphonsiure 61

Hergestellt aus 0,41 g 57 (1 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender Umkristallisation
in Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

¥P-NMR:
C15H1gNOsP
HPLC:

98 %, farbloser Feststoff
111 °C

3162 cm™ (O-H), 2932 cm™ (C-Haiph), 1607 cm™ (C=0),
1197 cm™ (P=0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 2.09-2.13 (m, 3H, CH,), 2.39-2.44
(m, 1H, CHCH.), 2.98 (s, 3H, NCHs), 3.88-3.93 (m, 1H, PCH),
7.45-7.50 (m, 3H), 7.63 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 7.9 Hz,
1H), 7.90 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 7.7 Hz, 1H, aromat.),
9.58 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 26.80 (CH.CHy), 30.19 (d,
2Jc-p = 13.9 Hz, CHCH,), 36.0 (NCHs3), 38.24 (d, 'Jo.p = 134.6 Hz,
PCH), 124.04, 124.21, 125.61, 125.78 (d, *Jc.p = 3.2 Hz), 126.08,
126.74, 128.84, 132.94 (d, *Jo.p = 6.9 Hz), 133.81, 135.56 (d,
3Jc.p = 3.8 Hz, aromat.), 172.97 (C=0)

(202,5 MHz, DMSO-dj), (ppm): 24.71
[323.28]

20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril,
5 % wassrige NH4sOAc-Lésung):
Retentionszeit: 2,080 min (98,9 % AUC)



202

{1-(3,4-Difluorophenyl)-4-[hydroxy(methyl)amino]-4-oxo-butyl}phosphonsdure 62

Hergestellt aus 0,40 g 58 (1 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender Umkristallisation
in Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

IR ¥ (KBr):
"H-NMR:

13C-NMR:

S'P-NMR:
C1 1 H14F2N05P

Ber.[%]:
Gef.[%]

84 %, farbloser Feststoff
116,8 °C
3405 cm™ (O-H), 1615 cm™ (C=0), 1282 cm™ (P=0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.82-1.98 (m, 1H, CHCH,), 2.20 (s,
3H, CH,), 2.97 (dd, J = 21.7, 9.6 Hz, 1H, PCH), 3.02 (s, 3H,
NCHs), 6.86-7.18 (m, 1H), 7.22-7.30 (m, 1H), 7.35 (dd, J = 19.0,
8.91 Hz, 1H, aromat.), 9.67 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 25.00 (CH.CH,), 29.69 (d,
?Jo-p = 15.1 Hz, CHCH,), 35.54 (NCHs), 43.61 (d, 'Jop = 133.4
Hz, PCH), 116.77 (d, ?Jc.r = 16.6 Hz, 3Jc.r = 1.5 Hz), 117.54 (dd,
?Jor = 16.9 Hz, 3Jcr = 5.8 Hz), 125.82, 136.13, 148.96 (dd,
"ok = 250.6 Hz, 2Jo.r = 13.9 Hz), 149.76 (dd, 'Jo.r = 242.9 Hz,
2Jo-r = 10.8 Hz, aromat.), 172.20 (C=0)

(202,5 MHz, DMSO-dj), (ppm): 23,84

[309.20]
C4273  H456 N 4.53
C43.00 H4.77 N 4.50
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{1-(3,4-Dichlorophenyl)-4-[hydroxy(methyl)amino]-4-oxo-butyl}phosphonsiure 63

Cl
Cl

Hergestellt aus 0,43 g 59 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

STP-NMR:
C11H14ClLNOsP
HPLC:

97 %, orangenes Ol

3175 cm™ (O-H), 2938 cm™ (C-Haipn),1615 cm™ (C=0),
1200 cm™ (P=0)

(500 MHz, DMSO-ds), (ppm): 1.83-2.00 (m, 1H, CHCH,), 2.08-
2.34 (m, 3H, CHy), 2.92-3.01 (m, 1H, PCH), 3.083 (s, 3H, NCHj3),
7.15-7.39 (m, 1H), 7.49 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz,
1H, aromat.), 9.68 (s, 1H)

(125 MHz, DMSO-ds), (ppm): 25.34 (CH.CH,), 30.02 (d,
?Jo-p = 14.6 Hz, CHCH,), 36.01 (NCHs3), 44.12 (d, 'Jop = 132.6
Hz, PCH), 129.19 (d, *Jo.p = 3.6 Hz), 129.92 (d, Jcp = 6.2 Hz),
130.50, 130.90 (d, *Jop = 2.5 Hz), 131.21 (d, %Jop = 6 Hz),
140.25 (d, 2Jo.p = 6.4 Hz, aromat.), 172.66 (C=0)

(202,5 MHz, DMSO-dj), (ppm): 23,13
[342.11]

20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril,
5 % wassrige NH4sOAc-Lésung):
Retentionszeit: 1,967 min (99 % AUC)
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{4-[Hydroxy(methyl)amino]-4-oxo-1-(p-tolyl)butyl}phosphonsiure 64

N
H |

Hergestellt aus 0,43 g 60 (1 mmol) nach AAV6.

Ausbeute: 98 %, farbloses Ol
IR ¥ (NaCl): 1615 cm™ (C=0), 1203 cm™ (P=0), 995 cm™ (P-O)
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds), (ppm):1.86-2.00 (m, 1H, CHCHy), 2.11-

2.23 (m, 3H, CH>), 2.26 (s, 3H, PhCHj3), 2.73-2.89 (m, 1H, PCH),
3.02 (s, 3H, NCHg), 6.95-7.10 (m, 2H), 7.18 (dd, J = 8.01, 1.76
Hz, 2H, aromat.), 10.16 (OH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dj), (ppm): 20.51 (PhCHs), 25.14 (CH2CH>),
29.98 (d, 2Jo.p = 15.25 Hz, CHCH,), 35.54 (NCHs), 44.26 (d,
'Jo.p=133.13 Hz, PCH), 128.43, 128.86 (d, 3Jc.p = 6 Hz), 134.85
(d, °Jo.p = 2.86 Hz), 135.34 (d, 2Jo.p = 6.24 Hz, aromat.), 172.54

(C=0)
¥'P_.NMR: (202,5 MHz, DMSO-d), (ppm): 25,07
C12H1sNOsP [287.25]
HPLC: 20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril,

5% wassrige NHsOAc-Lésung):
Retentionszeit: 1,887 min (99,6 % AUC)
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N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-4-(1-naphthyl)butansdureamid 65

Hergestellt aus 1,37 g 49 (3 mmol), 2,29 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) und
1,89 g LXVII (6 mmol) nach AAV5 und anschlieBender Saulenchromatographie Uber
Kieselgel (Ethylacetat).

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR ¥V (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

C3sH3sNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

19 %, farbloser Feststoff
82 °C

3376 cm™' (N-H), 3062, 3033 cm™ (C-Harom ), 2941 cm™ (C-Haipn)),
1666 cm™ (C=0), 1232 cm™ (P=0)

(500 MHz, CDCl3), (ppm): 1.73-1.96 (m, 2H, CHy,), 2.12-2.33 (m,
2H, CHy), 3.26-3.39 (m, 1H, PCH), 4.33 (d, J = 22.8 Hz, 1H,
PhCH,), 4.56 (dd, J = 11.9, 7.8 Hz, 1H, PhCH,), 4.65 (dd,
J = 23.1, 11 Hz, 1H, PhCH,), 4.76 (dd, J = 11.9, 7.6 Hz, 1H,
PhCH,), 5.00 (t, J= 7.4 Hz, 2H, PhCH.), 6.93 (d, J = 7.2 Hz, 2H),
7.25-7.43 (m, 13H), 7.53 (t, J= 7.4 Hz, 3H), 7.67 (s, 1H), 7.88 (d,
J=79Hz 1H), 7.95 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H, aromat.),
10.47 (s, 0.13H, E-Isomer, NH), 10.77 (s, 0.87H, Z-Isomer, NH)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 25.83 (CH2CH>), 29.44 (d, Jcp= 15.8
Hz, CHCH,), 35.83 (d, 'Jcp = 135.6 Hz, PCH), 66.73 (d,
2Jo.p = 6.7 Hz, CH,OP), 66.79 (d, °Jo.p = 6.4 Hz, CH,OP), 76.58
(PhCHy), 123.42 (d, °Jep = 1.3 Hz), 125.30 (d, *Jocp = 3.6 Hz),
125.55, 126.18, 127.15, 127.42 (d, *Jop = 3.2 Hz), 127.61,
127.81, 128.04, 128.07, 128.11, 128.30, 128.55, 133.43 (d,
?Jop = 9.8 Hz), 135.88, 136.16, 136.19, 136.44 (d, *Jo.p = 6.2 Hz,
aromat.), 168.43 (C=0)

[579.62]
C7253  H5.91 N 2.42
C7265 H594 N 2.26
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N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-4-(3.4-difluorophenyl)butansdureamid 66

Hergestellt aus 1,32 g 52 (3 mmol), 2,29 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) und
1,89 g LXVII (6 mmol) nach AAV5 und anschlieBender Saulenchromatographie Gber
Kieselgel (Ethylacetat).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

Cs1Hz0F2NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

75 %, farbloses Ol

3188 cm™ (N-H), 3065, 3034 cm™ (C-Harom.),
2960 cm™" (C-Hajipn), 1671 cm™ (C=0), 1282 cm™ (P=0),
1239, 1217 cm™ (P-0O)

(500 MHz, CDCls), (ppm): 1.66-1.92 (m, 2H, CH,), 1.92-2.16 (m,
1H, CHy), 2.16-2.32 (m, 1H, CHy), 3.35-3.46 (m, 1H, PCH), 4.56
(s, 0.26H, E-lsomer, PhCHy), 4.73 (s, 1.76H, Z-lsomer, PhCH,),
4.84 (dt, J=20.4, 12 Hz, 2H, PhCH>), 5.00 (dt, J=19.3, 11.9 Hz,
2H, PhCH.), 6.92-7.87 (m, 18H), 10.51 (s, 0.13H, E-Isomer, NH),
10.85 (s, 0.87H, Z-Isomer, NH)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 24.78 (d, 3Jcp = 1.7 Hz, CH,CH>),
29.65 (d, %Jop = 15.3 Hz, CHCHy), 41.27 (d, 'Jop = 136 Hz,
PCH), 66.76 (d, °Jo.p = 6.6 Hz, CH,OP), 66.89 (d, °Jcp = 6.6 Hz,
CH,OP), 76.58 (PhCHy), 117.24 (dd, 2Jo.r = 17.7 Hz, 3Jcr = 1.9
Hz), 117.98 (dd, ®Jo.r = 17 Hz, 3Jor = 6.4 Hz), 125.91, 127.38,
127.66, 128.00, 128.08, 128.14, 128.16, 128.21, 128.35, 133.20,
135.96, 136.27 (d, 3Jop = 6.4 Hz), 136.33 (d, 3Jop = 7.1 Hz),
148.62 (dd, 'Jor = 242.4 Hz, °Jor = 15.8 Hz), 149.56 (dd,
"o F = 246.3 Hz, °Jor = 17.3 Hz, aromat.), 168.14 (C=0)

[565.54]
C65.84  H5.35 N 2.48
C65.72  H5.41 N 2.39
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N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-4-(3.4-dichlorophenyl)butansaureamid 67

Cl
Cl

Hergestellt aus 1,42 g 53 (3 mmol), 2,29 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) und
1,89 g LXVII (6 mmol) nach AAV5 und anschlieBender Saulenchromatographie Uber
Kieselgel (1 Teil Ethylacetat, 1 Teil n-Hexan).

