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1 Einleitung

1.1 Malaria
1.1.1 Epidemiologie

Malaria ist weltweit die bedeutendste Infektionskrankheit, von der mit iiber drei Milliarden Menschen
etwa 40 % der Weltbevolkerung bedroht ist. Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation zufolge
gab es im Jahr 2010 etwa 216 Millionen Erkrankungen und iiber 650.000 Todesfille.' Die Krankheit
ist in subtropischen und tropischen Regionen Afrikas, Indiens, Siidostasiens und Siidamerikas
endemisch (Abb. 1). Uber 80 % aller Fille treten in Afrika siidlich der Sahara auf, wo Malaria etwa
25 % aller Todesfdlle bei Kindern unter fiinf Jahren verursacht und eine erhebliche wirtschaftliche
Belastung fiir die betroffenen Linder bedeutet.” Da in Endemiegebieten der Zugang der Bevélkerung
zu medizinischer Versorgung aufgrund hoher Kosten und unzureichender Infrastruktur oft erschwert
ist,” kann Malaria gleichermaBen als Ursache und Folge der Armut bezeichnet werden.* Wegen des
fehlenden finanziellen Anreizes fiir die Pharmazeutische Industrie zur Entwicklung neuer Wirkstoffe

gilt Malaria neben Tuberkulose und weiteren Infektionskrankheiten als vernachlissigte Krankheit.*>

Hl Gebiete mit erhdhtem Malariarisiko
] Gebiete mit Malariarisiko

Abb. 1: Malaria-Verbreitungsgebiete 2010 (modifiziert nach WHO, 2011°).

Malaria wird durch einzellige Mikroorganismen der Gattung Plasmodium ausgelost, die beim Stich
weiblicher Moskitos der Gattung Anopheles iibertragen werden.’” Plasmodien gehoren dem Reich der
Protozoen und dem Stamm der Apikomplexa (Sporentierchen) an, deren Name sich von einem
Organell-Komplex am vorderen Zellpol ableitet, den der Parasit zum Eindringen in Wirtszellen nutzt.®

Zu den Apikomplexa gehoren auch Toxoplasma und Cryptosporidium, die vor allem Infektionen bei



ungeborenen und Kleinkindern sowie Personen mit geschwéchtem Immunsystem auslosen. Andere
Apikomplexa wie Theileria, Babesia und Eimeria bedrohen insbesondere die Gesundheit von Haus-
und Nutztieren.” Vier der iiber hundert bekannten Plasmodienarten gelten als humanpathogen:
Plasmodium malariae (Malaria quartana), Plasmodium vivax und Plasmodium ovale (Malaria
tertiana) sowie Plasmodium falciparum (Malaria tropica).” '° Wihrend Infektionen mit P. malariae
und P. ovale relativ einfach zu therapieren sind und nur selten lebensbedrohliche Komplikationen
verursachen, ist Malaria tropica potenziell lebensbedrohlich und fiihrt unbehandelt oft zum Tod.'® Auf
die Besonderheiten dieser hauptsdchlich in Afrika endemischen Krankheitsform wird an spéterer
Stelle eingegangen. P. vivax verursacht mit jahrlich 130—390 Millionen Féllen 25-40 % aller Malaria-
Erkrankungen weltweit und ist vorwiegend in Siidostasien, im Mittleren Osten und in Siidamerika
verbreitet.'" Obwohl P. vivax-Infektionen in der Regel nicht letal verlaufen, treten in Einzelfillen
schwere klinische Symptome mit todlichen Folgen auf. Allerdings ist auch die unkomplizierte Malaria
vivax eine erhebliche Belastung fiir die betroffenen Lidnder und wurde beziiglich ihrer
sozio0konomischen Auswirkungen lange unterschétzt. P. knowlesi kommt in Siidostasien vor und ist
ein Malaria-Erreger bei Affen, dessen Gefihrlichkeit bei zoonotischer Ubertragung fiir Menschen erst

kiirzlich erkannt wurde.'?

Der Lebenszyklus von Plasmodien verlduft tiber eine geschlechtliche Vermehrung innerhalb des
Vektors und eine ungeschlechtliche Vermehrung innerhalb des Wirts (Abb. 2).> ** '* Geschitzte
15-200 Sporozoiten gelangen mit dem Speichel der Miicke in die menschliche Blutbahn (1) und
befallen von dort aus innerhalb etwa einer Stunde Hepatozyten (2),” in denen sie fiir das
Immunsystem nur schwer erreichbar sind und sich ungeschlechtlich vermehren (Leberschizogonie).
Bei Infektionen mit P. vivax und P. ovale wandeln sich einige Sporozoiten in Hypnozoiten (4) um, die
als Ruheformen in der Leber verbleiben und noch Jahre spiter zu Rezidiven fithren konnen. Aus
jedem Leberschizont entstehen Zehntausende Merozoiten (3), die nach einigen Tagen durch Lyse der
Leberzellen in die Blutbahn freigesetzt werden und Erythrozyten befallen (5). In diesen erndhren sie
sich unter anderem durch den Abbau von Hémoglobin und entwickeln sich zu Blutschizonten, die
nach 4-6 Tagen zerfallen und jeweils 16-32 neue Merozoiten freisetzen (Blutschizogonie). Bei
P. falciparum zerfallen die Schizonten im Gegensatz zu den anderen Plasmodienarten zeitlich
unregelmiBig. Die meisten Merozoiten befallen erneut Erythrozyten, in denen dann wiederum
ungeschlechtliche Vermehrungszyklen stattfinden (6). Nach mehreren Lebenszyklen wandelt sich ein
kleiner Teil der Merozoiten in geschlechtliche Mikro- und Makrogametozyten um (7), die bei einem
erneuten Stich von der Anopheles-Miicke aufgenommen werden (8). Durch die im Darm der Miicke
ablaufende geschlechtliche Vermehrung iiber Zygote, Ookinet und Oozyste entstehen wieder
Sporozoiten, die in die Speicheldriisen der Miicke wandern (9—11). Damit ist der Fortpflanzungszyklus
geschlossen. Wihrend die Leberschizogonie vom Patienten unbemerkt bleibt und diagnostisch nicht
erfassbar ist, 16sen die plasmodialen Blutstadien die klinischen Symptome der Malaria aus. Durch

Freisetzung von parasitdren Stoffwechselprodukten und Zellbestandteilen beim Zerplatzen der



Wirtszellen erfolgt eine massive Fieberreaktion. Als Begleiterscheinungen treten Kopf- und
Gliederschmerzen, Schiittelfrost, Durchfall und Krampfanfille auf. Die vermehrte Hdmolyse fiihrt zu

Animie, die besonders fiir Kleinkinder und Schwangere eine hiufige Todesursache darstellt.'’

Merozoit

O Erythrozyt

$—

; Sporozoit infiziert
Hypnozoit P T Makro- @ @Mikro- 7
gametozyt gametozyt

l Sporlijzcy Mensch

Abb. 2: Lebenszyklus des Malaria-Erregers (modifiziert nach Wells, 2009").

RoutinemiBig erfolgt die Malaria-Diagnose iiber den mikroskopischen Nachweis der Erreger im
Blutausstrich.” Diese einfach durchzufiihrende Methode erlaubt eine zuverlissige Quantifizierung der
Parasiten und eine Kontrolle des Therapieerfolgs. Oft werden Diagnosen jedoch auf Basis der eher
unspezifischen Symptomatik gestellt.’” Eine falsch negative Malaria-Diagnose trigt erheblich zur
Letalitdt der Krankheit bei, da eine zeitnahe und effiziente Therapie verhindert wird. Gleiches gilt fiir
filschlicherweise als Malaira diagnostizierte Erkrankungen.' Als Alternative zur mikroskopischen
Diagnose werden seit einigen Jahren immunologische Schnelltests entwickelt, fiir deren Anwendung
weder medizinisches Fachpersonal noch spezielle Einrichtungen benétigt werden.” Mischinfektionen
mit mehreren Plasmodien-Spezies bleiben vor allem bei mikroskopischer Untersuchung oft verborgen,
da eine Spezies unterhalb der Nachweisgrenze oder nur im Hypnozoitenstadium vorliegen kann und
die Arten in friihen Entwicklungsstadien schwer zu unterscheiden sind."> Bei Mischinfektionen treten
oft Riickfille wiahrend der Rekonvaleszenz auf, die durch die zunéichst nicht erkannte Plasmodienart
verursacht werden. Durch eine sensitivere, aber aufwéndigere Diagnostik mittels PCR-Technik

kénnen Mischinfektionen zuverléssiger erkannt werden.



Die Pathogenitéit der Malaria tropica ist in der besonderen Eigenschaft von P. falciparum begriindet,
die Oberfliche befallener Erythrozyten durch Expression des variablen Oberflichenantigens PFEMP1”
zu modifizieren.'® Aufgrund von Wechselwirkungen dieser Oberflichenproteine mit wirtseigenen
Endothel-Rezeptoren oder zu anderen Blutzellen sequestrieren infizierte Erythrozyten in
KapillargefiBen. Auf diese Weise entgehen die Erreger der todbringenden Milzpassage.'’ Dariiber
hinaus kénnen dadurch Perfusionsstdrungen bis hin zu Geféfverschliissen auftreten. Als Folge entsteht
eine Sauerstoff-Unterversorgung des Gewebes, was zur Schidigung bzw. Funktionsstérung von
lebenswichtigen Organen fiihren kann. In schweren Fillen resultiert multiples Organversagen. Beim
Befall des Gehirns kommt es zur lebensbedrohlichen zerebralen Malaria, die {ber
Bewusstseinsstorungen und Koma bis zum Tod fithren kann. Eine weitere Uberlebensstrategie des
Parasiten hat sich durch Antigenvariation der plasmodialen Oberflichenproteine entwickelt. Der
stindige Wechsel der Aminosduresequenz fithrt zur Umgehung der wirtseigenen Immunabwehr.
Gleichzeitig kann durch die damit einhergehende Variation der adhdsiven Eigenschaften mit einer

Vielzahl von Endothel-Rezeptoren interagiert werden.'®

1.1.2 Chemotherapie der Malaria tropica

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick iiber etablierte Malariatherapeutika und Neuentwicklungen
gegeben. Der Schwerpunkt liegt, falls bekannt, auf deren Wirkmechanismen, Zielstrukturen und der

jeweiligen Toxizitéts- und Resistenzproblematik.

4-Aminochinoline besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal an der Aminogruppe in Position 4 des
Chinolinrings eine basische Seitenkette und in Position 7 einen Chlorsubstituenten (Abb. 3). Die
Leitstruktur Chloroquin wurde als preisgiinstiger und sicherer Arzneistoff zur Malariatherapie und
-prophylaxe lange erfolgreich eingesetzt, bis erstmalig in den 1960er Jahren weltweit resistente
P. falciparum-Stamme entdeckt wurden. Seitdem ist die Bedeutung von Chloroquin zur Behandlung
der Malaria tropica stark gesunken.” Der Wirkmechanismus von 4-Aminochinolinen ist noch nicht
vollstindig geklért. Der Parasit verdaut wéhrend des erythozytéren Stadiums in seiner lysosomalen
Nahrungsvakuole Hémoglobin zu kleinen Peptiden, die wiederum im Zytoplasma zum Aufbau
parasitirer Proteine genutzt werden. Der Him-Anteil verbleibt in der Nahrungsvakuole, und wird dort
zu Ferriprotoporphyrin IX (FPPIX) oxidiert. Dieses fiir den Parasiten toxische Abbauprodukt wird
durch Umwandlung in Himozoin entgiftet, das sich als mikroskopisch sichtbares ,,Malariapigment*
ablagert.”® 4-Aminochinoline inhibieren die Him-Entgiftung durch Bildung stabiler Komplexe mit
FPPIX, die moglicherweise iiber n-n-Wechselwirkungen der planaren aromatischen Systeme zustande

kommen (Abb. 5).7 Chloroquin inhibiert auch den Glutathion- und Peroxid-vermittelten Abbau von

" PfEMP1 = P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein-1.