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR v (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

C31H30CI2NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

57,3 %, farbloser Feststoff
84 °C

3296 cm™' (N-H), 3065, 3034 cm™ (C-Harom.), 2939 cm™ (C-Haiph),
1693 cm™ (C=0), 1234 cm™ (P=0), 1022 cm™ (P-0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.83 (t, J = 7.42 Hz, 2H, CH,),
1.95-2.14 (m, 1H, CHy), 2.17-2.34 (m, 1H, CH,), 3.37-3.52 (m,
1H, PCH), 4.56 (s, 0.15H, E-lsomer, PhCH,), 4.73 (s, 1.85H,
Z-Isomer, PhCHy), 4.81-4.94 (m, 2H, PhCH,), 5.02 (ddd,
J =19.35, 11.93, 8.17 Hz, 2H, PhCH,), 7.17 (d, 2H), 7.24 (d,
J=8.4 Hz, 1H), 7.28-7.45 (dd, J = 30.05, 9.53 Hz, 10H), 7.47 (s,
1H), 7.56 (d, J = 8.33 Hz, 1H, aromat.), 10.55 (s, 0.07H,
E-Isomer, NH), 10.86 (s, 0.93H, Z-Isomer, NH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 24.57 (*Jc.p = 2.58 Hz, CH,CH>),
29.70 (d, 2Jo.p = 16.58 Hz, CHCH,), 41.30 (d, 'Jo.p = 135.55 Hz,
PCH), 66.87 (d, ?Jc.p = 6.56 Hz, CH,OP), 66.92 (d, 2Jcp = 6.40
Hz, CH,OP), 76.61 (PhCH,), 127.40, 127.70, 128.09, 128.17,
128.22, 128.37, 128.59, 129.26 (d, 3Jcp = 4.79 Hz), 129.75,
130.39 (d, “Jep = 3.45 Hz), 130.90 (d, °Jop = 2.18 Hz), 131.14
(d, %Jop = 6.53 Hz), 131.47 (d, “Jop = 3.05 Hz), 136.21 (d,
3Jcp = 6.53 Hz), 136.73 (d, 2Jo.p = 9.31 Hz, aromat.), 168.09
(C=0)

[598.45]
C62.22  H5.05 N 2.34
C62.34  H4.93 N 2.34
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N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-4-(p-tolyl)butansaureamid 68

Hergestellt aus 1,26 g 55 (3 mmol), 2,29 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) und
1,89 g LXVII (6 mmol) nach AAV5 und anschlieBender Saulenchromatographie tUber
Kieselgel (Ethylacetat).

Ausbeute:
IR ¥ (NaCl):
"H-NMR:

13C-NMR:

C32H3sNOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

38.1 %, farbloses Ol
1660 cm™ (C=0), 1245 cm™ (P=0), 995 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dp), (ppm): 1.43-1.94 (m, 2H, CH,), 1.94-2.11
(m, 2H, CH,), 2.28 (s, 3H, PhCHj3), 3.20-3.30 (ddd, J = 11.63,
3.54 Hz, 1H, PCH), 4.45-4.64 (m, 0.26H, E-lsomer, PhCH,),
4.66-4.90 (m, 3.74H, Z-Isomer, PhCHy), 4.90-5.07 (qd, J = 12.03,
12.01, 7.93 Hz, 2H, PhCH,), 6.90-7.23 (m, 6H) 7.24-7.65 (m,
13H, aromat.), 10.53 (s, 0.13H, E-Isomer, NH), 10.90 (s, 0.87H,
Z-Isomer, NH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 20.55 (PhCHs), 24.98 (CH,CH>),
29.75 (d, 2Jo.p = 13.94 Hz, CHCH>), 41.86 (d, 'Jc.p= 136.02 Hz,
PCH), 66.55 (d, Jc.p = 6.98 Hz, CH,OP), 66.72 (d, 2Jc.p = 6.54
Hz, CH,OP), 76.58 (PhCH,), 127.33, 127.61, 127.91, 128.05,
128.15, 128.20, 128.32, 128.57, 128.94 (d, %Jop = 4.03 Hz),
129.01, 132.20 (d, 2Jcp = 7.62 Hz), 135.98, 136.13 (d,
*Jo.p = 3.06 Hz), 136.42, 136.47 (d, °J = 2.26 Hz), 136.53
(aromat.), 168.36 (C=0)

[543.59]
C70.70  H6.30 N 2.58
C7029  H6.41 N 2.89
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{4-[Hydroxyamino]-1-(1-naphthyl)-4-oxo-butyl}phosphonsiure 69

Hergestellt aus 0,58 g 65 (1 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender Umkristallisation
in Methanol und Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR V (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

¥P-NMR:
C14H16NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

90 %, farbloser Feststoff
208 °C

3360 cm™ (N-H), 3163 cm™ (C-Haom), 2927 cm™ (C-Haipn.),
1699 cm™ (C=0), 1239 cm™ (P=0), 1139 cm™ (P-0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.68-1.89 (m, 3H, CHy), 2.04-2.22
(m, 1H, CHCH,), 3.88 (ddd, J = 23, 10.7, 3.2 Hz, 1H, PCH),
7.44-7.59 (m, 3H), 7.62 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.91 (d,
J =8 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 7.7 Hz, 1H, aromat.), 8.61 (s, 0.9H,
Z-lsomer, NH), 8.80 (s, 0.1H, E-lsomer, NH), 9.67 (s, 0.1H,
E-lsomer, OH), 10.16 (s, 0.9H, Z-Isomer, OH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 27.17 (CH.CHy), 30.22 (d,
2Jop= 14 Hz, CHCH,), 37.78 (d, 'Jc.p = 134.3 Hz, PCH), 123.68,
125.10, 125.18, 125.32 (d, “Jop = 2.7 Hz), 125.67, 126.43,
128.38, 13242 (d, %Jcp = 7.1 Hz), 133.36, 134.55 (d,
2Jo-p = 6.1 Hz, aromat.), 168.59 (C=0)

(202,5 MHz, DMSO-dj), (ppm): 24.72

[309.25]
C54.37  H5.21 N 4.53
C54.09  H5.50 N 4.25
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{1-(3,4-Difluorophenyl)-4-[hydroxyamino]-4-oxo-butyl}phosphonsaure 70

Hergestellt aus 0,57 g 66 (1 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender Umkristallisation
in Ethylacetat bei 7 °C.

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

IR ¥ (KB):

"H-NMR:

13C-NMR:

¥P-NMR:
C1oH12F2NOsP

Ber.[%]:
Gef.[%]

85 %, farbloser Feststoff
169 °C

3367 cm™ (N-H), 3175 cm™ (O-H), 1610 cm™ (C=0),
1257 cm™ (P=0)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.80 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CHy), 1.83-
1.95 (m, 1H, CHy), 2.16-2.30 (m, 1H, CHy), 2.91 (ddd, J = 15.0,
11.1, 3.5 Hz, 1H, PCH), 7.08 (s, 1H), 7.18-7.31 (m, 1H), 7.36 (dd,
J=19.2, 8.7 Hz, 1H, aromat.), 8.59 (s, 0.83H, Zlsomer, NH),
8.95 (s, 0.17H, E-lsomer, NH), 9.77 (s, 0.17H, E-lsomer, OH),
10.24 (s, 0.83H, Z-Isomer, OH)

(125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 26.44 (CH.CHy), 30.71 (d,
2Jop = 14.9 Hz, CHCHy), 44.15 (d, 'Jop = 133.3 Hz, PCH),
117.27 (d, °Jor = 15.9), 118.04 (dd, °Jor = 17.1 Hz, *Jcr = 6
Hz), 126.31, 136.42, 148.50 (dd, 'Jc.r = 238.8 Hz, 2Jor = 13.4
Hz), 149.39 (dd, 'Jo.r = 245.7 Hz, 2Jcr = 11.7 Hz, aromat.),
168.82 (C=0)

(202,5 MHz, DMSO-dj), (ppm): 23,61

[295.18]
C40.69  H4.10 N 4.75
C40.82  H4.26 N 4.53
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{4-[Hydroxyamino]-4-oxo-1-(p-tolyl\butyl}phosphonsaure 71

ﬁ 0
P
HO™ | N/OH
OH I
H

Hergestellt aus 0,54 g 67 (1 mmol) nach AAV6.
Ausbeute: 97 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 184 °C
IR ¥ (KBr): 3354 cm™ (N-H), 2916 cm™ (C-Hajipn), 1626 cm™ (C=0),

1237 cm™ (P=0), 1036, 1016 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.69 (s, 0.5H, CHy), 1.78 (i,
J = 7.75 Hz, 1.5H, CHy), 1.84-2.03 (m, 1H, CH,), 2.27 (s, 3H,
PhCHs), 2.67-2.93 (ddd, J = 21.79, 11.24, 3.55 Hz, 1H, PCH),
3.17 (s 1H, CHy), 6.91-7.91 (dd, J = 18.94, 7.31 Hz, 4H, aromat.),
8.68 (s, 1H, NH), 9.69 (s, 0.18H, E-Isomer, OH), 10.25 (s, 0.82H,
Z-1somer, OH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-dg), (ppm): 20.51 (PhCHs), 26.14 (CH2CH>),
30.53 (d, 2Jo.p = 15.42 Hz, CHCH>), 44.34 (d, "Jo.p= 133.74 Hz,
PCH), 128.46 (d, *Jc.p = 1.04 Hz), 128.86 (d, ®Jc.p = 5.97 Hz),
134.90 (d, °Je.p = 2.66 Hz), 135.13 (d, *Je.p = 6.59 Hz, aromat.),

168.68 (C=0)
$IP-NMR: (202,5 MHz, DMSO-ds), (ppm): 24,58
C11H16NOsP [273.22]
HPLC: 20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1) (Acetonitril,

5 % wassrige NH4OAc-Lésung):
Retentionszeit: 1,893 min (97,71 % AUC)
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7.6 Analytische Daten zu Kapitel 5

N-acetyl-N-benzyloxy-4-diethoxyphosphoryl-4-(3.4-difluorophenyl)butansdureamid 72

Hergestellt nach AAV14.

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

IR ¥ (KB):

'H-NMR:

13C-NMR:

Co3HogF2NOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

68 %, farbloser Feststoff
97 °C

3032 cm™ (C-Harom. ), 2984, 2930 cm™ (C-Haiipn.),
1720 cm™ (C=0), 1276 cm™ (P=0), 1054, 1028 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.07 (t, 3H, J = 7 Hz, CH>CH3),
1.21 (1, 3H, J = 7 Hz, CH>,CH3), 1.94-2.14 (m, 1H, CHy), 2.15-
2.29 (m, 1H, CHy), 2.31 (s, 3H, COCHj3), 2.53-2.79 (m, 2H, CHy),
3.36 (ddd, J = 29.9, 15.2, 7.8 Hz, 1H, PCH), 3.70-3.93 (m, 2H,
CH3CHy), 3.93-4.18 (m, 2H, CH3CH>), 4.86 (s, 2H, PhCHy), 7.18
(dd, J = 5.6, 1.7 Hz, 1H), 7.38 (ddt, J = 22.5, 19.3, 7.3 Hz, 7H,
aromat.)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 15.98 (d, %Jecp = 5.5 Hz, CH2CHs),
16.14 (d, 3Jop = 5.5 Hz, CH>CH3), 23.81 (CHy), 24.73 (COCH3),
33.53 (d, 2Jo.p = 14.4 Hz, CHCH,), 40.94 (d, 'Jc.p = 136.9 Hz,
PCH), 61.47 (d, 2Jo.p= 7.1 Hz, CH3CHy), 61.77 (d, ?Jc.p = 6.6 Hz,
CH3CHy), 77.01 (PhCHy), 117.28 (dd, 2Jcr = 16.2 Hz, *Jor = 2
Hz), 117.89 (dd, 2Jcr = 17.6 Hz, 3Jcr = 6.5 Hz), 125.98 (dd,
3Jcr = 9.9 Hz, 3Jcp = 6.1 Hz), 128.33, 128.83, 129.38, 132.08,
133.94, 148.44 (dd, 'Jo.r = 265.6 Hz, 2Jor = 13.5 Hz), 149.05
(dd, 'Jor = 247.8 Hz, 2Jor = 12.8 Hz, aromat.), 169.95 (C=0,
Hydroxamat), 171.73 (CH3;CO)

[483.44]
C57.14  H5.84 N 2.90
C57.24  H5.67 N 2.98
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N-acetyl-N-benzyloxy-4-dibenzyloxyphosphoryl-4-(3,4-
difluorophenyl)butansdureamid 73

Hergestellt aus 1,45 g 72 (3 mmol), 2,29 g Trimethylsilyloromid (15 mmol) und
1,89 g LXVII (6 mmol) nach AAV5 und anschlieBender Saulenchromatographie tUber
Kieselgel (Ethylacetat); Umkristallisation in Diethylether bei 7 °C.

Ausbeute: 46,9 %, farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 91 °C

IR ¥ (KBr): 3068, 3036 cm™ (C-Harom.), 2927 cm™ (C-Haiipn.),
1723, 1707 cm™ (C=0), 1280 cm™ (P=0)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg), (ppm): 1.98-2.18 (m, 1H, CH>), 2.20-2.45
(m, 4H, CH,, COCHj), 2.53-2.66 (m, 2H, CH,), 3.51 (ddd,
J=22.3,11.3,4.0 Hz, 1H, PCH), 4.74-4.95 (m, 2H, PhCH>), 5.02
(ddd, J=19.5, 12, 8.1 Hz, 2H, PhCH,), 7.18 (dd, J = 6.6, 2.8 Hz,
3H), 7.25-7.55 (m, 15H, aromat.)

3C-NMR: (125 MHz, CDCls), (ppm): 24.42 (CHy), 24.92 (COCHa), 34.14 (d,
2Jo-p = 14.9 Hz, CHCH>), 42.82 (d, 'Jc.p = 138.9 Hz, PCH), 67.71
(d, 2Jo.p = 7.2 Hz, CH3CHy), 68.11 (d, 2Jo.p = 6.8 Hz, CH3CH>),
78.19 (PhCHy), 117.39 (dd, 2Jo.r = 17.0 Hz, ®Jo.r = 2 Hz), 118.14
(dd, 2Jo.r = 17.6 Hz, ®Jcr = 6.6 Hz), 125.39 (d, °Jcr = 3.4 Hz),
127.93, 128.13, 128.43, 128.52, 128.61, 128.72, 129.32, 129.59,
132.20 (dd, 2Jc.p = 5.4 Hz, 3Jor = 2.4 Hz), 133.50, 136.00 (d,
%Jor = 5.6 Hz), 136.07 (d, %Jcr = 5.6 Hz), 149.73 (dd,
"ok = 249.2 Hz, °Jor = 12.2 Hz), 150.22 (dd, 'Jo.r = 249.0 Hz,
2Jor = 13.0 Hz, aromat.), 169.97 (C=0, Hydroxamat), 171.73
(CH3CO)

¥TP-NMR: (202,5 MHz, DMSO-d), (ppm): 29.23
CasHa2F2NOgP [607.58]

Ber.[%]: C6523  H5.31 N 2.31
Gef.[%] C65.18  H5.24 N 2.31
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{4-[Acetyl(hydroxy)amino]-1-(3,4-difluorophenyl)-4-oxo-butyl}phosphonsiure 74

Hergestellt aus 0,30 g 73 (0,5 mmol) nach AAVS6, jedoch in 50 mL wasserfreiem THF
und Hz-Atmosphare (1 bar).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

¥P-NMR:
Ci12H14F2NOgP
HPLC:

97 %, farbloses Ol

2958 cm™" (C-Haipn), 1702, 1610 cm™ (C=0, breit),
1282 cm™ (P=0), 1119, 998 cm™ (P-0O)

(500 MHz, Aceton-d6), (ppm): 1.85-2.02 (m, 2H, CH,), 2.04-2.35
(m, 3H, COCHg), 2.45-2.76 (m, 2H, CH,), 2.89-3.30 (m, 1H,
PCH), 6.90-7.46 (m, 3H, aromat.)

(125 MHz, Aceton-d6), (ppm): 25.15 (CH,), 26.56 (COCHS3),
34.42 (d, 2Jop = 17.9 Hz, CHCH>), 36.04 (d, 'Jc.p = 160.4 Hz,
CH), 118.22 (dd, ?Jor = 15.7 Hz, %Jcr = 1.2 Hz), 119.36 (dd,
2Jor = 20.2 Hz, ®Jo.r = 6.9 Hz), 126.50 (d, *Jo.r = 8.3 Hz), 132.44
(dd, 2Jcp = 7.9 Hz), 150.75 (dd, 'Jor = 259.3 Hz, °Jcr = 125
Hz), 149.55 (dd, 'Jor = 255.5 Hz, 2Jor = 12.9 Hz, aromat.),
170.48 (C=0, Hydroxamat), 173.41 (CH3CO)

(202,5 MHz, Aceton-d6), (ppm): 27.77
[337.21]

20 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (1:1), (Acetonitril,
5 % wassrige NH4OAc-Lésung): Retentionszeit: 1,860 min
(91,73 % AUCQ)
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7.7 Analytische Daten zu Kapitel 6

{[4-(Benzyloxyamino)-4-oxo-1-phenyl-butyl]-(2,2-dimethylpropionyloxymethoxy)

phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 75

I ﬁ I \/@
P. O
\\+/H\O/A\O/6 T/
O
Oijg;iiJ/ H

Hergestellt aus 1,22 g 5 (3 mmol) nach AAV3 und AAV8 mit anschlieBender
Saulenchromatographie tber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

CogHaoNOgP

Ber.[%)]:
Gef.[%]

35 %, hellgelbes, transparentes Ol

3219 cm™ (N-H), 3089, 3064, 3032 cm™ (C-Haromat),
2876 cm™ (CHaipn), 1754 cm™ (C=0, POM),
1672 cm™ (C=0, Hydroxam.), 1257 cm™ (P=0), 1027 cm™" (P-O)

(500 MHz, DMSO-d6), (ppm): 1.12 (s, 9H, CH3), 1.16 (s, 9H,
CHs), 1.66-2.39 (m, 4H, CHCH,, CH,CH,), 3.34-3.44 (m, 1H,
PCH), 4.73 (s, 1.6H, PhCH;, Zlsomer), 4.87 (s, 0.4H, E-lsomer),
5.36-5.51 (m, 2H, POCHy), 5.58 (ddd, J = 12.28, 10.83, 5.43 Hz,
2H, POCHp), 7.01-7.63 (m, 10H, aromat.), 10.5 (s, 0.2H,
E-isomer, NH), 10.87 (s, 0.8H, Z-isomer, NH)

(125 MHz, DMSO-d6), (ppm): 24.47 (d, 3Jcp = 3.55 Hz,
CH2CH,), 26.34 (CHg), 26.38 (CHs), 29.64 (d, “Jo.p = 10.61 Hz.
CHCH,), 38.03 (C(CHs)s), 38.09 (C(CHas)s), 42.48 (d,
'Jop = 136.39 Hz, PCH), 76.60 (PhCH,), 81.31 (POCHy), 81.35
(POCHy), 127.28 (d, °Jcp = 4.66 Hz), 128.08, 128.19 (d,
*Jop = 5.18 Hz), 128.43, 128.59, 129.06 (d, 3Jc.p = 6.54 Hz),
134.61, 134.42 (d ,2Jocp = 7.17 Hz, aromat.), 168.04 (C=0,
Hydroxam.) 175.95 (C=0, POM), 176.01 (C=0, POM)

[577.60]
C60.30 H6.98 N 2.42
C60.02  H7.02 N 2.37
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{[4-[Benzyloxy(methyl)amino]-4-oxo-1-phenyl-butyl]-(2,2-dimethylpropionyloxy-

methoxy)phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 76

I (ljl I \/@
P. o)
\{)J\O/\O/ | N~

o\/O |

P2

Hergestellt aus 1,26 g 6 (3 mmol) nach AAV3 und AAV8 mit anschlieBender
Saulenchromatographie tber Kieselgel (Elutionsmittel Diethylether).

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
IR v (KBr):

"H-NMR:

13C-NMR:

CsoH42NOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

76,9 %, weiBer, wachsartiger Feststoff
48 °C

3064, 3032 cm™ (C-Haromat), 2977 cm™ (CHaipn.),
1754 cm™ (C=0, POM), 1660 cm™ (C=0, Hydroxam.),
1281, 1257 cm™ (P=0), 1059 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-d6), (ppm): 1.09 (s, 9H, C(CHj3)), 1.13 (s, 9H,
C(CHj3)3), 1.88-2.02 (m, 1H, CHCH,), 2.12-2.25 (m, 3H, CHCH.,
CH>CH.), 3.05 (s, 3H, NCHs), 3.30 (m, 1H, PCH), 4.62 (dd,
J = 20.0, 9.97 Hz, 2H, PhCHy), 5.38-5.48 (m, 2H, POCH), 5.56
(ddd, J=17.79, 12.63, 5.41 Hz, 2H, POCHy), 7.14-7.35 (m, 10H,
aromat.)

(125 MHz, DMSO-d6), (ppm): 24.30 (CH2CHy), 26.80 (C(CHa)s),
26.84 (C(CHs)3), 29.58 (d, %Jo.p = 16.27 Hz. CHCH,), 35.26
(NCHs), 38.51 (C(CHs)s), 3856 (C(CHs)s), 42.93 (d,
'Jo.p = 136.36 Hz, PCH), 75.53 (PhCHy), 81.28 (POCHy), 81.78
(POCH,), 127.74 (d, °Jcp = 2.44 Hz), 128.76, 128.93 (d,
*Jep = 1.26 Hz), 129.05, 129.51 (d, 3Jop = 6.86 Hz), 129.80,
134.7, 135.04 (d ,°Jcp = 6.80 Hz, aromat.), 172.13 (C=0,
Hydroxam.), 176.4 (C=0, POM), 176.5 (C=0, POM)

[591.63]
C60.90 H7.16 N 2.37
C60.68  H7.41 N 2.34
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{[4-[Benzyloxy(ethyl)amino]-4-oxo-1-phenyl-butyl]-(2,2-dimethylpropionyloxy-
methoxy)phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 77

@)

S D
P. 0]
\<)J\O/\O/| N/
o—/ K

P2

Hergestellt aus 1,3 g 7 (83 mmol) nach AAV3 und AAV8 mit anschlieBender
Saulenchromatographie tUber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

C31H4sNOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

64 %, farbloses, hochviskoses Ol

3064, 3032 cm™ (C-Haromat), 2977 cm™ (CHaipn.),
1754 cm™ (C=0, POM), 1662 cm™ (C=0, Hydroxam.),
1262 cm™ (P=0), 1058 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-d6), (ppm): 1.01 (t, J = 7.03 Hz, 3H, CH>CHs),
1.11 (s, 9H, C(CHj3)), 1.16 (s, 9H, C(CHjs)), 1.92-2.04 (m, 1H,
CHCH,), 2.14-2.30 (m, 3H, CHCH>, CH.CH,), 3.31-3.35 (m, 1H,
PCH), 3.57 (m, 2H, NCH,), 4.62 (dd, J = 19.61, 9.88 Hz, 2H,
PhCHy), 5.45 (qd, J = 10.85, 5.38, 5.37 Hz, 2H, POCH,), 5.59
(ddd, J=17.93, 12.62, 5.41 Hz, 2H, POCHy), 7.11-7.37 (m, 10H,
aromat.)