FPPIX.” Im sauren Milieu der Nahrungsvakuole liegen 4-Aminochinoline zweifach protoniert vor, so

.. opee . 11
dass sie intraparasitér angereichert werden.
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Abb. 3: Strukturformeln von 4-Aminochinolinen in klinischer Anwendung oder Entwicklung.

Eine plasmodiale Resistenz gegen 4-Aminochinoline entsteht durch Mutationen im Gen des
Chloroquin-Resistenz-Transporters  (CRT), in deren Folge der Wirkstoff aus der Nahrungsvakuole
transportiert wird.” Amodiaquin besitzt im Vergleich zu Chloroquin eine aromatische Seitenkette mit
Mannich-Base-analoger Partialstruktur, die vermutlich eine geringere CRT-Affinitit zur Folge hat."
Der Wirkstoff wird in der Leber zu dem aktiven Metaboliten Monodesethyl-Amodiaquin
biotransformiert. Amodiaquin kann noch als Reservemittel verwendet werden, wenn Chloroquin
aufgrund des genannten Resistenzmechanismus seine Wirkung verloren hat.””*° Problematisch ist die
oxidative Biotransformation der 4-Aminophenol-Teilstruktur zum Chinonimin, da durch nachfolgende
kovalente Bindung der Metabolite an Leberproteine toxische Konjugate ausgebildet werden konnen.
AuBerdem konnen durch lingerfristige Gabe Agranulozytosen entstehen.’'*> Aufgrund seiner geringen
Produktionskosten wird Amodiaquin bevorzugt in afrikanischen Liandern in Kombinationstherapien
eingesetzt.'' Pyronaridin enthilt ein als Azaacridin modifiziertes Chinolinsystem und besitzt wie
Amodiaquin eine 4-Aminophenol-Teilstruktur.”* Diese trigt allerdings zwei Mannich-Base-
Seitenketten, welche eine Konjugation des Chinonimin-Metaboliten an Proteine durch sterische

Abschirmung hindern sollen. Pyronaridin wird in einer neuentwickelten Kombinationstherapie

" Im CRT-Wildtyp-Protein befindet sich in Position 76 eine Lysin-Seitenkette, die unter den pH-Bedingungen in
der Nahrungsvakuole protoniert vorliegt und das ebenfalls positiv geladene, protonierte Chloroquin abstdft.
Durch Austausch von Lysin gegen Threonin (K76T-Mutation) wird der Transporter fiir Chloroquin zugénglich
und der Wirkstoff kann entlang des Konzentrationsgefilles aus der Nahrungsvakuole geschleust werden.”



(Pyramax”) zusammen mit Artesunat eingesetzt.”’ Derzeit befinden sich mit AQ-13, Ferroquin und

tert-Butylisoquin drei strukturell weiterentwickelte 4-Aminochinoline in klinischer Entwicklung.***’

In die Gruppe der Arylaminoalkohole werden Chinin und seine strukturell vereinfachten Analoga
zusammengefasst (Abb.4). Gemeinsam haben deren chemische Strukturen ein lipophiles
aromatisches System, einen sekundiren Alkohol und ein sekundéres oder tertidires Amin. Ebenso wie
die 4-Aminochinoline interferieren Arylaminoalkohole mit dem parasitiren Hadmoglobinabbau. Der
genaue Wirkmechanismus ist allerdings noch nicht bekannt.’® Chinin wird schon seit ca. 1820 zur
Malariatherapie eingesetzt und ist noch heute ein wichtiges Antimalariamittel, da die
Wasserloslichkeit des Chinin-Hydrochloridsalzes eine intravendse Applikation erlaubt. Obwohl nicht
mehr von der WHO empfohlen, wird Chinin im ,,off-label-use*” zur parenteralen Behandlung
komplizierter Malaria tropica weiterhin eingesetzt.'** Durch Kombination mit dem Antibiotikum'
Clindamycin kann die Erfolgsquote der Chinin-Monotherapie noch iibertroffen werden. Die
Kombination mit dem Antibiotikum Doxycyclin wird sowohl zur intravendsen Therapie komplizierter
Malaria als auch zur oralen Therapie unkomplizierter Malaria eingesetzt.'"' Wegen seiner kurzen
Plasmahalbwertszeit muss Chinin iiber sieben Tage dreimal tiglich eingenommen werden. Nach
dreitdgiger Anwendung kann es dosisabhéngig zentralnervose Nebenwirkungen wie Schwindel,
Ohrensausen, Ubelkeit und Kopfschmerzen verursachen. Dieser Symptomkomplex wird unter dem
Begriff Cinchonismus zusammengefasst. Potenziell geféhrlichere Nebenwirkungen sind eventuell

auftretende Herzrhythmusstorungen und Hypoglykidmien. "

Cl
Chinin Mefloquin Halofantrin Lumefantrin

Abb. 4: Zur Malariatherapie eingesetzte Arylaminoalkohole.

Mefloquin (Lariam®) ist aufgrund seiner langen Plasmahalbwertszeit besonders gut zur
Malariaprophylaxe geeignet und wirkt effektiv gegen die meisten Chloroquin-resistenten
P. falciparum-Stimme.** Limitiert wird seine therapeutische Anwendung durch mdgliche
neuropsychiatrische Nebeneffekte.”” Halofantrin wirkt ebenfalls gegen Chloroquin-resistente

Stamme, wegen des hohen kardialen Arrhythmie-Risikos wurde die Therapiezulassung allerdings in

" Off-label-use: zulassungsiiberschreitende Anwendung eines Fertigarzneimittels.
" Der Einsatz von Antibiotika zur Malariatherapie ist Gegenstand von Abschnitt 1.2, Strukturformeln siehe dort.



mehreren Lindern zuriickgenommen.”® Das strukturell verwandte Lumefantrin ist besser vertriglich
und wirkt gegen multiresistente Erregerstimme. Die lipophile Substanz, deren Bioverfiigbarkeit stark
von der Nahrungsaufnahme abhéngt, wird als Arzneimittel nur in Kombination mit Artemether
eingesetzt.*® Arylaminoalkohole werden iiber den PAMDRI (P. falciparum multi drug resistance 1)-
Transporter aus dem plasmodialen Zytosol in die Nahrungsvakuole eingeschleust (Abb. 5).* Die
plasmodiale Resistenzentwicklung gegen Arylaminoalkohole wird mit einer zunehmenden Anzahl an

Kopien des pfindrl-Gens in Zusammenhang gebracht.*!

= Fe(lll)PPIX == Feg(ll)PPIX

Fe(llPPIX-

Chloroquin Hamoglobin
Hamozoin /
- Peptide \ \
' MDR1
il l Arylamino-
alkohole X
Chloroquin

Abb. 5: Wirk- und Transportmechanismen in der parasitiren Nahrungsvakuole am Beispiel von
Chloroquin und Arylaminoalkoholen (iibernommen aus Schlitzer, 2009*).

Der einzige therapeutisch zugelassene Vertreter der Klasse der 8-Aminochinoline, deren
Wirkmechanismus weitgehend unbekannt ist,** ist Primaquin (Abb. 6). Die Besonderheit von
Primaquin besteht in seiner Wirksamkeit gegeniiber Hypnozoiten, die eine Elimination der
hepatischen Dauerformen von P. vivax und P. ovale ermoglicht. Daneben wirkt Primaquin auch
gewebeschizontozid und gametozid. Gegen erythrozytire Erregerstadien zeigt der Wirkstoff jedoch
nur schwache Aktivitit, so dass er nicht zur Therapie akuter Malariafille geeignet ist. Die
bedeutendste Nebenwirkung Primaquins ist eine potenzielle Methdmoglobinbildung und im
schlimmsten Fall eine Ilebensbedrohliche Hadmolyse bei Personen mit Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel. Dieser genetische Polymorphismus tritt gehduft bei Bewohnern Afrikas und
Asiens auf® Das derzeit in Phase IIb/IIl Klinischer Studien evaluierte Tafenoquin ist eine
strukturelle Weiterentwicklung Primaquins. Der Wirkstoff zeigt im Vergleich zu Primaquin eine
erhohte blutschizontozide Aktivitit.** Tafenoquin ist trotz dhnlicher Nebenwirkungen insgesamt
besser vertrdglich als Primaquin. Dariiber hinaus weist der Wirkstoff eine deutlich ldngere
Plasmahalbwertszeit auf, so dass er sich besser fiir eine prophylaktische Anwendung eignen
konnte.'*** Bei NPC-1161B handelt es sich um ein enantiomerenreines 8-Aminochinolin in der
praklinischen Entwicklungsphase, das gegeniiber Tafenoquin ein nochmals verbessertes Wirkungs-

und Toxizititsprofil aufweist.*
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Abb. 6: Drei Vertreter aus der Wirkstoffklasse der 8-Aminochinoline.

Artemisinine (Abb. 7) sind als schnell wirksame Malariatherapeutika bekannt. Sie verringern die
Parasitimie um den Faktor 10* pro asexuellen Zyklus. AuBerdem sind sie auch gegen geschlechtliche
Parasitenstadien aktiv.™*’ Die verschiedenen Derivate leiten sich von dem Sesquiterpenlacton
Artemisinin ab, das schon seit 2000 Jahren in Form von Extrakten des einjdhrigen Beifu3es
(Artemisia annua) zur Behandlung fiebriger Erkrankungen eingesetzt wird.*® Partialsynthetische
Artemisinin-Derivate werden zum Beispiel durch Reduktion des Lactons (Dihydroartemisinin) und
anschlieBende  Alkylierung (Artemether, Arteether/Artemotil) oder Veresterung der
Halbacetalstruktur (Artesunat) erhalten. Sie haben im Gegensatz zu Artemisinin eine verbesserte
Wasser- oder Fettloslichkeit. AuBerdem weisen die Derivate aufgrund ihrer intensiven
Biotransformation im Menschen eine kurze Halbwertszeit auf, weshalb sie meist in Kombination mit
linger wirkenden Substanzen eingesetzt werden.'”> Artemisinin-basierte Kombinationstherapien mit
fester Dosierung (ACT/FACT) wie zum Beispiel Artemether/Lumefantrin (Riamet”/Coartem®),
werden inzwischen als erste Therapieoption zur Behandlung unkomplizierter Malaria tropica-
Erkrankungen empfohlen.” Deshalb wurde zwischen 2001 und 2007 die Malariatherapie in den
meisten Lindern, in denen die Krankheit endemisch ist, von kostengiinstigeren Monotherapien auf
teurere ACTs umgestellt.”'® Fiir die antiplasmodiale Wirkung dieser Substanzklasse ist das in der
1,2,4-Trioxan-Teilstruktur enthaltene Endoperoxid essenziell, der Wirkmechanismus von Artemisinin-
Derivaten ist allerdings noch ungeklért.*” Bis vor einigen Jahren wurde noch die Theorie akzeptiert,
dass durch eine Eisen(Il)-vermittelte Endoperoxid-Spaltung in der Nahrungsvakuole
Kohlenstoffradikale entstehen, die als unselektive Alkylanzien wirken konnen.'' Neuerdings wird die
spezifische Hemmung einer membranstindigen plasmodialen Calcium-ATPase (PfATP6)
angenommen, die Ca’"-Ionen in das endoplasmatische Retikulum transportiert.® Klinisch relevante
Resistenzen gegen diese Substanzklasse sind noch nicht bekannt, iiber eine verminderte Sensitivitit
wird aus einigen Regionen Siidostasiens aber schon berichtet.”’ Im Tierversuch beobachtete
neurotoxische und embryotoxische Nebenwirkungen konnten an Menschen bisher nicht bestétigt

24,52
werden.**

" Artemisinine reduzieren zudem die bei P. falciparum-Infektionen auftretende Zytoadhirenz.*’
" Mit etwa 1 $ pro Behandlung eines Erwachsenen sind ACTs deutlich teurer als z. B. Chloroquin (0,15 $).*
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Abb. 7: Artemisinine in klinischer Anwendung oder Entwicklung.