(125 MHz, DMSO-d6), (ppm): 12.26 (CH2CHs), 24.28 (CH2CHy),
26.79 (C(CHg)), 26.84 (C(CHs)), 29.91 (d, °Jop = 17.07 Hz.
CHCHy), 38.51 (C(CHag)s), 38.56 (C(CHs)3), 40.64 (NCH,), 42.91
(d, 'Jop = 136.08 Hz, PCH), 75.85 (PhCH,), 81.76 (POCH,),
81.81 (POCHy), 127.73 (d, °Jecp = 2.85 Hz), 128.23, 128.77,
128.98 (d, *Jo.p = 1.99 Hz), 129.52 (d, 3Jcp = 7.08 Hz), 129.73,
134.82, 135.06 (d, %Jocp = 7.11 Hz, aromat.), 176.42 (C=0,
POM), 176.47 (C=0, POM), 178.31 (C=0, Hydroxam.)

[605.66]

C61.48 H7.32 N 2.31
C61.42 H7.22 N 2.30
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{[4-(Benzyloxyamino)-1-(3.4-difluorophenyl)-4-oxo-butyl]-(2,2-dimethylpropiony!-

oxymethoxy)phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 78

I (l? I \/@
P. 0]
o—/

O
F
F

Hergestellt aus 1,32 g 52 (83 mmol) nach AAV3 und AAV8 mit anschlieBender
Saulenchromatographie tUber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

CogH3gF2NOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

17 %, hellgelbes, transparentes Ol

3489 cm™ (N-H), 3065, 3034 cm™ (C-Haromat),
2977 cm™ (C-Haipn), 1754 cm™ (C=0, POM), 1681 cm™ (C=0),
1280 cm™ (P=0), 1057, 1026 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-d6), (ppm): 0.95-1.31 (m, 18H, C(CHj3)), 1.86-
2.09 (m, 1H, CHCHp), 2.10-2.41 (m, 3H, CHCH>, CH>CH>), 3.37-
3.59 (m, 1H, PCH), 4.67-4.85 (m, 1H, PhCHy), 4.89-5.17 (m, 1H,
PhCHy), 5.37-5.54 (m, 2H, POCH,), 5.55-5.75 (m, 2H, POCH,),
6.92-7.25 (m, 3H), 7.25-7.54 (m, 5H, aromat.)

(125 MHz, DMSO-d6), (ppm): 25.02 (CH2CH,), 26.26 (C(CHs)),
26.33 (C(CHs)), 29.56 (d, 2Jcp = 12.6 Hz. CHCH,), 38.01
(C(CHs)s), 38.07 (C(CHs)s), 41.37 (d, 'Jo.p = 137.7 Hz, PCH),
76.62 (PhCHy), 81.36 (d, 2Jop = 5.6 Hz, POCH,), 81.41 (d,
2Jo-p = 6.2 Hz, POCHy), 117.47 (dd, ?Jcr = 19.6 Hz, SJcr= 3.7
Hz), 117.95 (dd, 2Jcr = 19.6 Hz, °Jor = 6.2 Hz), 124.81, 126.02
(d, 3Jcp = 3.7 Hz), 128.20, 128.60, 129.23, 132.49, 134.51,
148.68 (dd, 'Jor = 249.6 Hz, °Jor = 10.2 Hz), 149.15 (dd,
'or = 241.9 Hz, 2Jor = 11.3 Hz), 167.99 (C=0, Hydroxam.).
175.92 (C=0, POM), 176.00 (C=0, POM)

[613.58]
C56.77  H6.24 N 2.28
C56.55  H6.53 N 2.10
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{[4-(Benzyloxy(methyl)amino)-1-(3,4-difluorophenyl)-4-oxo-butyl]-(2,2-

dimethylpropionyl-oxymethoxy)phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 79

I (l? I \/@
P. 0)

o |

F
F

Hergestellt aus 1,37 g 53 (8 mmol) nach AAV3 und AAV8 mit anschlieBender
Saulenchromatographie tUber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

STP-NMR:
C30H40F2N09P

Ber.[%]:
Gef.[%]

66,1 %, farbloses Ol

3065, 3034 cm™ (C-Haromat), 2978 cm™ (C-Haipn),
1754 cm™ (C=0, POM), 1662 cm™ (C=0), 1280 cm™ (P=0),
1058 cm™ (P-O)

(500 MHz, CDCl3), (ppm): 1.10 (s, 9H, C(CHs)), 1.15 (s, 9H,
C(CHj3)), 1.67 (s, 1H, NCH3), 1.96-2.06 (m, 1H, CH,), 2.06-2.16
(m, 1H, CHy), 2.16-2.25 (m, 1H, CH,), 2.25-2.42 (m, 1H, CH,),
3.15 (ddd, J = 28.1, 10.8, 3.7 Hz, 1H, PCH), 3.56 (d, J = 6.1 Hz,
2H, NCH3), 4.56 (dd, J = 20.9, 10.1 Hz, 2H, PhCH,), 5.44 (ddd,
J=17.8,11.9, 5.0 Hz, 2H, POCH,), 5.51-5.65 (m, 2H, POCHb,),
6.95 (s, 1H), 6.98-7.09 (m, 2H), 7.13 (s, 2H), 7.19 (s, 1H), 7.22-
7.35 (m, 2H, aromat.)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 23.25 (CH.CH,), 25.74 (C(CHs)),
25.80 (C(CHs)), 28.78 (d, Jcp = 16.0 Hz. CHCH,), 37.64
(C(CHa)s), 37.69 (C(CHa)s), 39.58 (NCHs), 41.85 (d, 'Jop= 139.3
Hz, PCH), 75.33 (PhCH,), 80.61 (d, 2Jcp = 7.2 Hz, POCH,),
80.68 (d, 2Jecp = 6.6 Hz, POCHy), 116.45 (dd, °Jo.r = 17.43 Hz,
3Jc.F = 2.09 Hz), 117.27 (dd, 2Jor = 17.77 Hz, 3Jcr = 6.96 Hz),
124.54, 127.64, 127.93, 128.02, 130.54, 133.23, 148.85 (dd,
'or = 261.9 Hz, 2Jor = 10.9 Hz), 149.22 (dd, "Jo.r = 251.7 Hz,
2Jc-r = 13.6 Hz), 172.22 (C=0, Hydroxam.). 175.78 (C=0, POM),
175.79 (C=0, POM)

(125 MHz, CDCl3), (ppm): 28.45, 28.43

[627.61]
C 57.41 H 6.42 N 2.23
C57.75  H6.83 N 2.22



220

[2,2-Dimethylpropionyloxymethoxy-[4-(hydroxyamino)-4-oxo-1-phenyl-
butyllphosphorylloxymethyl 2,2-dimethylpropionat 80

o)
\{)J\O/\O/ 'Ij
Oixzf/ H
Hergestellt aus 0,29 g 75 (0,5 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender
Saulenchromatographie tUber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

O—10=0
\
o
T

Ausbeute: 93 %, farbloses, hochviskoses Ol

IR ¥ (NaCl): 3235 cm™ (N-H), 3063, 3034 cm™ (C-Haromat),
2976 cm™' (CHajipn), 1754 cm™ (C=0, POM),
1665 cm™ (C=0, Hydroxam.), 1255 cm™ (P=0), 1027 cm™ (P-O)

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-d6), (ppm): 1.12 (s, 9H, C(CHz3)), 1.16 (s, 9H,
C(CHg)), 1.69-1.90 (m, 1.4H, CHy), 1.91-2.07 (m, 1H, CHy), 2.08-
2.35 (m, 1.6H, CHy), 3.24-3.48 (m, 1H, PCH), 5.39-5.49 (m, 2H,
POCH.), 5.51-5.74 (m, 2H, POCH,), 7.12-7.64 (m, 5H, aromat.),
8.65 (s, 0.83H, Zlsomer, OH), 8.87 (s, 0.17H, E-lsomer, OH),
9.76 (s, 0.17H, E-isomer, NH), 10.27 (s, 0.83H, Z-isomer, NH)

3C-NMR: (125 MHz, DMSO-d6), (ppm): 24.75 (d, °Jop = 2.42 Hz,
CH>CH,), 26.33 (C(CHs)), 26.38 (C(CHs)), 29.62 (d, 2Jcp= 17.04
Hz. CHCH,), 38.03 (C(CHs)s), 38.09 (C(CHs)s), 42.58 (d,
'Jop = 135.77 Hz, PCH), 81.28 (POCH,), 81.33 (POCH,),
127.24, 128.42, 129.03 (d, 3Jc.p = 6.45 Hz), 129.16, 134.45 (d,
2Je.p = 6.68 Hz, aromat.), 167.88 (C=0O, Hydroxam.) 175.95
(C=0, POM), 176.00 (C=0, POM)

CooH34NOGP [487.48]

Ber.[%]: C5420  H7.03 N 2.87
Gef.[%] C 54.21 H6.51 N 2.94
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[2,2-Dimethylpropionyloxymethoxy-[4-[hydroxy(methyl)amino]-4-oxo-1-phenyl-

Hergestellt

butyllphosphorylloxymethyl 2,2-dimethylpropionat 81

O—0=0
\
o
T

(0]
\{)J\O/\O/ T
o j/z\/

aus 0,29 g 76 (0,5 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender

Saulenchromatographie tUber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¢ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

Ca3H3sNOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

99 %, hellgelbes, klebriges Harz

1755 cm™ (C=0, POM), 1668 cm™ (C=0, Hydroxam.),
1251 cm™ (P=0), 1059 cm™ (P-O)

(500 MHz, DMSO-d6), (ppm): 1.12 (s, 9H, C(CHz)), 1.16 (s, 9H,
C(CHg)), 2.01 (dqg, J = 11.73, 11.56 Hz, 1H, CHCH,), 2.09-2.32
(m, 3H, CHCH,, CH.CHo), 3.01 (s, 3H, NCHj3), 3.33-3.46 (m, 1H,
PCH), 5.39-5.49 (m, 2H, POCH,), 5.51-5.67 (m, 2H, POCHy),
6.97-7.58 (m, 10H, aromat.), 9.64 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d6), (ppm): 23.90 (CH2CH>), 26.34 (C(CHs)),
26.38 (C(CHa3)), 29.22 (d, %Jop = 17.06 Hz. CHCHy), 35.54
(NCHs), 38.04 (C(CHs)s), 38.10 (C(CHs)s), 42.51 (d,
'Jo.p=135.63 Hz, PCH), 81.30 (POCH,), 81.34 (POCHy), 127.20
(d, °Jo.p = 3.17 Hz), 128.41, 129.05 (d, 3Jo.p = 7.02 Hz), 134.65
(d, 2Jc.p = 8.57 Hz, aromat.), 171.74 (C=0, Hydroxam.), 175.95
(C=0, POM), 176.00 (C=0, POM)

[501.51]
C55.08 H7.24 N 2.79
C54.88  H7.31 N 2.61
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[2,2-Dimethylpropionyloxymethoxy-[4-[ethyl(hydroxy)amino]-4-0xo-1-phenyl-

Hergestellt

butyllphosphorylloxymethyl 2,2-dimethylpropionat 82

O—0=0
\
o
T

0
\{)J\o/\o/ N
Oyo\/ )

aus 0,29 g 77 (0,5 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender

Saulenchromatographie tUber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¢ (NaCl):

"H-NMR:

13C-NMR:

Co4H3sNOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

99 %, orangenes Harz

3064, 3033 cm™ (C-Haromat), 1756 cm™ (C=0, POM),
1646, 1623 cm™ (C=0, Hydroxam.), 1260 cm™ (P=0),
1058 cm™ (P-O)

(500 MHz, CDCls3), (ppm): 1.12 (t, J = 7.08 Hz, 3H, CH>CHs),
1.12 (s, 9H, C(CHg)), 1.16 (s, 9H, C(CHs)), 2.01 (dd, J = 20.63,
9.55 Hz, 1H, CHCH,), 2.10-2.29 (m, 3H, CHCH,, CH.CH)), 3.37-
3.41 (m, 1H, PCH), 3.41-3.49 (m, 2H, NCH), 5.44 (qd, J = 12.60,
5.37 Hz, 2H, POCH,), 5.58 (ddd, J = 15.81, 12.67, 5.41 Hz, 2H,
POCH.), 7.26-7.35 (m, 5H, aromat.), 9.47 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d6), (ppm): 15.07 (CH2CHs), 23.89 (CH2CHy),
26.34 (C(CHs)), 26.38 (C(CHa)), 29.49 (d, °Jep = 17.55 Hz.
CHCH,), 38.03 (C(CHs)s), 38.09 (C(CHas)s), 42.53 (d,
'Jop = 131.93 Hz, PCH), 39.64 (NCH,), 81.28 (POCH,), 81.32
(POCH,), 127.20 (d, °Jc.p = 2.70 Hz), 128.41 (d, *Jc.p = 1.56 Hz),
129.05 (d, 3Jcp = 6.90 Hz), 134.66 (d, 2Jc.p = 7.02 Hz, aromat.),
171.35 (C=0, Hydroxam.), 175.95 (C=0, POM), 176.01 (C=0,
POM)

[515.53]
C 55.91 H7.43 N 2.72
C5577 H7.35 N 2.49
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{[1-(3,4-Difluorophenyl)-4-(hydroxyamino)-4-oxo-butyl]-(2,2-dimethylpropionyloxy-

methoxy)phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 83

O—1v=0
\
o
T

0
\{)J\o/\o/ N
o o/
p A
L

Hergestellt aus 0,31 g 78 (0,5 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender
Saulenchromatographie Uber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

'H-NMR:

13C-NMR:

STP-NMR:
CooH3oFaNOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

93 %, farbloses Ol

3223 cm™ (N-H), 2977 cm™ (CHajpn), 1755 cm™ (C=0, POM),
1655 cm' (C=0, Hydroxam.), 1282, 1250 cm’' (P=0),
1057, 1026 cm™ (P-0)

(500 MHz, CDCls), (ppm): 0.89-1.39 (m, 18H, CHs), 1.72-2.55
(m, 4H, CHCH,, CH.CH,), 2.97-3.35 (m, 1H, PCH), 5.29-5.75 (m,
4H, POCHy), 6.74-7.17 (m, 3H, aromat.), 8.29-10.14 (m, 1H, OH)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 24.75 (d, *Jop = 1.3 Hz, CH2CH,),
25.73 (C(CHa)), 25.76 (C(CHa)), 29.07 (d, ®Jop = 12.3 Hz.
CHCH,), 37.69 (C(CHs)3), 37.73 (C(CHs)s), 41.46 (d,
'Jop=139.4 Hz, PCH), 80.73 (d, Jcp = 6.4 Hz, POCH>), 81.35
(d, 2Jop = 6.7 Hz, POCH,), 116.58 (dd, %Jcr = 16.3 Hz,
3Jor = 2.0 Hz), 117.08 (dd, 2Jor = 17.5 Hz, 3Jor = 6.8 Hz),
124.44, 130.51 (dd, 3Jor = 2.7 Hz, 2Jcp = 4.2 Hz), 148.02 (dd,
"o = 253.1 Hz, 2Jor = 16.6 Hz), 149.21 (dd, 'Jor = 252.2 Hz,
?Jos = 13.5 Hz, aromat.), 168.44 (C=0O, Hydroxam.) 175.99
(C=0, POM), 176.29 (C=0, POM)

(202,5 MHz, CDCl3), (ppm): 27.78, 28.30

[523.46]
C50.48  H6.16 N 2.68
C50.67  H6.33 N 2.42
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{[1-(3.,4-Difluorophenyl)-4-[hydroxy(methyl)amino]-4-oxo-butyl]-(2,2-

dimethylpropionyl-oxymethoxy)phosphorylloxymethyl 2.2-dimethylpropionat 84

O—10=0
\
®)
T

0
\{)J\o/\o/ N
o O~ |
P AN
L

Hergestellt aus 0,31 g 79 (0,5 mmol) nach AAV6 mit anschlieBender
Saulenchromatographie tber Kieselgel (Elutionsmittel: Diethylether).

Ausbeute:

IR ¥ (NaCl):

'H-NMR:

13C-NMR:

¥P-NMR:
C22H34F2NOgP

Ber.[%]:
Gef.[%]

90 %, farbloses Ol

3208 cm™ (O-H), 3081 (C-Haromat.), 2978 cm™ (CHaipn.),
1755 cm™ (C=0, POM), 1622 cm™ (C=0, Hydroxam.),
1281 cm™ (P=0), 1058 cm™ (P-O)

(500 MHz, CDCls), (ppm): 1.12 (s, 9H, C(CHs)), 1.15 (m, 9H,
C(CHs)), 2.03-2.19 (m, 1.5H, CHCH., CH.CH.), 2.19-2.34 (m,
1.5H, CHCH,, CHoCHs), 2.34-2.52 (m, 0.5H, CHCH>), 2.55-2.78
(m, 0.5H, CHCH.), 3.16 (s, 3H, NCHa), 3.17-3.32 (m, 1H, PCH).
5.20-5.81 (m, 4H, POCH,), 6.95 (s, 1H), 7.06 (s, 2H, aromat.),
7.96 (s, 0.17H, OH), 8.22 (s, 0.83H, OH)

(125 MHz, CDCls), (ppm): 24.72 (CHoCH,), 25.74 (C(CHs)),
25.78 (C(CHs)), 28.42 (d, 2Jo.p = 19.3 Hz. CHCHy), 34.99 (NCHs),
37.67 (C(CHa)s), 37.71 (C(CHs)s), 41.58 (d, 'Jop = 140.6 Hz,
PCH), 80.70 (POCH,), 80.78 (POCH,), 116.43 (dd, *Jo.r = 18.8
Hz, ®Jcr = 3.1 Hz), 117.07 (dd, ®Jc.r = 20.5 Hz, ®Jcr = 7.1 Hz),
124.39 (dd, 3Jo.r = 6.9 Hz), 131.24, 148.81 (dd, 'Jo.r = 242.7 Hz,
?Jor = 9.7 Hz), 149.15 (dd, "Jor = 242.9 Hz, ®Jor = 11.1 Hz,
aromat.), 171.77 (C=0, Hydroxam.) 175.86 (C=0, POM), 175.95
(C=0, POM)

(202,5 MHz, CDCls), (ppm): 27.81, 28.47

[537.49]
C51.40 H6.38 N 2.61
C51.66  H6.55 N 2.64
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7.8 Untersuchung der Dxr-Enzymhemmung

Die In vitro Untersuchung der Hemmwirkung auf das rekombinante EcDxr-Enzym
erfolgte am Center for Integrated Protein Science der Technischen Universitat in
Minchen in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Groll und
Dr. Wolfgang Eisenreich.

Die Untersuchungen am rekombinanten PDxr-Enzym wurden am Institut for
Lebensmittelchemie der Universitdt Hamburg im Arbeitskreis von Prof. Dr. Markus

Fischer vorgenommen.
7.8.1 Material und Methoden
7.8.1.1 Rekombinante Gewinnung der orthologen Dxr-Enzyme®°

Die rekombinante Gewinnung der EcDxr wurde nach einer Methode durchgefihrt, die
bereits von Hecht und Mitarbeitern beschrieben wurde.?"

Fir die rekombinante Gewinnung des plasmodialen Enzyms im E. coli XL1-Blue-
Stamm wurde zuerst ein synthetisches ispC-Gen-Konstrukt durch Rickibersetzung
der Aminosauresequenz der PDxr erzeugt." " Dabei wurde der Bereich, der fiir
die Aminosauren 1-73 codiert, ausgelassen. ™ |n Ubereinstimmung mit dem
Codon Usage von E. coli wurde ein offener Leserahmen erzeugt, der anschlieBend in
den Vektor pQE30 88888 kionjert wurde. Im kinstlichen Proteinprodukt
(pQEispCplasart) war ein aminoterminaler Hexa-Histidin-Affinitats-Tag enthalten
(MRGSHHHHHHGS), der die Isolierung des rekombinanten Dxr-Proteins aus dem
ZentrifugenUberstand (40 g) des E. coli XL1-Zellaufschluss Uber eine
Affinitdtschromatographie erméglichte. Verwendet wurde fiir diesen Zweck eine Ni**-
chelatisierende Sepharose FF-Saule (20 mL Saulenvolumen) der Firma Amersham
Pharmacia Biotech. Nach Beladen der S&ule mit dem Lysat wurde mit einer

Pufferlésung, die 100 mMm waéssrige Tris-HCI -Pufferlésung (pH 7,5),
0.5 M Natriumchlorid, 20 mM Imidazol-HCI und 10 % (V/V) Glycerol enthielt,

Y GenBank: HQ018930

H#H Die ersten 30 aminoterminalen Aminosauren der plasmodialen DXR stellen ein Signalpeptid fiir das endoplasmatische
Retikulum dar. Weiterhin haben die darauf folgenden 44 Aminosauren eine wichtige Funktion flir den Transport des uUbersetzten
Proteins in den Apikoplasten. Fir die rekombinante Expression in prokaryotischen E. coli-Zellen kann auf diesen nicht-
codierenden Bereich verzichtet werden und dariiber hinaus wurde von Jomaa berichtet, dass dieser AT-reiche Bereich nicht von
E. coli exprimiert wird.*

8538555 Qjagen (Hilden, Deutschland)

********* TRIS = Tris(hydroxymethyl)-aminoethan
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gewaschen. AnschlieBend konnte das gewlnschte Protein durch Applikation eines
Imidazol-Konzentrationsgradienten (20 — 500 mM) eluiert werden. Die gesammelten
Fraktionen wurden vereinigt und die Proteinlésung durch Ultrafiltration (molecular
weight off = 10 kDa) aufkonzentriert. FUr die Entsalzung wurde eine 2,6 cm x 10 cm
Gelpermeations-Entsalzungssaule (HiPrep 26/10) - gefillt mit Sephadex G-25 F - der
Firma Amersham verwendet. Die Saule wurde mit 50 mM Tris-HCI-Pufferlésung
(pH 7,5), die 10 % (V/V) Glycerol enthielt, aquilibriert und entwickelt. Wie sich
herausstellte, stellt die Anwesenheit des Glycerols ein zwingendes Kriterium wéhrend
der gesamten Aufreinigung des Enzyms dar. Andernfalls fiel das schwerlésliche
Protein, das in den bakteriellen Zellen aufgrund seiner schlechten L&slichkeit in
Inklusionskdrpern auftritt, aus. 1T Das aufgereinigte, aber labile plasmodiale
Protein, wurde abschlieBend in einer Pufferlésung, die 50 mMm Tris-HCI-Pufferlésung
(pH 8,0), 5 mMm Dithiothreitol und 10 % (V/V) Glycerol enthalt, bei -80 °C gelagert.

7.8.1.2 IC5p-Bestimmung im photometrischen Assay

Die Enzym-Assay-Bestimmungen wurden in 96-well-Platten (Nunc) mit
transparentem Boden durchgeflihrt. Die Assay-LOsungen enthielten ein
Gesamtvolumen von 200 uL, das im Falle der Vermessung am plasmodialen Enzym
aus 100 mm Tris-HCI-Pufferlésung (pH 7,6), 4 mMm MnCly, 0,5 mM Dithiothreitol,
0,5 mM NADPH wund 10-30 nMm der rekombinanten PfDxr bestand.
Hemmwertbestimmungen an EcDxr wurden in einer Pufferlésung, die 100 mM Tris-
HCI-Pufferlésung (pH 8,0), 10 mm MgCl,, 1 mMm NADPH und 27 nM des
rekombinanten Proteins enthielt, durchgeflhrt.