Um die aufwéndige Isolation des Naturstoffs Artemisinin zu umgehen und dessen pharmakokinetische
Eigenschaften zu optimieren, werden strukturell vereinfachte, vollsynthetische Artemisinin-Derivate

> Arterolan ist in Kombination mit dem Bis-Chinolin Piperaquin” bereits in die

entwickelt.
Klinischen Phase III fortgeschritten.”> Das derzeit in Klinischer Phase II evaluierte Peroxid OZ439
zeigt eine vergleichbare Wirksamkeit wie die klinisch verwendeten Artemisinin-Derivate. Zudem
besitzt es im Vergleich zu Mefloquin hoheres prophylaktisches Potenzial und fiihrte im Tierversuch zu

100 %iger Heilung von Malaria nach nur einmaliger, oraler Gabe.”

Pyrimethymin und Proguanil sind Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)-Inhibitoren und hemmen den
plasmodialen Folatstoffwechsel (Abb. 8).°*>" Proguanil wird allerdings erst im menschlichen
Organismus durch oxidative Biotransformation in die Wirkform Cycloguanil umgesetzt. Der
Wirkstoff wird hédufig zur Prophylaxe, aber auch in Kombination mit Chloroquin zur Therapie der
unkomplizierten Malaria tropica eingesetzt." Sulfadoxin und Dapson sind Strukturanaloga der
4-Aminobenzoesdure und damit falsche Substrante bzw. kompetitive Inhibitoren der Dihydropteroat-
Synthase (DHPS).*® Sie zeigen nur eine schwache Antimalaria-Aktivitit, wirken aber synergistisch mit
DHFR-Inhibitoren und werden ausschlieBlich in Kombination mit diesen eingesetzt. Das unter dem

Handelsnamen Fansidar® bekannte Kombinationspriparat aus Sulfadoxin/Pyrimethamin hat

N7 N
N (N
" Strukturformel von Piperaquin: Ci NN cl. Dieser Wirkstoff wurde 1960 in

China entwickelt und wegen Resistenzentwicklung und der Therapieumstellung auf Artemisinin-Derivate nach
1980 kaum noch verwendet. Spiter zeigte sich jedoch sein gutes Potenzial als Kombinationspartner in ACTs.>*
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mittlerweile in vielen Landern Chloroquin als erste Therapieoption abgeldst. Trotz des hohen
Resistenzrisikos wird Fansidar® wegen der geringen Produktionskosten weiterhin eingesetzt.”’ Das
2003 eingefithrte Kombinationspréparat LapDap” aus Dapson und Chlorproguanil wurde aufgrund
von vermehrt auftretenden Methdmoglobindmien bei Patienten mit Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel 2008 aus der Therapiezulassung genommen.” Plasmodiale Resistenzen
gegeniiber Antifolaten entstehen durch Mehrfachmutationen in den dafi- und dhps-Genen, die eine

Verminderung der Inhibitor-Affinitit zum Zielenzym zur Folge haben."'

NH; NH, Phase-I- NH;
/N A\ /N_<\ Oxidation N:<
H2N—<N_ Cl HZN—SN NQCI — H2N4<\N NQCI
™ = I~ =
Pyrimethamin R = H: Proguanil R = H: Cycloguanil
R = CI: Chlorproguanil R = CI: Chlorcycloguanil
—0 Oo— o0
— S
N L
NS0 N HN NH,
0]
Sulfadoxin Dapson

Abb. 8: Beispicle fiir DHFR- und DHPS-Inhibitoren.

Das Naphthochinon-Derivat Atovaquon inhibiert als Ubichinon-Analogon préferenziell die
mitochondriale Atmungskette des Parasiten (Abb. 9). Durch Bindung an den Cytochrom-bc;-Komplex
wird der Elektronentransport unterbunden, was einen Abfall des mitochondrialen Membranpotenzials
und in der Folge ein Absterben des Parasiten bewirkt.®’ Die Monotherapie mit Atovaquon fiihrte rasch
zur Selektion resistenter Mutanten. Wird der Arzneistoff zusammen mit Proguanil als
Kombinationspriparat Malarone® zur Prophylaxe und Therapie unkomplizierter Malaria tropica
eingesetzt, ist eine synergistische Wirkung zu beobachten.”” Da die in Malarone® enthaltenen
Arzneistoffe auch eine Wirkung auf parasitire Leberstadien ausiiben, ist zur Prophylaxe eine
wesentlich kiirzere Einnahmedauer dieses Arzneistoffs notwendig. Im Gegensatz zu Medikamenten,
die nur gegen plasmodiale Blutstadien wirken und noch iiber 28 Tage nach Verlassen des Malaria-

Endemiegebiets eingenommen werden sollten, reichen bei Malarone® 7 Tage aus.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten derzeit eingesetzten bzw. neuentwickelten

Antimalariamittel und ihre in vitro-Wirkung auf verschiedene plasmodiale Entwicklungsstadien.”

" Chlorproguanil wird auf dieselbe Weise metabolisiert wie Proguanil und zeigt ein verbessertes Wirkspektrum
gegeniiber Pyrimethamin- und Proguanil-resistenten Stimmen.*®
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Blutstadien Leberstadium Mickenstadien
Blutschizont Gametozyt® Leberschizont®  Ookinet® Oozyste®
ICs0 (NM)

Endoperoxide
Artemether <5 - + - -
Artemison <5 - + - -
Dihydroartemisinin <5 - + - +
Artesunat <5 - + - -
Arterolan <5 + - - +
0z439 <5 + - - +
4-Aminochinoline
Chloroquin <20 - - - -
Amodiaquin <20 + - - -
Pyronaridin <20 + + + -
AQ-13 <20 - - - -
tert-Butylisoquin <20 + - - -
Piperaquin <20 - - - -
8-Aminochinoline
Primaquin > 400 - - - -
Tafenoquin > 400 - - - -
NPC-1161B > 400 + + - +
Antifolate
Pyrimethamin <20 - + + +
Cycloguanil <4 - + - -
Arylaminoalkohole
Mefloquin <10 + - - +
Lumefantrin <10 - - - +
Halofantrin <10 - - - +
Andere
Atovaquon <1 - + + -
Antibiotika
Doxycyclin > 1000 - - - n.b.
Clindamycin +f n.b. + n.b. n.b.

®> 60 % Inhibition bei 10 pM, ° ICso < 1 uM, > 80 % Inhib. (10 pM), ® > 90 % Inhib. (10 pM), € bei héheren
Konzentrationen zeigen alle Artemisininderivate gametozide Wirkung, "kein ICso-Wert angegeben.

Tabelle 1: Wirkung von Malariatherapeutika auf plasmodiale Entwicklungsstadien (biologische Daten
iibernommen aus Delves, 2012, Angaben fiir Clindamycin aus Mazier, 2009%").

Unter den wenigen antiplasmodialen Substanzen mit neuartigem Wirkmechanismus, die sich derzeit in
klinischer Entwicklung befinden, ist neben Fosmidomycin (siche Abschnitt 1.5) nur die Bis-

Thiazoliumverbindung T3 (SAR97276) erwihnenswert (Abb. 9).*%

0 Cl A
OH HO Ni_$
o)

Atovaquon T3 (SAR97276)

Abb. 9: Strukturformeln von Atovaquon und T3.
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T3 ist ein Cholin-Analogon, das die Phospholipid-Biosynthese inhibiert und in vitro sehr effektiv das
Wachstum von P. falciparum hemmt.®® Die Wirkung beruht wahrscheinlich auf einer Inhibition der

Cholin-Aufnahme oder einer Hemmung von Enzymen des Cholin-Stoffwechselwegs.®”®

Antibiotika wirken auf prokaryotische Zielstrukturen und werden zur Malariaprophylaxe oder in

Kombinationspriparaten zur Malariatherapie eingesetzt.®"

Bis jetzt sind keine klinisch relevanten
Resistenzen von Plasmodien gegeniiber dieser Wirkstoffklasse bekannt.** Thre Wirkungsmechanismen

und Zielstrukturen im Apikoplasten werden in Abschnitt 1.2 behandelt.

Die 1999 gegriindete Non-Profit-Organisation Medicines for Malaria Venture (MMV) unterstiitzt die
Entwicklung von Antimalariamitteln durch die Vernetzung von derzeit iiber 170 Partnern aus
Industrie, Wissenschaft und Malaria-Endemieldndern.” Abb. 10 zeigt ein von der MMV
verdffentlichtes globales Malaria-Portfolio, das den aktuellen Entwicklungsstand neuer Malaria-

Medikamente im Rahmen dieser 6ffentlich-privaten Initiative umfasst.
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Abb. 10: Ubersicht {iber die aktuellen Entwicklungen neuer Malaria-Medikamente in Kooperation mit
der MMV im 1. Quartal 2012, aufgeschliisselt nach Therapietyp (modifiziert nach MMV, 2012™").

" http://www.mmv.org/newsroom/press-kit/boilerplate.
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In der Zulassungsphase befinden sich derzeit die Kombination Mefloquin/Artesunat und eine rektale
Artesunat-Form zur Notfalltherapie schwerer Malaria. Coartem”™ (Artemether/Lumefantrin), ASAQ
(Artesunat/Amodiaquin, Coarsucam”), Eurartesim® (Dihydroartemisinin/Piperaquin), Pyramax®
(Pyronaridin/Artesunat) und Artesunat zur Injektion sind bereits zugelassen und in klinischer
Anwendung (Phase IV). Schon in dieser Ubersicht, die keine Entwicklungsprojekte auBerhalb der
MMV-Inititative enthilt,” fallt der iiberwiegende Anteil an Artemisinin-basierten Therapien auf.
Dagegen mangelt es in der fortgeschrittenen Entwicklungsphase an Arzneistoffen mit neuen
Wirkmechanismen. Im Hinblick auf die Zunahme plasmodialer Resistenzen erscheint diese Situation
bedenklich, zumal eine baldige Verbesserung der Lage nicht in Aussicht steht. Mit dem Ziel der
endgiiltigen Eliminierung von Malaria liegt der Schwerpunkt MMV -geforderter Projekte mittlerweile
auf Wirkstoffen bzw. Wirkstoffkombinationen, die aufler gegen plasmodiale Blutstadien auch

Wirksamkeit gegen Gametozyten und/oder P. vivax-Leberstadien zeigen.'*

Zur Unterstiitzung der Auffindung neuer Antimalaria-Leitstrukturen verdffentlichte das
Pharmaunternehmen GlaxoSmithKline im Jahr 2010 die Resultate eines Antimalaria-Screenings von
etwa 2 Millionen Substanzen aus der firmeneigenen Substanzbibliothek.”” Von den iiber 13500
antiplasmodial wirksamen Verbindungen werden neben den Strukturformeln auch pharmakologisch
relevante Parameter wie Toxizitit oder eine hypothetische Zielstruktur angegeben. Eine weitere,
bemerkenswerte Initiative ist die ,,Malaria Box®, eine Sammlung von 400 antiplasmodial aktiven