Flr beide Enzymassays wurden von den potenziellen Inhibitoren Verdiinnungsreihen
(1:2), die den Konzentrationsbereich von 200 uM bis 1 nM abdecken, erstellt. Durch
Zugabe des Substrats 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (1 mM) konnte die
enzymatische Reaktion gestartet und daraufhin in einem Mikroplatten-Messgerat
(PDxr: Thermo Scientific, Multiscan Spectrum; EcDxr: Molecular Devices,
SpectraMax M2) die NADPH-Umsetzung photometrisch bei einer Messwellenlange
von 340 nm verfolgt werden. Der PfDxr-Assay wurde bei Raumtemperatur, der
EcDxr-Assay bei 37 °C Umgebungstemperatur durchgefiihrt. Die gemessenen

initialen Umsetzungsraten der enzymatischen Reaktion wurden mithilfe einer

AN Persénliche Kommunikation mit Dr. Viktoriya lllarionova aus dem Arbeitskreis Fischer.
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nichtlinearen  Regressionsmethode durch die Computer-Software  Dynafit

ausgewertet und hieraus entsprechende ICso- und Ki-Werte errechnet.?®

7.9 Untersuchung der antiplasmodialen Aktivitat in vitro und in

vivo sowie der Zytotoxizitat

Alle hergestellten  Forschungssubstanzen wurden zur Bestimmung ihrer
antiplasmodialen Aktivitat gg. dem Chloroquin-resistenten P. falciparum K1-Stamm
und zur Abschatzung ihres zytotoxischen Potenzials an fetalen MRC-5-Zellen
untersucht. Die praktische Durchfiihrung der biologischen Testung erfolgte im LMPH
(Laboratory for Microbiology, Parasitology and Hygiene, Belgien) in Kooperation mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Louis Maes.

7.9.1 Material und Methoden der In vitro Bestimmungen
7.9.1.1 Herstellung der Testplatten

Die Experimente wurden auf 96-well-Platten (Greiner) durchgefiihrt. Zuerst wurde far
alle getesteten Verbindungen unter Verwendung einer programmierbaren Prazisions-
Roboterstation (Biomek 2000 der Firma Beckman, USA) eine Verdinnungsreihe
(1:4) erstellt, die den Konzentrationsbereich von 64 ug mL"' bis 0,25 pug mL™
abdeckt. Auf jeder Platte wurde parallel eine Medium- (0 % Wachstum) sowie eine
Negativ-Kontrolle (100 % Wachstum) durchgefiihrt. Als Positivkontrolle und Referenz
wurde auf jeder Platte Chloroquin parallel vermessen. Alle Experimente wurden

mindestens in dreifacher Durchflihrung vorgenommen.
7.9.1.2 Methodik

Der Aufbau und die Durchfihrung des Screenings wurden analog zu der von Cos
und Mitarbeitern beschriebenen Methodik vorgenommen.???

7.9.1.3 In vitro P. f.-Kultur und Wirkstoffassay

Der Chloroquin-resistente K1-Stamm wurde in humanen Erythrozyten (A+) bei 37 °C
in einer modulierbaren Inkubationskammer unter niedriger O,-Konzentration kultiviert
(Atmosphére: 3 % Oz, 4 % CO2 93 % N»). Als Kulturmedium wurde RPMI-
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1640, FHHHEH yorsetzt mit 10 % menschlichen Blutserum, gewahlt.?®® 200 pL
Suspension mit infizierten Erythrozyten (1 % Parasitamie, 2 % Hamatokrit) wurde zu
den Testsubstanzlésungen in jeder Platte zugefligt und fir 72 Stunden bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Testplatten bei -20°C eingefroren, um die
Erythrozyten zu lysieren. Zur Bestimmung der Parasitenvermehrung wurde die
Malstat-Methode angewandt, die von Makler und Mitarbeitern erstmals beschrieben
wurde.?** Daflir werden aus den aufgetauten hdmolysierten Parasitensuspensionen

je 20 pL entnommen und mit 100 pL Malstat™

-Reagenz in einer neuen
Untersuchungsplatte versetzt. Nach Zugabe von Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT,
2 mg/mL) und Phenazin-Ethosulfat (PES, N-Ethylphenaziniumethylsulfat, 0,1 mg/mL)

225 wurde fiir 2 Stunden unter Lichtausschluss inkubiert.

als Stabilisator
Das Prinzip der Malstat-Methode besteht darin, dass P. falciparum ein
Lactatdehydrogenaseenzym besitzt, welches im Gegensatz zur menschlichen
Variante 3-Acetylpyridin-NAD (APAD) als Redox-Kofaktor fir die Oxidation von
Lactat zu Pyruvat optimal nutzen kann, womit eine selektive Aktivitdtsbestimmung
gg. dem plasmodialen Enzym maéglich wird. Der bei der enzymatischen Umsetzung in
aquivalenter Menge entstandene reduzierte Kofaktor APADH (Schema 50) reduziert
seinerseits das anwesende NBT zu einem blau gefarbtem Di-Formazan. Durch
photometrische Messung bei 655 nm (Biorad 3550-UV microplate reader) wurde
quantitativ auf die entstandene Menge des Di-Formazans und ferner auf
gewachsene Plasmodien geschlossen. Nach Vergleich mit der gemessenen
Absorption der Negativkontrolle (100 % Wachstum) konnte eine prozentuale
Wachstumshemmung und ein 1Cso-Wert der entsprechenden Testverbindung

errechnet werden.

HH RPMI = "RPMI-1640 ist ein Zellkulturmedium fir normale und neoplastische Leukozyten sowie andere humane und
tierische Zelltypen. Die Formulierung wurde Mitte der 1960er Jahre von G. E. Moore und Kollegen am Roswell Park Memorial
Institute, daher RPMI, entwickelt. Wie fast alle heute gebrduchlichen Zellkulturmedien benutzt RPMI-1640 ein
Hydrogencarbonat-Puffersystem und basiert auf einer Lésung von Glukose, Salzen, Aminoséuren und Vitaminen. Als Indikator
flr den pH-Wert ist weiterhin noch Phenolrot zugesetzt. Zur Kultivierung der meisten Zelltypen muss das Medium mit weiteren
Komponenten ergénzt werden, haufig mit Serum, welches den Zellen u. a. Wachstumsfaktoren, Spurenelemente und Hormone
wie z. B. Insulin liefert." zitiert aus: http://de.wikipedia.org/wiki/RPMI
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Schema 50. LDH-Reaktion zur Bestimmung des plasmodialen Wachstums nach der Malstat-Methode

(iibernommen und modifiziert nach Pein)*®

7.9.1.4 Zytotoxizitdts-Test an MRC-5-SV2-Zellen

MRC-5-SV2 Zellen (humane, fetale Lungen-Fibroblasten) wurden in einem Minimal-
Nahrmedium (MEM = "minimum essential medium"), dem L-Glutamin (20 mwm),
16,5 mM Natriumhydrogencarbonat und 5 % fetales Kalberserum (FCS) S98588888
zugesetzt wurde, bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert.

Fir den Zytotoxizitats-Assay wurden 10* der Zellen auf Testplatten, die bereits mit
Testsubstanzlésungen verschiedener Konzentration (64, 16, 4, 1 und 0,25 um)

beschickt waren, ausgesat. Nach dreitagiger Inkubation der Testplatten bei 37 °C

55555555 "Fetales Kalberserum enthélt eine Vielzahl von Proteinen, von denen heute noch nicht alle bekannt sind. Unter diesen

Proteinen befinden sich auch Wachstumsfaktoren, die fur das Kultivieren von Zellen in Zellkulturflaschen notwendig sind. Zwar
bendtigen nicht alle Zellkulturen fétales Kalberserum, aber insbesondere die Kultur von empfindlichen Zellen (Stammzellen etc.)
ist derzeit auf den Zusatz von fetalem Kélberserum angewiesen." zitiert aus: http://de.wikipedia.org/wiki/

Fetales K%C3%A4lberserum
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und 5 % CO,, wurde die Viabilitat der Zellen, nachdem Resazurin fir 24 Stunden bei
zugesetzt war, fluorimetrisch (Aex = 550 nm, Aex = 590 nm, Schema 51) gemessen
(GENios Tecan Fluorimeter). Nur lebende Zellen bilden den fiar die
Reduktionsreaktion des Resazurins zu Resurofin notwendigen Kofaktor NADH.
Uber die quantitative Bestimmung des noch vorhandenen Resazurins konnte
rechnerisch auf die Viabilitdt und entsprechende [Cso-Werte der Testsubstanzen
geschlossen werden. Eine Substanz wird demnach als zytotoxisch eingestuft, wenn

der ICso-Wert geringer als 4 uM ist.

o NADH/H* NAD*/H,0
|
N \ /‘ N
/@ \:@ g /©: ji\t\l\
HO 0 o HO 0 o
Resazurin Resurofin

Schema 51. Umwandlung von Resazurin in Resurofin (ibernommen aus Dissertation von M. Pein).?*°

7.9.2 Material und Methoden der In vivo Bestimmungen

7.9.2.1 Beschreibung der Versuchstiere und deren kiinstliche Infektion

In funf Gruppen wurden jeweils finf weibliche Schweizer Mause (n = 5) mit einem
Kérpergewicht von durchschnittlich 25 Gramm aufgeteilt. Aufgrund der limitierten
Substanzmenge konnten der Fosmidomycin-Gruppe nur vier Versuchstiere
zugeordnet werden. Den Mausen wurde ein infektidses Inokulum von ungeféhr
4 x 10® mit P. berghei (gfp-Reporter-Gen, ANKA-Stamm) infizierter Erythrozyten
intraperitoneal verabreicht. Wahrend des gesamten Experiments stand den

Versuchstieren Trinkwasser und Futter frei zur Verfligung.
7.9.2.2 Testsubstanz-Formulierungen

1. Referenz Chloroquin: 12,5 mg/2500 uL. DMSO
2. Referenz Fosmidomycin: 60 mg/ 2400 uL PBS
3. Testsubstanz 62: 151,3 mg/6052 uL DMSO

4. Testsubstanz 70: 96,5 mg/3860 uL. DMSO
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7.9.2.3 Behandlungsschema

Die Chloroquin-Gruppe wurde einmal t&glich mit 50 uL der entsprechenden
Formulierung behandelt (10 mg/kg KG). Fir die Untersuchungsgruppen, die
Fosmidomycin und die Testsubstanzen 62 und 70 erhielten, wurden zweimal taglich
40 mg/kg Korpergewicht (KG) der Testsubstanz intraperitoneal verabreicht,
zusatzlich wurden peroral 10 mg/kg KG Ritonavir appliziert. Die erste Gabe erfolgte
zwei Stunden nach der klnstlichen Infektion der Mause (= Tag 0) und setzte sich
Uber insgesamt flinf Tage fort. Als Positivkontrolle wurde eine Gruppe einmal taglich
mit 50 pL des Vehikels DMSO intraperitoneal und Ritonavir peroral behandelt.

Aus dieser Aufteilung ergeben sich folgende Untersuchungsgruppen:

G-1: Vehikel-behandelte, infizierte Kontrollgruppe: 50 uL DMSO + 10 mg/kg KG
Ritonavir (n = 5)

G-2: Chloroquin: 10 mg/kg KG in 50 pL Inokolum i.p. (n = 5)

G-3: Fosmidomycin: 80 mg/kg KG in 50 uL Inokolum i.p. + 10 mg/kg KG Ritonavir

p.o0. (n = 4)
G-4: 62: 80 mg/kg KG in 50 pL Inokolum i.p. + 10 mg/kg KG Ritonavir p.o. (n = 5)
G-5:70: 80 mg/kg KG in 50 pL Inokolum i.p. + 10 mg/kg KG Ritonavir p.o. (n = 5)

7.9.24 Evaluationsparameter

Wahrend der gesamten Dauer des Experiments wurden die Versuchstiere
hinsichtlich des Auftretens von klinischen Symptomen und unerwlinschten
Arzneimittelwirkungen beobachtet. Bei schwerwiegenden Symptomen, entweder
bedingt durch Toxizitat der verabreichten Substanzen oder die Malariaerkrankung,
wurden die Versuchstiere eingeschlafert. Die durchschnittliche Uberlebenszeit der
Versuchstiere jeder Gruppe bis Tag 11 wurde ermittelt und hieraus als erste
BewertungsgroBe die mittlere Uberlebenszeit (= MST) der Versuchsgruppe
abgeleitet. Die MST qilt als sensitiver Parameter zur Beurteilung der Effektivitat eines
Antimalaria-Wirkstoffs. Darlber hinaus wurde als zweite BewertungsgréBe die
Parasitamie der Versuchstiere an Tag 0, 4, 7 und 11 mithilfe von
Durchflusszytometrie (10 uL Blut in 2000 uL PBS) festgestellt. Die prozentuale
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Reduktion im Vergleich zur mit Vehikel behandelten Gruppe G-1 wird als MaB fir die
Aktivitat der untersuchten Wirkstoffe genommen:

@ Parasitamie der behandelten Mause
@ Parasitamie G-1-Gruppe

Reduktion der Parasitamie (Aktivitat) = 100 - (

An Tag 11 wurden alle Versuchstiere aus Griinden des Tierschutzes eingeschlafert.