Substanzen, die die MMV interessierten Forschungseinrichtungen kostenfrei zur Verfiigung stellt.*

1.1.3 Weitere Strategien zur Kontrolle und Prophylaxe von Malaria

Zur Chemoprophylaxe der Malaria und als Notfallmedikation® stehen einige Wirkstoffe zur
Verfiigung. Diese sind aber meist nur fiir wohlhabende Reisende aus Industrielindern bezahlbar. Aus
diesem Grund und wegen der unzureichenden Infrastruktur sind sie jedoch nicht fiir die Bevolkerung
von Endemiegebieten zuginglich.” Da keines der klinisch angewendeten Medikamente eine Infektion
mit Plasmodien verhindern kann, ist anstatt von Prophylaxe eher von einer Suppressionstherapie zu
sprechen.'”” Um besonders gefihrdete Personengruppen wie Kleinkinder und Schwangere in
Gebieten mit hoher Malaria-Privalenz zu schiitzen, wird von der WHO eine intervallartige praventive
Behandlung (IPT") unabhingig vom Vorliegen einer Infektion empfohlen. Fiir diesen Zweck eignet
sich zur Zeit aus Griinden der langen Plasmahalbwertszeit, des giinstigen Nutzen-Risiko-Verhéltnisses

und der einmaligen Verabreichung nur die Kombination Sulfadoxin/Pyrimethamin. '

" Beispielsweise ist die Entwicklung von Fosmidomycin/Clindamycin (siehe Abschnitt 1.5) nicht aufgefiihrt.
Auf die Kombination Fosmidomycin/Piperaquin (Phase IIa) wird ebenfalls in Abschnitt 1.5 eingegangen.

" http://www.mmv.org/achievements-challenges/how-we-make-difference/targeting-eradication

* http://www.mmv.org/malariabox.

¥ z. B. Artemether/Lumefantrin, Atovaquon/Proguanil oder Chinin mit Doxycyclin oder Clindamycin. '®

" IPTp/IPTi = intermittent preventive treatment in pregnancy / for infants.
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Bisher ist noch kein Impfstoff gegen Malaria verfiigbar. Mit RTS,S/AS01 befindet sich seit 2009 ein
Produkt in Klinischen Phase III-Untersuchungen, das den parasitéren Befall der Leberzellen und damit

eine Infektion unterbindet.”’

Erste Studienergebnisse zeigten bei Kindern im Alter von 5-17
Monaten eine Halbierung der Malariafille wahrend der ersten 12 Monate nach Impfung mit
RTS,S/AS01.”7 Die Zulassung des Impfstoffs ist fiir 2012 geplant.”® Impfstoffe gegen Blutstadien
konnen dhnlich einer natiirlich erworbenen Immunitdt nicht die Infektion verhindern, aber die
Parasitdmie eindimmen. Derzeit werden in Klinischer Phase II ausgewihlte Vertreter dieser Klasse
untersucht.”>’*” Eine weitere Zukunftsperspektive konnten Impfstoffe bieten, die auch gegen

geschlechtliche Parasitenstadien wirken und so die Ubertragung der Malaria einschrinken koénnen. ™

Aufgrund des Mangels an Impfstoffen und der zunehmend problematischen Chemotherapie ist die
Expositionsprophylaxe fiir die Kontrolle und Bekimpfung der Malaria umso wichtiger.””® Die Gefahr
einer Plasmodien-Infektion kann durch verschiedene MafBlnahmen der Vektorabwehr verringert
werden. Dazu gehoren das Schlafen in klimatisierten Rdumen und der Gebrauch von mit Pyrethroiden
(z. B. Permethrin, Abb. 11) imprignierten Moskitonetzen. Auch tagsiiber kann durch Anwendung
von Repellenzien wie DEET oder Icaridin (Abb. 11) und das Tragen langer Kleidung die Gefahr von
Insektenstichen signifikant verringert werden. In Hochrisikogebieten sind diese MafBnahmen eine

notwendige Erginzung zur Chemoprophylaxe.™®'

(@]
X o LU mees e T L
Cl)\ ]/O o) K N~ O
(0]
Permethrin DEET Icaridin

Abb. 11: Strukturformeln insektizider und repellenter Wirkstofte.

1.2 Der Apikoplast als Zielstruktur fiir antiplasmodiale Wirkstoffe

In den 1990er Jahren wurden neue plasmodiale Zellstrukturen entdeckt, deren Funktionen noch
weitgehend unbekannt sind. Dazu gehort der Apikoplast, dessen Name sich aus seinem Vorkommen in
den Apikomplexa und seinem plastidischen Charakter ableitet.*> Apikoplasten sind nicht-
photosynthetisch aktive Plastide innerhalb einer eukaryotischen Zelle.*** Als Herkunftstheorie des
Apikoplasten wird die sekunddre Endosymbiose mit einer Rotalge diskutiert, der Ursprung der
Organelle bleibt bisher allerdings unbekannt.* Die Entstehungstheorie wird daraus abgeleitet, dass der
Apikoplast mehrere — meist vier — Membranen besitzt, welche auf die urspriinglichen Membranen der
pro- und eukaryotischen Vorldufer sowie die durch Endosymbiose entstandenen Membranen
zuriickgefiihrt werden (Abb. 12).'%* Auf dem Apikopkast-Genom sind etwa 50 Proteine fiir die

Selbstreplikation kodiert.**® Uber 500 Proteine fiir metabolische Funktionen sind dagegen in der
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plasmodialen DNA kodiert und werden mit Hilfe eines N-terminalen Signalpeptids posttranslational in
den Apikoplasten importiert.”***” Die Organelle vermehrt sich durch Mitose und wird bei Teilung der

Wirtszelle auf die Tochterzellen verteilt, nach Verlust kann sie nicht neu gebildet werden.***

Apikoplasten iibernehmen eine Reihe von metabolischen Funktionen und sind fiir Apikomplexa wie
den Malaria-Erreger P. falciparum oder den Toxoplasmose-Erreger Toxoplasma gondii
iiberlebenswichtig. Wihrend die Apikoplast-Funktionen fiir die Entwicklung von P. falciparum in
Leber- und asexuellen Blutstadien essenziell sind, ist noch nicht geklart, ob dies auch fiir die
geschlechtlichen Entwicklungsstadien zutrifft.* Die Rolle der verschiedenen Stoffwechselwege in
Bezug auf die einzelnen Entwicklungsstadien konnte bisher noch nicht vollstindig aufgeklart

werden.¥*°

McFadden, Roos und Mitarbeiter vermuten, dass der Erreger fiir die Invasion in neue Wirtszellen
spezifische Biosyntheseprodukte des Apikoplasten benotigt.”’ Am Beispiel der Fettsiure-Biosynthese
konnte gezeigt werden, dass diese nur im spiten Leberstadium von P. falciparum essenziell ist.”
Kiirzlich berichteten Haussig et al., dass in P. berghei-Leberstadien die Entwicklung von Merozoiten
durch gezielte Inaktivierung eines Plasmodium-spezifischen Apikoplast-Proteins (PALM)" gehemmt
werden kann, wihrend Blut- und Miickenstadien unbeeinflusst bleiben.”” Im Tiermodell wurde
gezeigt, dass nach einer vorausgegangenen Infektion mit PALM-defizienten (pa/m’) Plasmodien die
Entwicklung von Blutstadien aus erneut eingetragenen Sporozoiten verzogert oder verhindert wird.
Nach einer kiinstlichen Infektion mit palm™-Parasiten waren 6 von 7 Versuchstieren iiber 100 Tage

gegen Reinfektion geschiitzt, womit sich ein interessanter Ansatz fiir die Impfstoffentwicklung ergibt.

Apikal-
komplex Fosmidomycin*
Triclosan*
' Thiolactomycin* Chloroquin
iz % vakuole)
Ciprofloxacin* \ SRR y
Mitochondrion Rifampicin®

Clindamycin* /

Doxycyclin**

Zellkern

Proguanil
(Zytosol)

* Apikoplast
** Apikoplast +
Mitochondrium

Glyphosat
(Zytosol)

Atovaguon
(Mitochondrium)

Abb. 12: Links: schematischer Aufbau von P. falciparum (modifiziert nach Botté, 2011°%°). Rechts:
Antiplasmodiale Wirkstoffe und ihre Zielstrukturen in parasitiren subzelluldren Kompartimenten,
dargestellt in einem aufgeschnittenen, infizierten Erythrozyten (modifiziert nach Ralph, 2001*).

" PALM = Plasmodium-specific apicoplast protein for liver merozoite formation.
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Die Stoffwechselwege des Apikoplasten sind prokaryotischer Natur und unterscheiden sich damit
grundsitzlich von denen der eukaryotischen Wirtszelle.**** Schon vor der Entdeckung des
Apikoplasten beobachtete man die antiparasitire Wirkung verschiedener Antibiotika, deren
Wirkmechanismus durch die Existenz der genannten Stoffwechselwege erklérbar ist. ~ Die Enzyme
Apikoplast-spezifischer Prozesse sind aussichtsreiche Angriffspunkte fiir die Entwicklung neuer

antiparasitirer Wirkstoffe (Abb. 12).%

Klassische Antibiotika (Abb. 13) wirken durch Eingriff in die plastidische prokaryotische DNA-
Replikation (z. B Ciprofloxacin als Gyrasehemmer), Transkription (z. B. Rifampicin als RNA-
Polymerasehemmer) und Translation (beispielsweise durch Tetracycline wie Doxycyelin, Makrolide
wie Azithromycin, Lincosamide wie Clindamycin oder das Breitbandantibiotikum

9,70,96

Chloramphenicol).

N
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Ciprofloxacin Doxycyclin
Rifampicin
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Azithromycin Clindamygcin Chloramphenicol

Abb. 13: Strukturformeln verschiedener Antibiotika mit antiplasmodialer Aktivitét.