8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Synthese und den biologischen
Eigenschaften von inversen Analoga des Naturstoffs Fosmidomycin (Schema 52),
der antiplasmodiale Eigenschaften aufweist und sich gegenwartig in Kombination mit
Clindamycin in klinischen Untersuchungen zur Behandlung von unkomplizierter
Malaria tropica befindet. Die durchgeflihrten Strukturvariationen basieren auf
folgenden Erkenntnissen:

- Rohmers Arbeitsgruppe berichtete 2005 Uber das im Vergleich zu Fosmidomycin
inverse Hydroxamsaureanalogon XXXVI, das gg. Escherichia coli 1-Deoxy-D-
xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (EcDxr) aquipotente inhibitorische Aktivitat

aufweist (Schema 52).'7°

- Kurz'®® und Van Calenbergh'®

zeigten unabhangig voneinander, dass o-Aryl-
substituierte Fosmidomycin-Analoga wie z.B. XII sehr gute antiplasmodiale

Eigenschaften in vitro aufweisen (Schema 52).

Daraus ergibt sich die abgebildete allgemeine Zielstruktur dieser Dissertation. Die
Molekilbereiche a, b und ¢ wurden systematisch modifiziert.

Die dargestellten Analoga wurden in kooperierenden Arbeitsgruppen umfassend
biologisch evaluiert. Die inhibitorische Aktivitat der Zielverbindungen wurde gg. den
rekombinant gewonnenen Dxr-Enzymen von Plasmodium falciparum (PfDxr) und
Escherichia coli (EcDxr) sowie die antiplasmodiale Aktivitat im Zellkulturassay gg.
dem Chloroquin-resistenten P. falciparum K1-Stamm (P.fK1) bestimmt. Dariiber
hinaus liegen CCso-Werte zur Zytoxizitat, die gg. MRC-5 SV2-Zellen ermittelt wurden,

Vor.

**********

siehe auch Pein, M., Dissertationsschrift, Universitat Disseldorf, 2008.
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Modifikationen an Modifikationen an Molekilregion

Molekdlregion c: a: unterschiedlich substituierte

elektronenreiche/-arme c Hydroxamséauregruppen,

Aromaten andere metallionchelatisierende
Zielstruktur der Dissertation Gruppen

Ar = aromatische Carbozyklen
R = H, aliphatische Substituenten

Modifikation an Molekdlregion b:
Kettenverkiirzung

Schema 52. Wichtige Strukturmodifikationen Fosmidomycins vor Beginn der Dissertationsanfertigung

und allgemeine Zielstruktur der Dissertation.

Die Synthese der o-Aryl-Fosmidomycin-Analoga, die Modifikationen der inversen
Hydroxamsaurefunktion aufweisen, ist in Schema 53 zusammengefasst dargestellt.
Ausgehend von den literaturbekannten Arylmethylphosphonaten LV und LXXIV-
LXXVIl wurden die Dioxolanderivate (1, 37-40) durch C-Alkylierung mit 2-(2-
Bromoethyl)-1,3-dioxolan erzeugt. Nach sauer katalysierter Hydrolyse entstanden die
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4-Me-Ph; R, = Me
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17, 69, 70, LXXIII, 71:
R, = Ph, 1-Naphthyl, 3,4-F-Ph,
3,4-Cl-Ph, 4-Me-Ph; R, = H
19: R; = Ph, R, = Et
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6, 50, 52, 54, 56 L - R1

18, 61, 62, 63, 64: R = Ph, 1-Naphthyl,
3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph, 4-Me-Ph

Schema 53. Syntheseschritte zur Gewinnung von a-Aryl-substituierten inversen Hydroxamséure-
analoga Fosmidomycins; Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) n-BuLi, 2-(2-Bromoethyl)-1,3-
dioxolan, Toluen, -78 C; b) HCI, Aceton, 50 C, 3 h; ¢) SeO,, H.O,, THF, 65 C, 4 h;d) 1,1"-
Carbonyldiimidazol, BhnONHR (R = H (LI), Me (Lll), Et (LIll)), CH.Cl,, RT; e) C,O.Cl./DMF, BnONH-iPr
(LIV); RT; f) 1) TMSBr, CH.Clo, RT, 24 h; 2) THF/H,O, RT, 1 h; 3) DCC, BnOH, Benzen, 80 C, 4 h; g)
H., Pd-C, MeOH, 3 h; h) 1) TMSBr, CH.Cl,, RT, 24 h;2) THF/H-O, RT, 1 h; i) H,, Pd-C, MeOH, 1 h.
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korrespondierenden Aldehyde, welche durch Behandlung mit einem Gemisch aus
Selendioxid und Wasserstoffperoxid zu den Carbonsaurederivaten (3, 45-48) oxidiert
wurden. Die Synthese der O-benzylgeschltzten Hydroxamsauren 5-6 und 49-56
gelang durch Reaktion der Carbonsaureverbindungen mit 1,1°-Carbonyldiimidazol
und anschlieBender Zugabe von LI, LIl beziehungsweise LIIl. 8 entstand durch
Reaktion von 3 mit Oxalylchlorid, DMF und LIV in einer Eintopfreaktion. Die
Phosphono-hydroxamséuren 17, 69, 70 und 71 sowie 19 und 20 wurden durch
Derivatisierung zu Phosphonsaurebenzylester und anschlieBender Hydrogenolyse
erhalten (Schema 53: f), g)). Das 3,4-Chlorphenyl-Analogon LXXIIl war unter den
reduktiven Reaktionsbedingungen instabil, da Dehydrohalogenierung eintrat. Die
N-methylsubstituierten Hydroxamsaureanaloga 18 und 61-64 konnten durch TMSBr-
unterstitzte Hydrolyse der Ethylester (6, 50, 52, 54 und 56) mit anschlieBender
Hydrogenolyse gewonnen werden (Schema 53: h), i)).

Die biologischen Untersuchungen ergaben, dass einige Zielverbindungen PDxr im
einstellig nanomolaren Bereich hemmen und die inhibitorische Aktivitdt der
Mononatriumsalze der Referenzen Fosmidomycin (Fos-Na) und FR900098
(FR900098-Na) deutlich Ubertreffen (Tabelle 12).

62 und 70 wurden an P. berghel-infizierten M&usen auf ihre antiplasmodiale Aktivitat
in vivo untersucht. Dabei erwies sich 70 als ahnlich effektiv wie Fosmidomycin und
Chloroquin, 62 jedoch zeigte keine relevante antiplasmodiale Aktivitat.

Nach Auswertung der Roéntgenstruktur der Proteinkristalle des Ternarkomplexes
EcDxr:Mn?":62 wurde deutlich, dass die inverse Hydroxamsaure in Analogie zu
Fosmidomycin als Substratanalogon bindet. Beide Sauerstoffatome der
Hydroxamsaurefunktion nehmen an einem oktaedrischen Komplex des bivalenten

Metallions im aktiven Zentrum des Zielenzyms teil. 2™

Der Ersatz der inversen Hydroxamsaurefunktion (Molekllregion a) gegen eine
Thioester-, Phosphonat-, Carboxylat-, N-Hydroxy-Carbamat- und
N-Hydroxyimidfunktion fihrten jedoch zu Fosmidomycinanaloga ohne nennenswerte
antiplasmodiale Aktivitat.
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Zielverbindung PDxr EcDxr P.fK1 MRC-5
ICso [UM]* ICso [UM]® ICso [UM]*® | 1o [WM°

17 0,012 +/- 0,003 0,59 +/- 0,03 3,9+/-1,8 >59

18 0,003 +/- 0,0003 0,24 +/- 0,03 0,59 +/- 0,2 >60

19 0,015 +/- 0,002 15 +/- 0,4 1,3+/-1,5 >64

20 inaktiv inaktiv inaktiv >64

61 0,009 +/- 0,001 3,8 +/-0,2 0,97 +/- 0,79 >62

62 0,003 +/- 0,001 0,12 +/- 0,07 0,29 +/- 0,20 >64

63 0,004 +/- 0,001 0,18 +/- 0,02 0,41 +/- 0,25 >64

64 0,014 +/- 0,003 0,28 +/- 0,02 0,14 +/- 0,07 >64

69 0,037 +/- 0,003 7,4 +/-0,2 2,4 +/-11 >64

70 0,003 +/- 0,001 0,21 +/- 0,02 0,38 +/- 0,17 >64

71 0,187 +/- 0,014 0,69 +/- 0,09 5,7 +/-0,8 >64
Fos-Na 0,14 +/- 0,02 0,22 +/- 0,01 3,7 +/-2,5 >62
FR900098-Na 0,015 +/- 0,001 0,13 +/- 0,003 1,2+/-1,0 >59

Tabelle 12. In vitro Aktivitdtsdaten der inversen Hydroxams&ureanaloga Fosmidomycins der
Dissertation; *Messwerte +/- Standardabweichung von mindestens 3 unabhdngigen Messungen.
®Replikation von P. falciparum in menschlichen Erythrozyten. “Zytotoxizititstest mit MRC-5 Zellen.

Basierend auf den  Erkenntnissen, dass  Bis-Pivaloyloxymethyl(POM)-

Phosphonsaureesterprodrugs von Fosmidomycin-Analoga verbesserte

antiplasmodiale Aktivitat zeigen,'*®'%
Arbeit (17-20, 62, 70) POM-Prodrugs synthetisiert und biologisch untersucht. Davon

erwiesen sich einige in vitro als antiplasmodial wirksamer verglichen mit der freien

wurden von ausgewahlten Analoga dieser

Phosphonsaure.

Die Untersuchungen dieser Dissertation erbrachten folgende Erkenntnisse

hinsichtlich der Struktur-Wirkungs-Beziehungen Fosmidomycins.

Sowohl freie als auch N-methylsubstituierte Hydroxamsauren weisen ausgepragte
antiplasmodiale Aktivitat in vitro auf, wahrend volumindsere Substituenten wie

Isopropylgruppen zu Wirkungsverlust fuhren.

Ein Abstand von drei sp*-hybridisierten Kohlenstoffatomen zwischen o-Aryl-

substituierter Phosphonsaure- und der inversen Hydroxamsaurefunktion ist

essenziell fr die antiplasmodiale Aktivitat.

Inverse  Hydroxamsdureanaloga Fosmidomycins mit einem aromatischen

Substituenten in o-Position in Relation zur Phosphonsauregruppe besitzen eine
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bemerkenswerte Praferenz gg. PMDxr, das um mehrere GrdBeneinheiten starker

inhibiert wird als EcDxr.

Sowohl eine 3,4-Dihalogen- als auch eine p-Methyl-Substitution der
o-Phenylgruppe in Kombination mit einer inversen Hydroxamsaurefunktion erbringt
Verbindungen mit potenter inhibitorischer Aktivitdt gg. Dxr und ausgepragten

antiplasmodialen Eigenschaften in vitro.