Bei den meisten Antibiotika tritt die Wirkung mit einer zeitlichen Verzogerung ein, die als ,,delayed
kill“- oder ,,delayed death“-Effekt bezeichnet wird.”””” Im ersten, intrazelluldren Vermehrungszyklus
bleibt das Parasitenwachstum zunéchst unbeeinflusst. Die Erreger sterben erst innerhalb des zweiten
Vermehrungszyklus ab, selbst in Abwesenheit von Antibiotika.” Der neuen Parasitengeneration fehlt
vermutlich die Fahigkeit, essenzielle Proteine in den Apikoplasten zu importieren. Der
Proteintransport des Apikoplasten gilt daher auch als Zielstruktur fiir neue Wirkstoffe.”* Der

verzogerte Eintritt ihrer antiplasmodialen Wirkung macht Antibiotika fiir die Behandlung akuter

" Dieser Effekt wird auch bei einer kurzen Behandlungsdauer (2 Stunden) festgestellt, die nur wihrend des ersten
Zyklus erfolgt.”’
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Malaria ungeeignet. Deshalb werden sie entweder in Kombination mit schnell wirkenden Mitteln

' Der Einsatz von

(meist Chinin oder Artesunat) oder aber zur Malariaprophylaxe eingesetzt.
Antibiotika als Kombinationspartner fiir schneller wirkende Antimalariamittel bietet den Vorteil, dass
die Selektion resistenter Stimme vermieden werden kann: Antibiotika toten die Erreger ab, die durch
den schneller, aber kiirzer wirkenden Kombinationspartner aufgrund einer verringerten Sensitivitdt
nicht erfasst werden.”” Auch bakterielle Koinfektionen koénnen bei der Malariatherapie durch eine
derartige Wirkstoffkombination mitbehandelt werden. Entsprechendes gilt fiir bakterielle Infektionen,

die aufgrund einer dhnlichen Symptomatik als komplizierte Malaria fehldiagnostiziert werden.”"*

Substanzen, die nicht in die Selbstreplikation des Apikoplasten eingreifen, sondern die Enzyme seiner
metabolischen Funktionen inhibieren, zeigen im Gegensatz zu den klassischen Antibiotika eine
unmittelbare parasitenabtétende Wirkung. Durch die Inhibition von Biosynthesewegen werden der
Apikoplast und damit auch der Parasit von der Versorgung mit essenziellen Metaboliten
abgeschnitten.” Zu den metabolischen Prozessen des Apikoplasten, die als Angriffspunkte fiir
antiparasitire Wirkstoffe genutzt werden konnten, gehoren die Biosynthesen von Fettsduren, Him und

"% Triclosan und Thiolactomycin sind Inhibitoren der Typ II-

Isoprenoid-Vorldufern.
Fettsdurebiosynthese (Abb. 14). Das in vitro und in vivo antiplasmodial aktive Triclosan inhibiert die
Enoyl-ACP-Reduktase, wihrend die Zielstruktur des moderat antiplasmodial wirksamen
Antibiotikums Thiolactomycins die B-Ketoacyl-ACP-Synthase ist.” Fiir den nur teilweise im

Apikoplast lokalisierten Him-Biosyntheseweg sind bisher keine spezifischen Inhibitoren bekannt.”

Yeh et al. zeigten kiirzlich, dass wéhrend des erythrozytiren Plasmodienstadiums die essenzielle
Funktion des Apikoplasten in der Isoprenoid-Biosynthese besteht.*® Plasmodien, denen aufgrund von
Antibiotika-Behandlung der Apikoplast und damit die Metaboliten Apikoplast-lokalisierter

Biosynthesen fehlen, geniigt zum Uberleben eine externe Versorgung mit Isopentenyldiphosphat.

Jone! o ke
OH
Cl Cl HO H

Triclosan Thiolactomycin Fosmidomycin
Abb. 14: Inhibitoren der Fettsdure- oder Isoprenoid-Biosynthese des Apikoplasten.

Der einzige Apikoplast-spezifische Wirkstoff, der sich derzeit in der Klinischen Entwicklung
(Phase II) als Antimalariamittel befindet, ist der Isoprenoid-Biosynthese-Inhibitor Fosmidomycin
(Abb. 14).***! Die Entdeckung, der Wirkmechanismus und die Weiterentwicklung dieses Wirkstoffs

werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt.

"Auch die im Apikoplast lokalisierte Peptid-Deformylierung wird als potenzielle Zielstruktur angesehen.” Ein
weiterer im Apikoplast lokalisierter Metabolismus ist die Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern.”’ Das in
Abb. 12 gezeigte Herbizid Glyphosat greift in die Biosynthese aromatischer Aminosduren iiber den Shikimat-
Weg ein, der urspriinglich im Apikoplast vermutet wurde, aber im Zytosol lokalisiert ist.*
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1.3 Die Mevalonat-unabhingige Isoprenoid-Biosynthese als Angriffspunkt fiir neue

Malariatherapeutika

Isoprenoide leiten sich vom Grundbaustein Isopren ab, bilden mit iiber 50.000 Mitgliedern eine der
grofiten und strukturell vielseitigsten Naturstoffklassen und iiben in allen Lebensformen essenzielle
biologische Funktionen aus.” Bekannte Vertreter der Isoprenoide sind neben dem bereits vorgestellten
Artemisinin z. B. Retinol (Vitamin A;), Ubichinone, Steroide wie Cholesterol und das in der

Krebstherapie eingesetzte Paclitaxel (Taxol”) (Abb. 15).'"

\\\\OH
S

Retinol
Isopren
(0]
>—o O oH
O~ 'NH O |
: O\“ oH B u N (@]
HO OH 7]/
Cholesterol o © Paclitaxel

Abb. 15: Beispiele fiir verschiedene Klassen von Isoprenoiden.

Isoprenoide sind an verschiedensten biologischen Prozessen wie Elektronentransport,
Signaltransduktion, Zellwandbiosynthese und Photosynthese beteiligt, weiterhin dienen sie in Pflanzen
als Membranstabilisatoren, Wachstums- und Entwicklungsregulatoren und als Duft- oder
Abwehrstoffe.””'"'%  Universelle ~ Vorldufer aller Isoprenoide sind die Cs-Bausteine
Isopentenyldiphosphat (IPP) und das Isomer Dimethylallyldiphosphat (DMAPP), die als
aktiviertes Isopren betrachtet werden kénnen.'” Lange Zeit wurde angenommen, dass die Biosynthese
von IPP und DMAPP in allen Organismen ausschlieBlich iiber den Mevalonat (MVA)-Weg verléuft,

der in den 1950er Jahren von Bloch, Lynen und Conforth aufgeklirt wurde.'"'”

Mit fortschreitenden Untersuchungen zur Biosynthese von Terpenoiden in Pflanzen und
Mikroorganismen stieg die Anzahl der experimentellen Daten, die nicht mit den Erkenntnissen iiber
den MVA-Biosyntheseweg vereinbar waren. So konnte beispielsweise bei Escherichia coli kein
Einbau von "“C-markiertem Acetat in Ubichinon festgestellt werden.'” Derartige Beobachtungen

100.10L107 " yjaser Mevalonat-

fiihrten zur Annahme eines weiteren Isoprenoid-Biosynthesewegs.
unabhingige Weg wurde 1993 von Rohmer und Mitarbeitern  entdeckt. Durch
C-Markierungsexperimente an Polyterpenoiden in E. coli und anderen Bakterien konnte der
Ursprung der Isopren-Kohlenstoffatome zuriickverfolgt werden.'® ' Im Gegensatz zum MVA-Weg,

der nur von dem C,-Grundkorper Acetat ausgeht, beginnt die Mevalonat-unabhédngige Biosynthese mit
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dem C,-Baustein Pyruvat und dem C;-Baustein Glycerinaldehyd-3-phosphat.'” In Anlehnung an
die Intermediate wird der Biosyntheseweg als DOXP (1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat)- bzw.
MEP (2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat)-Weg bezeichnet, zu Ehren des Entdeckers auch als
Rohmer-Weg."""'""""2 Bis 2002 wurde der MEP-Weg vollstindig aufgeklart.''"?

Der erste Schritt des MEP-Wegs besteht in einer Acyloin-Kondensation von Pyruvat™ und
D-Glycerinaldehyd-3-phosphat zu DOXP (Abb. 17).””"'*''® Die Thiaminpyrophosphat-abhingige
Reaktion wird durch die 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DOXP-Synthase, Dxs)
katalysiert. DOXP ist nicht nur IPP/DMAPP-Vorlaufer, sondern auch Intermediat der Biosynthese der
Vitamine B1 und B6.""*">!'"" Dxs wird durch Ketoclomazon, einen aktiven Metaboliten des Herbizids
Clomazon, inhibiert.'"® Ein weiterer Dxs-Inhibitor ist Fluorpyruvat.'"’ Smith et al. zeigten die

selektive Dxs-Inhibition durch Alkylacetylphosphonate, die als Pyruvat-Mimetka wirken.'*

Der zweite Schritt des MEP-Wegs wird durch die DOXP-Reduktoisomerase (auch Dxr, IspC oder

MEP-Synthase genannt) katalysiert.'*'

Er fiihrt von DOXP iiber eine intramolekulare Umlagerung mit
anschlieBender Reduktion zu MEP und damit zum Aufbau des Isoprengeriistes (Abb. 16). Dxr
bendtigt als Kofaktoren NADPH' und ein zweiwertiges Metallkation* (Mn*", Mg*" oder Co™").'*'**

Die natiirlich vorkommenden Antibiotika Fosmidomycin (Fos) und FR900098 (FR) gehdren zu den

ersten bekannten Inhibitoren des Enzyms (Abb. 17).!'>'%!2°
o {H |CP.’ M2+ oHO"' E NADPH  HO, (.P?
OH Mg, Co H OH OH OH
DOXP 2-C-Methylerythrose- MEP
4-phosphat

Abb. 16: Dxr-katalysierte Umsetzung von DOXP zu MEP (modifiziert nach Proteau, 2004'*").

In drei weiteren Umsetzungen durch die Enzyme IspD-IspF wird MEP durch Cytidintriphosphat zu
CDP-ME' aktiviert, durch Adenosintriphosphat zu CDP-MEP"" phosphoryliert und in ein cyclisches,
zweifach hydroxyliertes Diphosphat (MEcPP)'" umgesetzt."**'*” Durch IspG- und IspH- katalysierte*:
reduktive Ringdffnung und zweifache Eliminierung von Wasser werden iiber die Zwischenstufe
HMBPP** schlieBlich IPP und DMAPP gleichzeitig im Verhiltnis von etwa 5:1 gebildet.'”>"''? Diesem
Schritt ist oft noch eine enzymatisch katalysierte Isomerisierung der Doppelbindung nachgeschaltet,

die aber meist nicht essenziell ist.”'?

" Pyruvat nimmt nach Decarboxylierung als Thiamin-aktivierter Acetaldehyd an der Reaktion teil.'”®
" NADPH = Nicotinamid-adenindinucleotidphosphat (reduzierte Form).

¥ Mit Ca*', Cu®", Fe*", Ni*" und Zn®* findet kein Umsatz statt.'*

¥ CDP-ME = 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol.

" CDP-MEP = 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol-2-phosphat.

" MEcPP = 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat.

* IspG und IspH sind oxidationsempfindliche, [4Fe-4S]-Cluster enthaltende Proteine.
¥ HMBPP = (E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphat.

99,126
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Abb. 17: Mevalonat-unabhingige Isoprenoid-Biosynthese (modifiziert nach Wiesner, 2007''?).

Der Dxr-Inhibitor Fosmidomycin ist bisher der einzige Inhibitor des MEP-Wegs, der sich in
fortgeschrittener Entwicklung als Arzneistoff befindet.'” Inhibitoren der Enzyme IspD-IspH wurden
erst in den letzten Jahren gefunden. Diederich und Mitarbeiter identifizierten in einem
Hochdurchsatzscreening ein Hydroxytriazolopyrimidin als allosterischen IspD-Inhibitor, der das
Enzym im submikromolaren Konzentrationsbereich inhibiert und eine gute herbizide Aktivitit

aufweist.'”’ In einem strukturbasierten Ansatz entwickelte die Arbeitsgruppe nichtphosphorylierte
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Cytidin-Analoga, die das Enzym IspE mit ICs,-Werten im niedrigen mikromolaren
Konzentrationsbereich inhibieren."**"*> Auf der Grundlage von Kristallstrukturen und Molecular
Modelling-Simulationen wurden Cytosin-Derivate und -Analoga auch als IspF-Inhibitoren

133134 Ein Hochdurchsatzscreening gegeniiber IspF fithrte zu einer Thiazolopyrimidin-

entwickelt.
Leitstruktur mit noch héherem Potenzial.'® Die Reaktionsmechanismen von IspG und IspH wurden
erst kiirzlich durch Oldfield und Mitarbeiter aufgeklirt.**"*” Die beiden Biosynthesestufen von
MeCPP iiber HMBPP zu IPP/DMAPP verlaufen diesen Studien zufolge iiber vergleichbare
organometallische Zwischenstufen. Propargyldiphosphat bindet jeweils substratanalog und inhibiert

sowohl IspG als auch IspH im submikromolaren Konzentrationsbereich.

Wihrend der MVA-Weg bei der Mehrheit der Eukaryoten (u. a. in Mensch und Sdugetier), in wenigen
Bakterien und Parasiten sowie bei Pilzen auftritt, verlduft die Isoprenoid-Biosynthese der meisten
Bakterien (Tabelle 2), Algen und Apikomplexa iiber den MEP-Weg. In hoheren Pflanzen kommt
sowohl der MEP-Weg in den Chloroplasten als auch der MVA-Weg im Zytosol vor,'%>!!%13%139

Mikroorganismus Klasse Infektion/Krankheit

Gram-negative Kokken

Neisseria spp. Betaproteobacteria Meningitis, Gonorrhoe

Gram-positive Stabchen

Corynebacterium diphtheria Actinobacteria Diphtherie

Mycobacterium spp. Actinobacteria Tuberkulose, Lepra

Bacillus anthracis Bacilli Milzbrand

Clostridium spp. Clositridia Gasbrand, Colitis, Botulismus, Tetanus

Gram-negative Stabchen

Bordetella pertussis Betaproteobacteria Keuchhusten

Escherichia coli Gammaproteobacteria  Darmerkrankungen, Harnwegsinfektionen

Salmonella spp. Gammaproteobacteria  Gastroenteritis, Typhus

Yersinia pestis Gammaproteobacteria  Lungen- und Beulenpest

Klebsiella pneumoniae Gammaproteobacteria  Harn- und Atemwegsinfektionen

Shigella dysenteriae Gammaproteobacteria  Bakterienruhr

Pseudomonas aeruginosa Gammaproteobacteria Wundmfekt!-onen, Sepsis,
Lungenentziindung

Haemophilus influenzae Gammaproteobacteria  Atemwegserkrankungen, Meningitis

Legionella pneumophila Gammaproteobacteria  Legiondrskrankheit

Vibrio cholerae Gammaproteobacteria  Cholera

Helicobacter pylori Epsilonproteobacteria  Magenerkrankungen

Chlamydien

Infektionen der Schleimhaute im Augen-,

Chlamydia trachomatis Chlamydiae Atemwegs- und Genitalbereich

Tabelle 2: Beispiele humanpathogener Bakterien, die fiir den MEP-Weg codierende Gene besitzen
(Auszug aus Testa, 2003'*).

Die Tatsache, dass im Menschen ausschlielich der MVA-Weg zur Isoprenoid-Biosynthese vorliegt,
fiir die Mehrheit der pathogenen Mikroorganismen jedoch der MEP-Weg als alleinige Isoprenoid-
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Quelle iiberlebenswichtig ist,” macht die Enzyme des MEP-Wegs zu aussichtsreichen Angriffspunkten
fiir neue antibakterielle, antiparasitidre und herbizide Wirkstoffe. Da die Enzyme des MEP-Wegs in
verschiedenen Spezies hochkonserviert vorliegen und keine Homologie zu menschlichen Enzymen

zeigen, sollten ihre Inhibitoren ein breites Wirkungsspektrum bei geringer Toxizitit zeigen.'*>''*!*!

An P. falciparum wurden bereits vor der Entdeckung des MEP-Wegs Studien iiber die Isoprenoid-
112

Biosynthese durchgefiihrt. = Dabei wurde festgestellt, dass Inhibitoren der am MV A-Weg beteiligten
HMG-CoA-Reduktase das in vitro-Wachstum von P. falciparum nur in hohen, pharmakologisch nicht
relevanten Konzentrationen hemmten, so dass die Anwesenheit eines anderen Biosynthesewegs
vermutet wurde.'”>'** Jomaa und Mitarbeiter konnten 1999 die plasmodiale Dxr klonieren und in
erythrozytiren Parasitenstadien exprimieren.'” Die Aktivitit rekombinanter P. falciparum-Dxr (=
PfDxr) wird durch Fosmidomycin (ICs, = 35 nM) und FR900098 (ICs, = 17 nM) effektiv gehemmt.'*
Abhéngig von Parasitenstamm sowie Kultivierungs- und Testbedingungen wirkt Fosmidomycin mit
ICso-Werten im Bereich von 70-170 nM wachstumshemmend auf verschiedene P. falciparum-
Staimme,'® FR900098 zeigt vergleichbare ICso-Werte (90—170 nM).'*® Bereits 2004 hatten Cassera et
al. die meisten Intermediate des MEP-Wegs isoliert und gezeigt, dass der MEP-Weg in allen

144

intraerythrozytiren Stadien von P. falciparum aktiv ist. ™ Odom und Van Voorhis bestitigten, dass die

Dxr fiir intraerythrozytire Entwicklungsstadien von P. falciparum iiberlebenswichtig ist.'"'

Seto und Mitarbeiter exprimierten Dxr in E. coli und konnten an Knockout-Mutanten zeigen, dass
dieses Enzym auch essenziell fiir den bakteriellen Organismus ist.'”>"**'* Fosmidomycin und
FR900098 erwiesen sich als starke und spezifische Inhibitoren rekombinanter E. coli-Dxr
(EcDxr).""">!% Da der Metabolismus von E. coli gut bekannt ist, diente das Bakterium als Modell zur
mechanistischen Aufklarung des MEP-Wegs und zur strukturbasierten Entwicklung neuer Dxr-
Inhibitoren.'''"® Die Primérstruktur homologer Dxr-Enzyme liegt hochkonserviert vor, so dass bei
allen derselbe katalytische Mechanismus angenommen wird.''> Die Annahme, dass #hnliche
Aminosduresequenzen vergleichbare Enzymstrukturen ausbilden, wurde fiir die Erstellung

dreidimensionaler PfDxr-Modelle basierend auf Strukturen homologer Enyzme zugrunde gelegt.'**'"’

Wie P. falciparum und E. coli ist auch Mycobacterium tuberculosis auf die Isoprenoid-Biosynthese

14819 Schitzungen der WHO zufolge® ist ein Drittel der

iiber den MEP-Weg angewiesen.
Weltbevolkerung mit dem Tuberkulose-Erreger infiziert, der im Jahr 2009 9,4 Millionen
Neuinfektionen verursachte und fast 1,7 Millionen Todesopfer forderte."”® Besonders in Verbindung
mit einer HIV-Infektion ist Tuberkulose problematisch, da das Virus die Entwicklung aktiver

Tuberkulose aus einer latenten Infektion begiinstigt und so zu 15% der Tuberkuloseausbriiche fiihrt.

" Ungeklart ist bisher noch, ob Erreger eventuell das in Wirtszellen iiber den MVA-Weg synthetisierte IPP bzw.
DMAPP nutzen kénnen, oder ob sie ausschlieBlich vom eigenen MEP-Weg abhingig sind."!

i Fosmidomycin: ICs, (EcDxr) = 20-32 nM, FR 900098: ICs, (EcDxr) =28 nM.

" http://www.who.org.
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Andererseits beschleunigt eine Tuberkulose-Infektion die HIV-Replikation und damit die Entwicklung
von AIDS, so dass 25% der HIV/AIDS-assoziierten Todesfille durch Tuberkulose bedingt sind."' Die
Behandlung der Tuberkulose ist langwierig und wird durch multiresistente Erregerstimme

beeintrichtigt.'**'*

Therapie erster Wahl ist eine Kombination aus Isoniazid und Rifampicin, die
sechs Monate gegeben und in den ersten zwei Monaten noch durch Pyrazinamid und Ethambutol
erginzt wird. Infektionen mit multiresistenten Erregern erfordern eine lédngere Therapie mit oft
weniger effizienten und toxischeren Wirkstoffen."”"'> Die globale Entwicklungs-Pipeline ist in
Anbetracht der Notwendigkeit effektiverer Tuberkulosetherapien unzureichend: In klinischer
Entwicklung sind neben vier bekannten Arzneistoffen derzeit nur sechs Wirkstoffe, die neuartige
chemische Strukturen reprisentieren und speziell gegen Tuberkulose entwickelt wurden.'” Auch bei
der Tuberkulosetherapie gilt der MEP-Weg als vielversprechender Angriffspunkt fiir neue
Wirkstoffe."** M. tuberculosis besitzt alle sieben Enzyme des MEP-Wegs, die mykobakterielle DOXP-

Reduktoisomerase (=MtDxr) zeigt 39 %ige Sequenzidentitit mit der EcDxr.'*®

Obwohl Fosmidomycin isolierte M¢Dxr in einem ICsp-Bereich von 0,08-0,31 uM inhibiert,” sind
Mykobakterien gegeniiber dem Wirkstoff nicht empfindlich."”*'** Untersuchungen von Brown und
Parish fiihrten zu dem Ergebnis, dass die Resistenz auf eine fehlende Aufnahme der Substanz in die
Zelle zuriickgefiihrt werden kann, andere Mechanismen wie Efflux oder Inaktivierung konnten
ausgeschlossen werden.'* Die mykobakterielle Zellwand stellt fiir die meisten Antibiotika eine schwer
zu durchdringende Barriere dar, die meist nur mit Hilfe von aktiven Transportsystemen {iberwunden
werden kann.'” Dies gilt insbesondere fiir hydrophile Wirkstoffe wie Fosmidomycin. In E. coli erfolgt
der Fosmidomycin-Transport durch die Zellmembran ins Zytosol mittels eines Glycerol-3-phosphat-
Transporters (GlpT), dessen Abwesenheit in E. coli-Mutanten zur Fosmidomycin-Resistenz fiihrt."*® In

M. tuberculosis wurden keine fiir GlpT-dhnliche Proteine codierende Gene gefunden.'™

Untersuchungen von Baumeister et al. zeigen, dass P. falciparum eine Erhéhung der Plasmamembran-
Permeabilitit infizierter Erythrozyten induziert, so dass Fosmidomycin und FR900098 die erste
Barriere auf dem Weg zum Zielenzym iiberwinden und in die Wirtszelle gelangen konnen."”'> Bei
nicht infizierten Erythrozyten und in P. berghei-infizierten Leberzellen sind diese als NPP (new

8 Die molekularen

permeability pathways) bezeichneten Aufnahmewege nicht vorhanden."
Mechanismen der NPP sind noch nicht bekannt, sie werden vom Parasiten wahrscheinlich fir die
Nihrstoffzufuhr und Abfuhr von Abbauprodukten benétigt.””’ Die Fosmidomycin-Resistenz von
Toxoplasma gondii konnte von Nair et al. auf das Fehlen eines Transportproteins in der parasidtren
Plasmamembran zuriickgefiihrt werden, da transgene Toxoplasmen, die das E. coli-GlpT-Protein
exprimieren, Fosmidomycin-sensitiv sind.”” Weiteren Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe zufolge
stellt weder die Membran der Wirtszelle noch die Apikoplast-Membran, sondern die Zellmembran von

T. gondii die entscheidende Barriere fiir Fosmidomycin dar.” Eine kiirzlich vorgestellte Untersuchung

" Fiir FR900098 wird ein ICso-Wert von 0,16 uM gegeniiber MDxr angegeben.'>’
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an Burkholderia cepacia offenbarte die Ursache deren Fosmidomycin-Resistenz.'® Diese Bakterien
besitzen als einziges Transportsystem fiir Fosmidomycin einen Glycerol-3-Phosphat-Transporter, der
allerdings nur durch Gabe von Glucose-6-Phosphat induziert werden kann. Die erhohte Aufnahme des
Wirkstoffs unter diesen Bedingungen wird aber durch die Hochregulierung einer Effluxpumpe

kompensiert, wodurch sich insgesamt eine Fosmidomycin-Resistenz ergibt.