In vivo Studien an mit P. berghei infizierten Mausen deuten eine hohere

antiplasmodiale Aktivitat fur freie inverse Hydroxamsauren an.
9 Summary

This work deals with the synthesis, analysis and biological activity of reverse
hydroxamic acid analogues of the natural product Fosmidomycin (scheme 54), which
shows antiplasmodial activity and is currently under clinical investigations for the
treatment of uncomplicated Malaria tropica in combination with Clindamycin. The
conducted structure modifications are mainly based on following scientific findings:

- In 2005 Rohmer’s working group referred to the reverse hydroxamic acid
analogue XXXVI, which shows equipotent inhibitory activity against
Escherichia coli 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (EcDxr) in

comparison with Fosmidomycin (scheme 54)'"°.

- Kurz'®®

and Van Calenbergh'®® showed independently from each other, that
a-aryl-substituted analogues of Fosmidomycin, e.g. Xll, exhibit very good

antiplasmodial activity in vitro (scheme 54).

The outcome of this are the target compounds shown in scheme 54. Molecular parts
a, b and ¢ have been modified.

The synthesized compounds have been evaluated in cooperation with other working
groups in regard to their biological activity. The latter contains the inhibitory activity
against recombinant Dxr enzymes of Plasmodium falciparum (PfDxr) and Escherichia
coli (EcDxr) as well as antiplasmodial activity against the Chloroquine-resistant
Plasmodium falciparum strain K1 in the cell culture assay. Furthermore, cytotoxic
data, determined against MRC-5 SV2-cells, is described.
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scheme 54. Important structure modifications at Fosmidomycin prior to this work and lead structure of
this dissertation.

The synthesis of the reverse a-aryl-Fosmidomycin analogues with modifications at
the hydroxamic moiety is compendiously diagrammed in scheme 55.

The desired dioxolanes (1, 37-40) were obtained by C-alkylation of
arylmethylphosphonates LV and LXXIV-LXXVII with 2-(2-bromoethyl)-1,3-dioxolane.
Acidic catalyzed hydrolysis afforded the corresponding aldehydes, which were
converted into carboxylic acids (3, 45-48) by oxidation with selenium dioxide and
hydrogen peroxide. The synthesis of O-benzyl-protected hydroxamic acids 5-6 and
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49-56 was achieved by 1,1 -carbonyldiimidazole-mediated coupling reactions of the
carboxylic acids with LI, LIl or LIll. 8 was accessible in a one-pot reaction of 3 with
oxalyl chloride, DMF, and LIV. The phosphono hydroxamic acids 17, 69, 70, 71 as
well as the N-ethyl- and N-isopropyl-substituted hydroxamic acids 19 and 20 were
gained after transesterification reactions to benzyl esters and subsequent
hydrogenolysis (scheme 55; f), g)). The 3,4-Cl-phenyl-substituted analogue LXXIII
was unstable under the reductive reaction conditions considering the emergence of
dehydrohalogenation. The N-methyl-substituted hydroxamic acids 18 and 61-64 were
synthesized by cleavage of ethyl phosphonates 6, 50, 52, 54 and 56 in the presence
of TMSBr and subsequent hydrolysis (scheme 55: h), i)).

The biological evaluations revealed that some target compounds inhibit PDxr in the
single-digit nanomolar range and therefore exceed the inhibitory activity of the mono
sodium salts of FR900098 and Fosmidomycin by far (table 13).

62 and 70 were further evaluated for their antiplasmodial activity and therapeutic
efficacy towards P. berghei-infected mice. The in vivo efficacy of 70 was similar to
that of Fosmidomycin and Chloroquine, whereas 62 had no relevant antiplasmodial

activity.

The x-ray analysis of the protein crystal structure of the ternary complex EcDxr:Mn?*:
62 reveals that the reverse hydroxamic acid binds in analogy to Fosmidomycin as a
substrate analogue. Both hydroxamic acid oxygen atoms are taking part in an
octahedral complex of the catalytic metal ion in the active site of the enzyme.?"

However, replacement of the reverse hydroxamic acid moiety by a thioester,
phosphonate, carboxylate, N-hydroxy-carbamate or N-hydroxyimide function

furnished Fosmidomycin analogues without any antiplasmodial activity.

Based on scientific findings, which showed enhanced antiplasmodial activity for Bis-
pivaloyloxymethyl(POM)-phosphonic acid ester prodrugs of Fosmidomycin-

analogues, ¢

prodrugs of selected analogues (17-20, 62, 70) of this thesis were
synthesized and evaluated biologically. Some prodrugs showed higher

antiplasmodial efficacy in vitro than their corresponding free phosphonic acids.
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scheme 55. Synthesis of a-aryl-substituted reverse hydroxamic acid analogues of Fosmidomycin;
reagents and conditions: a) n-buthyllithium, 2-(2-bromoethyl)-1,3-dioxolan, toluene, -78 <C; b) HCI,
acetone, 50 C, 3 h; ¢) SeQ,, H.0,, THF, 65 C, 4 h; d) 1,1 -carbonyldiimidazol, Bh ONHR (R = H (LI),
CHs (Lll), CH-CH3 (LIN)), CH.Cl,, RT; e) C20.Clo/DMF, BnONH-CH(CH;). (LIV); RT; f) 1) TMSBKr,
CH.Cl,, RT, 24 h; 2) THF/H-0, RT, 1 h; 3) DCC, BnOH, benzene, 80 C, 4 h; g) H», Pd-C, methanol,
3 h; h) 1) TMSBr, CH.Cl,, RT, 24 h;2) THF/H:O, RT, 1 h; i) Hz, Pd-C, methanol, 1 h.”"
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target compound PDxr EcDxr P.fK1 MRC-5
ICso [HM]* ICso [WM]® ICso [WMI** | ICso [MM°

17 0,012 +/- 0,003 0,59 +/- 0,03 3,9 +/-1,8 >59

18 0,003 +/- 0,0003 0,24 +/- 0,03 0,59 +/- 0,2 >60

19 0,015 +/- 0,002 15 +/- 0,4 1,3+/-1,5 >64

20 inactive inactive inactive >64

61 0,009 +/- 0,001 3,8 +/-0,2 0,97 +/- 0,79 >62

62 0,003 +/- 0,001 0,12 +/- 0,07 0,29 +/- 0,20 >64

63 0,004 +/- 0,001 0,18 +/- 0,02 0,41 +/- 0,25 >64

64 0,014 +/- 0,003 0,28 +/- 0,02 0,14 +/- 0,07 >64

69 0,037 +/- 0,003 7,4 +/-0,2 2,4 +/-1,1 >64

70 0,003 +/- 0,001 0,21 +/- 0,02 0,38 +/- 0,17 >64

71 0,187 +/- 0,014 0,69 +/- 0,09 5,7 +/-0,8 >64
Fos-Na 0,14 +/- 0,02 0,22 +/- 0,01 3,7 +/-2,5 >62
FR900098-Na 0,015 +/- 0,001 0,13 +/- 0,003 1,2+/-1,0 >59

table 13. In vitro activity of reverse hydroxamic acid analogues of this dissertation; value +/- standard
deviation of at least 3 independent measurings. “replication of P. falciparum in human erythrocytes.
“cytotoxicity test with MRC-5 cells.

The scientific findings of this thesis offered the following conclusions for
Fosmidomycin’s structure activity relationships.

Both free and N-methyl-substituted hydroxamic acid functions confer high
antiplasmodial in vitro activity, while larger substituents like isopropyl lead to loss of

activity.

A spacer of three sp®-hybridized carbon atoms between o-Aryl-substituted
phosphonic and the reverse hydroxamic acid is essential for antiplasmodial activity.
Reverse hydroxamic acid analogues of Fosmidomycin with an aromatic substituent in
o-position relative to the phosphonic acid function show a remarkable preference for

PfDxr, which is inhibited stronger than EcDxr.

The 3,4-dihalogen- and p-methyl-substitution of the a-phenyl moiety in combination
with a reverse hydroxamic acid function result in compounds with potent inhibitory

activity against Dxr and remarkable in vitro antiplasmodial activity.

Preliminary in vivo studies with mice infected with P. berghei indicate higher
antiplasmodial activity for unsubstituted reverse hydroxamic acids.
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11 Anhang

11.1 Gefahrenmerkmale und Sicherheitsratschlage

Nachfolgend sind fur die wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und
Lésungsmittel Gefahrensymbole und Sicherheitsratschlage nach Anhang | der
Richtlinie 67/548/EWG aufgeflhrt.

Es bleibt zu beachten, dass fir die meisten im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Verbindungen keine Daten im Sinne des Chemikaliengesetzes Uber die
toxikologischen Eigenschaften vorliegen. Weil es nicht auszuschlieBen ist, dass ein
Gefahrenpotential von ihnen ausgeht, sind sie mit der fir gefahrliche Chemikalien
ublichen Vorsicht zu handhaben.

Lésungsmittel Gefahrensymbole Sicherheitsratschlage
Aceton F, X 9-16-26
Acetonitril F, X 16-36/37
Benzen F, T 53-45
Diethylether F+, X, 12-19-22-66-67
Dichlormethan X 23-24/25-36/37
N,N-Dimethylformamid T 53-45
Dimethylsulfoxid-d6 Xi 36/37/38
Ethanol F 7-16
Ethylacetat F, X 16-26-33
n-Hexan F, X,, N 9-16-29-33-36/37-61-62
Methanol F, T 7-16-36/37-45
Propan-2-ol F, Xi 7-16-24/25-26
Tetrahydrofuran F, X 16-29-33
Toluen F, X 16-25-29-33
Trichlormethan n 36/37

Tabelle 11. Gefahrensymbole und Sicherheitsratschldge der verwendeten Lésungsmittel

Reagenz Gefahrensymbol Sicherheitsratschlage
Alpha-Bromtoluol X 39
Ammoniumchlorid

Benzylalkohol Xn 22

2-(2-Bromoethyl)-1,3-dioxolan Xn 26
Bromotrimethylsilan Xi 26-37
n-Butyllithium C 8-16-26-36/37/39-45
(1.6M in n-Hexan)

Calciumhydrid F,C,N 7/8-16-26-36/37/39-45-61
1,1"-Carbonyldiimidazol F 7/8-24/25-43
3,4-Chlorbenzylchlorid C 26-36/37/39-45

Chloromethylpivalat C 26-36/37/39-45
1,2-Dibromethan C 16-26-36/37/39-45
Dicyclohexancarbodiimid T, N 53-45-61
Di-tert-butyl-dicarbonat T 24-26-37/39-45
Eisen(lll)chlorid F, T+ 7-26-28A-33-36/37/39-45
Essigsdureanhydrid C 26-27-36/37/38
Ethylchlorformiat C 26-36/37/39-45
3,4-Fluor-benzylbromid C 8-20-23-26-30-36/37/39-45
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lodethan X N 22-26-36/37/39-61
lodmethan X 23-26-36/37/39-45
Kaliumbromid T 36/37-38-45
Magnesiumsulfat X 26-37/39
4-Methylbenzylbromid F, X 9-16-23-26-33-36/37/39
1-Naphthylmethylchlorid F, T+, N 16-26-28-36/37/39-45-60
Natriumhydrid C 26-36/37/39-45
Natriumhydrogencarbonat F 7/8-24/25-43
Natriumsulfat C Keine
Pyridin T 26-36/37/39-45
Salzsaure, 1M und 2M, wassrig F, X, 26-28
Selendioxid C 26-45
Schwefelsaure, 98 % T,N 20/21-28-45-60-61
Triethylphosphit C 26-30-45
Trifluoressigsaure X 24-37-61
Wasserstoff C 9-26-27-28-45-61
Wasserstoffperoxid, 30 %, F+ 9-16-33
wassrige Lésung
O,C 3-28-36/39-45

Tabelle 14. Gefahrensymbole und Sicherheitsratschldge der verwendeten Reagenzien
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