AuBler von E. coli, P. falciparum und M. tuberculosis wurde die rekombinante Dxr weiterer

7

Mikroorganismen (u.a Zymomonas mobilis,"’  Synechococcus leopoliensis,'®"  Streptomyces

164
3

coelicolor,'®” Pseudomonas aeruginosa,'® Synechocystis sp. PCC6803'*") und Pflanzen (z. B. Menta x

167

piperita,'® Arabidopsis thaliana,'®® Zea mays'®") durch Klonierung der entsprechenden Gene isoliert.

Abb. 18 zeigt einen Aminosiuresequenz-Vergleich der P/Dxr, EcDxr und M¢Dxr."

In Bakterien der human- und tierpathogenen Art Brucella abortus fand die Arbeitsgruppe von
Rodriguez-Concepcion unter den Enzymen des MEP-Wegs anstelle von Dxr das DRL (Dxr-like)-
Enzym. Dieses unterscheidet sich strukturell deutlich von Dxr, iibt aber dieselbe Funktion aus und

wird ebenfalls durch Fosmidomycin und FR900098 inhibiert.'”"'"

PfDxr 1 MKKYIYIYFFFITITINDLVINNTSKCVSIERRKNNAYINYGIGYNGPDNKITKSRRCKRIKLCKKDLIDIGAIKKPINV 80
EcDxr 1 wvx- e ——- -- - -— QL 4

MiDxr 1 MINSTD - ———— - - ----GRADGRIRV 15

PfDxr 21  AIFESTGSIGINALNIIRECNKIENVENVKALYV-NKSVNELYEQAREFLPEYLCIHDKSVYEELKELVKNIKDYKPIIL 159
EcDxr s TILESIGSIGCSTILDVVRHN---PEHFRVVALVA-GKNVIRMVEQCLEFSPRYAVMDDEASAKLLKIMLOQ-QGSRIEVL 79
MIDxr 1§  VVLESTGSIGTQALQVIADN---PDRFEVVGLAAGGAHLDTLLRQRAQTGVINIAVADEHRAQRVGDIP-————————- Y 82

PfDXr 160 CGDEGMKEICSSNSI DKIVIGIDSFQGLYSTMYAIMNNKIVALANKESIVSAGFFLKKLLNIHKNAKIIPVDSEHSAIFQ 239
EcDXr s0  SGQQAACDMAALEDVDQVMAAIVGARGLLPTLAATRAGKT ILLANKESLVICGRLFMDAVKQSK-AQLLEVDSEANAIFQ 158

MIDXr 33  HGSDAATRLVEQTEADVVLNALVGALGLRPTLAALXTGARLALANKESLVAGGSLVLRAARPG---QIVEVDSEHSALAQ 159

PfDxr 240 CLDNNKVLKIKCLQDNFS----KINNINKIFLCSSGGPFQNLTMDELKNVISENALKHPKWEMGKKITIDSATMMNKGLE 315

EcDxr 159 SLPQPI------- QHNLGYADLEQNGVVSILLIGSGGPFRET PLRDLATMT PDQACRHPNWSMGRKISVDSATMMNKGLE 231
MiDxr 160 CLRGEI------— s DEVRKLVLTASGGPFRGWSAADLEHVIPEQAGAHPIWSMGPMNTLNSASLVNKGLE 222

PfDxr 316 VIETHFLFDVDYNDIEVIVHKECIIHSCVEFIDKSVISQMYYPDMQIPILYSLIWPDRIKINLKPLDLAQVSILIFHKPS 3395
EcDxr 232 YIEARWLFNASASQMEVLIHPQSVIHSMVRYQDGSVLAQLGEPDMRIPIAHTMAWPNRVNSGVKPLDFCKLSALTFARPD 311
MiDxr 223 VIETHLLFGIPYDRIDVVVHPQSIIHSMVIFIDGSTIAQASPPDMKLPISLALGWPRRVSGARAACDFHTASSWEFEPLD 302

PfDXr 396 LEHFPCIKLAYQRGIKGNFYPTVLNASNEIANNLFLNNKIKYFDISSIISQVLESFNSQKVSENSEDLMKQILQIHSWAK 475
EcDXr 312 YDRYPCLKLAMEAFEQGQAATTALNAANEITVAAFLAQQIRFIDIAALNLSVLEKMDMR--EPQCVD---DVLSVDANAR 336
MiDxr 303 TDVFPAVELARQAGVAGGCMIAVYNARNEEARAAFLAGRIGFPAIVGIIADVLHARDQWAVEPATVD---DVLDAQRWAR 379

PfDXI 476 DKATDIYNKHNSS---------=-========== 483
EcDXr 387 EVARKEVMRLAS—--—-——-—=———————-——m 398
MIDXr 380 ERAQRAVSGMASVATASTAKPGARGRHASTLERS 413

Abb. 18: Sequenzvergleich der Dxr-Enzyme von P. falciparum, E. coli und M. tuberculosis.

" Erstellt mit der Software BLAST'®/COBALT'® (www.ncbi.nlm.nih.gov), GenBank-Codes: AADO03739
(PfDxr), BAA77848 (EcDxr), CAA98375 (MtDxr)."”°


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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1.4 Die DOXP-Reduktoisomerase (Dxr) als Target fiir Antimalariamittel

. . . 173-1 . 178,1
Dxr-Kristallstrukturen waren bis vor Kurzem nur von E. coli, """ M. tuberculosis,"”™"” Zymomonas

180

mobilis"® und Thermotoga maritima'" bekannt. Da die instabile P. falciparum-Dxr lange Zeit nicht

fir Kristallisationsversuche zuginglich war,'*

wurden 3D-Homologiemodelle des Enzyms zur
Unterstiitzung der Entwicklung neuer Inhibitoren entwickelt.'**'*” 2010 berichteten Umeda et al.
schlieBlich iiber eine erfolgreiche Kristallisation der PfDxr in An- und Abwesenheit eines Inhibitors'®

und veréffentlichten im letzten Jahr die Ergebnisse von Kristallstrukturanalysen.'®

Abb. 19: Kristallstruktur des PfDxr-Dimers mit gebundenem Fosmidomycin und NADPH (C-Atome
schwarz bzw. grau). Die linke Untereinheit ist hellblau eingefédrbt, die andere gemifl folgendem
Farbschema: NADPH-Bindungsdoméne — blau, katalytische Doméne — griin, Linker — gelb,
C-terminale Doméne — rot (iibernommen aus Umeda, 2011184).

Die P/Dxr hat eine Molekularmasse von etwa 47 kDa, enthilt in jeder Untereinheit ein NADPH-
Molekiil und ein zweiwertiges Metallkation und liegt in der aktiven Form (Lys75—-Ser488) als
Homodimer vor (Abb.19). Ein Monomer besitzt zwei V-formig angeordnete, &hnlich grofie
Domaénen, die N-terminale NADPH-Bindungsdoméne (Aminoséurereste 77-230) und die katalytische
Doméne (231-369, Abb. 20). Die NADPH-Bindungsdoméne enthélt ein typisches Dinukleotid-
Bindungsmotiv, das als Rossmann-Faltung’ bezeichnet wird. Pro Untereinheit ist ein NADPH-
Molekiil gebunden. Die katalytische Domine enthélt fiinf a-Helices (a7—-al1) und vier B-Faltblatter
(B8—P11). Die Kernstruktur der Doméne wird von einem vierstringigen [B-Faltblatt gebildet, das
teilweise offen vorliegt und zum Teil von Helices und Schleifenstrukturen iiberdeckt wird. Die

katalytische Doméne formt einen tiefen Spalt, in dem Metallion und Substrat gebunden werden, und

* . . . . . . . .
Dieses in allen Dxr-Homologe konservierte Motiv ist ebenfalls im N-terminalen Ende der Ketosdure-
Reduktoisomerase zu finden, die in die Biosynthese verzweigter Aminosiuren involviert ist.'**
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beinhaltet eine flexible Schleifenregion (291-299), die im Apoenzym eine ungeordnete Struktur
besitzt. Eine Linker-Region (370-395) iiberspannt die offene Seite des katalytischen Zentrums und
verbindet die katalytische Doméne mit einer kleinen C-terminalen Doméne (396—486), die aus einem
Biindel von vier a-Helices aufgebaut ist (a12—al15). Die Bildung des aktiven PfDxr-Dimers wird
hauptséchlich liber die in den katalytischen Doménen lokalisierten, vierstringigen P11-Faltblitter
beider Monomere vermittelt, die sich zu einer achtstringigen B-Faltblattstruktur zusammenlagern.
Einen weiteren Beitrag zur Dimerisierung liefern die Linker-Regionen beider Untereinheiten durch
wechselseitige  Interaktionen der von Ser387 bis Phe391 gebildeten, antiparallelen

B-Faltblattstrukturen (Ser387-Phe391).

Abb. 20: Untereinheit des quaterndren Komplexes aus PfDxr, Fosmidomycin, NADPH und Mg**
(Cter/Nter = C-/N-Terminus, Farbschema wie in Abb. 19, iibernommen aus Umeda, 2011"*).

Die Dxr-katalysierte Reaktionsfolge der Umlagerung und Reduktion von DOXP verlduft in Gegenwart
von NADPH und einem divalenten Metallkation”.""*'*"'® Als Zwischenstufe wurde von Rohmer und
Mitarbeitern  2-C-Methyl-D-erythrose-4-phosphat  vorgeschlagen (Abb. 21)."" Das postulierte
Intermediat konnte massenspektrometrisch zwar nachgewiesen, aber noch nicht isoliert und weiter
charakterisiert werden.* Synthetisches 2-C-Methyl-D-erythrose-4-phosphat wird in Gegenwart von
NADPH vom Enzym zu MEP reduziert, die Riickreaktion zu DOXP in Gegenwart von NADP" findet
ebenfalls statt. Das Gleichgewicht liegt unter physiologischen Bedingungen auf der Seite von MEP.'"*

" Obwohl Dxr eine hhere Affinitit zu Co>” und Mn®** zeigt, wird Mg*" aufgrund seines hiufigeren Vorkommens
in vivo als das biologisch relevante Kation angesehen.'*!
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Fiir die Umlagerung des Kohlenstoffgeriistes zum Aldehyd-Intermediat werden zwei Mechanismen
vorgeschlagen (Abb.21): eine konzertierte o-Ketol-Umlagerung™ oder eine Retroaldol/Aldol-

. 114,188,189
Reaktionssequenz.” ™ ™

Eine Ketol-Umlagerung wird durch eine Deprotonierung der
C3-Hydroxygruppe von DOXP eingeleitet, auf die eine 1,2-Umlagerung folgt. Beim Retroaldol/Aldol-
Mechanismus fiihrt die Bindungsspaltung zwischen C3 und C4 von DOXP zu einem C;- und einem
C,-Fragment, welche unter Bildung einer neuen C-C-Bindung rekombinieren. Aufgrund kinetischer
Untersuchungen wird die zweite Variante favorisiert, allerdings konnte kein Mechanismus bisher

eindeutig bewiesen oder ausgeschlossen werden.””'™

M2 H
r o HO,
H O J a-Ketol- o % HO,
N OPOZ —— » : OPO;* - OPO,%
OH Umlagerung H OH / ; OH OH
NADPH .
DOXP 2-C-Methyl-D-erythrose- wpr VADP MEP
4-phosphat
} Aldol-Reaktion
M2+ M2t H
, "OH ;T :)
(')\ Retroaldol- (') _
XA, S0POZ ———» L 0Pog>
o) Umlagerung o)
“H +
H
DOXP

Abb. 21: Mogliche Mechanismen der Dxr-Reaktion (modifiziert nach Proteau, 2004'").

Obwohl die Isomerisierung von DOXP keine Redoxreaktion ist und formell kein NADPH bendtigt,
gibt es Hinweise darauf, dass der Kofaktor fiir die Substratbindung erforderlich sein konnte. Rohmer
und Mitarbeiter zeigten, dass sowohl in Abwesenheit von NADPH als auch in Gegenwart des nicht
reduzierenden Dihydro-NADPH keine Umlagerung stattfindet.''""''* Ausgehend von Untersuchungen

an der EcDxr wurde ein geordneter Mechanismus'

vorgeschlagen, bei dem die Bindung von NADPH
der Substratbindung vorausgeht und der oxidierte Kofaktor nach der MEP-Freisetzung austritt. Studien
an verschiedenen Dxr-Enzymen zufolge wird bei der Reduktion des Intermediates zu MEP das pro-S-
Hydrid des C-4 von NADPH auf die Re-Seite des Aldehyd-Intermediates iibertragen (Abb. 22).""*"*?
Der Reduktionsschritt gilt als treibende Kraft fiir den Isomerisierungsschritt.''* Es wird angenommen,
dass das Metallkation in beiden Reaktionsschritten zur Polarisierung und korrekten Orientierung von

Substrat bzw. Intermediat beitrigt."*'”’

" Dieser Reaktionsweg entspricht dem Mechanismus der Ketosiure-Reduktoisomerase.'*’
" Fir MDxr wird ein Random-Mechanismus mit Steady-State-Kinetik vorgeschlagen, der geordnete
Mechanismus kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.'*’
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CHy — CH3 —~  HO{_«CHj
HOZ/ HO~ Lzt
13/ ~OH
(\ OH e OPO "
DXP 3 MEP OPOZ*
OPQO4=

Abb. 22: Stereochemischer Verlauf des Reduktionsschrittes (iibernommen aus Proteau, 2004'").

Fosmidomycin ist ein langsamer, stark bindender Dxr-Inhibitor, der kompetitiv gegeniiber DOXP und
unkompetitiv gegeniiber NADPH bindet.'"" Kinetische Untersuchungen an der EcDxr ergaben, dass
die Bindung Fosmidomycins in zwei Phasen verlduft, die durch unterschiedliche K;-Werte
gekennzeichnet sind. Auf die Bindung des Inhibitors mit einem initialen K;-Wert von 215 nM erfolgt
eine Konformationsinderung der Dxr in einen Zustand, in dem Fosmidomycin mit einer hoheren

Affinitit bindet (finaler K-Wert: 21 nM).'"!

Mittels Kristallstrukturanalysen konnte der Mechanismus der Dxr-Inhibition durch Fosmidomycin
bereits am Beispiel der EcDxr und M¢Dxr genauer aufgeklirt werden.'”*""*'"%'” Wie Steinbacher an
einem EcDxr-Komplex mit Fosmidomycin und Mn*" zeigen konnte, agiert der Inhibitor als Analogon
des Substrats und nicht des Intermediats, wie zuvor vermutet wurde.'”'™* Die metallchelatisierende
Hydroxamséurefunktionalitdt imitiert die o-Hydroxyketon-Einheit von DOXP. An Stelle der
Phosphatgruppe besitzt Fosmidomycin eine metabolisch wesentlich stabilere Phosphonatgruppe, die
substratanaloge Wechselwirkungen eingeht. An den kiirzlich von Umeda et al. beschriebenen
quaterniren Komplexen von PfDxr, Inhibtor (Fosmidomycin oder FR900098) und Kofaktoren (Mg**

und NADPH) soll der Inhibitionsmechanismus erklrt werden.'®

Durch die Bindung des Inhibitors wird eine Konformationsinderung des Enzyms induziert, bei der
sich die NADPH-bindende und die katalytische Doméne aufeinander zu bewegen und so der Spalt
zwischen ihnen geschlossen wird. Dabei nimmt die flexible Schleifenregion eine geordnetere
Konformation ein und bildet eine Art Deckel iiber dem aktiven Zentrum des Enzyms, so dass dieses
vom Losungsmittel abgeschirmt wird (Abb. 23). Fosmidomycin befindet sich in der aktiven Region
der katalytischen Doméne. Dieser Hohlraum enthélt je eine Bindungstasche fiir die Phosphonat- und
die Hydroxamséurefunktionalitit und zwischen diesen einen hydrophoben Bereich, in dem das
Kohlenstoff-Riickgrat des Inhibitors liegt. Die Phosphonséurefunktionalitit von Fosmidomycin bildet
ein Netz von Wasserstoffbriicken mit Ser270, Asn311, zwei Wassermolekiilen und dem zur flexiblen

Schleife gehorenden His293 aus.
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Abb. 23: Vergleich der Kristallstruktur einer PfDxr-Untereineit ohne (gelb) und mit (violett)
Fosmidomycin in Anwesenheit von NADPH (Fosmidomycin-Geriistatome schwarz, NADPH-
Geriistatome grau) (iibernommen aus Umeda, 2011'%%).

Trp296 und Met298, ebenfalls Teil der Schleifenregion, interagieren mit der Propylkette
Fosmidomycins iiber hydrophobe Wechselwirkungen. Die in der geschlossenen Enzymstruktur
vergrabenen Aminoséurereste His293, Trp296 und Met298 sind in den Dxr verschiedener Organismen

vollstindig konserviert,” was ihre Bedeutung fiir die Substratbindung unterstreicht.

7 (H or CH3)
E233}; a _/_/POs

200
g

D231 0
0 2% J1st
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Abb. 24: links: Wechselwirkungen von Fosmidomycin im katalytischen Zentrum der PfDxr
(C-Atome: gelb, H,O: blau, Mg®": griin); rechts: Schematische Darstellung der Metallkoordination im
quaterniren PfDxr-Inhibitor-Komplex (iibernommen aus Umeda, 2011'%*).

" Die Reste Pro294 und Gly299 liegen ebenfalls konserviert vor und scheinen fiir Struktur und Flexibilitit der
Schleifenregion wichtig zu sein.'®’
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Das Metallkation wird von der Z-konfigurierten, im Bindungszustand deprotonierten
Hydroxamséurefunktionalitit und den Aminosédureresten Asp231, Glu233 und Glu315 in einer
verzerrt trigonal bipyramidalen Geometrie koordiniert (Abb. 24). Die Seitenketten von Asp231 und
Glu315 sowie das Sauerstoffatom der N-Hydroxygruppe binden in der dquatorialen Ebene, wihrend

das Carbonyl-Sauerstoffatom und die Glu3 15-Seitenkette axiale Liganden sind.

Die Bindung von FR900098 an die PfDxr entspricht im Wesentlichen der Bindung von Fosmidomycin
(Abb. 25). Die Methylgruppe, die das C1-Kohlenstoffatom des natiirlichen Substrats imitiert, tritt in
hydrophobe Wechselwirkung zu Trp296. Das aktive Zentrum scheint sich dem etwas groferen
Molekiil durch leichte Drehung des Trp296-Indolrings anzupassen. Diese zusétzliche Interaktion
konnte die stirkere Dxr-Inhibition durch FR900098 im Vergleich zu Fosmidomycin bewirken und die

fiir eine Metallchelatisierung erforderliche cis-Konformation der Hydroxamsaure zu unterstiitzen. '™

Abb. 25: Bindung von FR900098 im katalytischen Zentrum der PfDxr (C-Atome: magenta, H,O:
blau). Der Pfeil markiert die Methylgruppe. Der Dxr-Fosmidomycin-Komplex ist zum Vergleich im
Stibchenmodell gelb dargestellt (iibernommen aus Umeda, 2011'%).

Kiristallstrukturanalysen geben naturgemif nur ,.eingefrorene™ Zustéinde eines dynamischen Molekiils
wieder. Der pH-Wert vieler Kristallisationsbedingungen weicht vom normalen, funktionellen Zustand
ab, so dass auch Wasserstoffbriicken verdndert vorliegen und Metallionen fehlen konnen.'?"'”
Molekulardynamische Simulationen von Zwischenzustinden und Bewegungen sind in guter
Ubereinstimmung mit experimentellen Daten mdoglich, wie Williams und McCammon an der
Bewegung der flexiblen Schleifenregion der M¢Dxr und ihrer Interaktion mit Substrat und Inhibitor
demonstrierten.'”” Die NMR-Analyse geloster Enzyme kann unter physiologischen Bedingungen
erfolgen, ist allerdings bisher auf kleinere Proteine beschrinkt. Englert et al. konnten an einem EcDxr-

Komplex mit Inhibitor und Kofaktoren den meisten Aminosduren NMR-Resonanzsignale zuordnen

und eine mit EcDxr-Réntgenstrukturen gut iibereinstimmende Sekundarstruktur voraussagen.'**
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1.5 Der Dxr-Inhibitor Fosmidomycin als neuer Antimalaria-Wirkstoff

Fosmidomycin wurde Ende der 1970er Jahre — etwa 20 Jahre vor Jomaas Entdeckung des MEP-Wegs

. . 125
in P. falciparum

— durch Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd. (Osaka, Japan) aus Streptomyces
lavendulae isoliert. Der Wirkstoff war zuvor bereits zur Optimierung von FR900098 synthetisiert
worden und zeigt diesem gegeniiber eine stirkere antibakterielle Wirkung.'”"'*® Die
wachstumshemmende Wirkung von Fosmidomycin umfasst die Mehrheit der gram-negativen

Bakterien, auch B-Lactam- und andere antibiotikaresistente Stimme (Tabelle 3),"”

sowie wenige
gram-positive Bakterien. Gegen gram-positive Kokken und anaerobe Bakterien ist Fosmidomycin
unwirksam, da hier kein MEP-Weg vorliegt."”*** Fosmidomycin ist mit einem akuten LDs,-Wert iiber
11 mg/kg nicht toxisch, akkumuliert nicht im Serum und wird in unmetabolisierter Form renal
eliminiert. Die Bioverfiigbarkeit betrdgt im Menschen bei peroraler Gabe ca. 30 %, die
Plasmahalbwertszeit betrigt 1,87 Stunden.*"*** Die Plasmaproteinbindung betrigt abhingig von

% 203,204

Mensch oder Versuchstier unter 1 % bis maximal 4 Fosmidomycin wurde in den 1980er

Jahren von Fujisawa Pharmaceutical Company als Antibiotikum zur Behandlung von
Harnwegsinfektionen bis in die frithe Klinischen Phase II entwickelt. Die Entwicklung wurde jedoch

vermutlich wegen der Verfiigbarkeit geeigneterer Wirkstoffe zu diesem Zeitpunkt eingestellt.*>*****

Organismus Gram-Typ MEP-Weg MIC (ug/mL)
Enterobacter cloacae - + 1-32
Escherichia coli - + 16-64
Klebsiella pneumoniae - + 8-32
Pseudomonas aeruginosa - + 4-32
Chryseobacterium indologenes - - > 128
Enterococcus faecalis + - > 128
Staphylococcus aureus + - > 128

Tabelle 3: Sensitivitdt ausgewéhlter multiresistenter Bakterienstimme gegeniiber Fosmidomycin
(Auszug aus Davey, 2011'%).

Aufgrund der Hemmung der Carotinoid- und Menachinon-Biosynthese in Micrococcus lutheus durch
Fosmidomycin wurde schon vermutet, dass der Wirkstoff in die Isoprenoid-Biosynthese eingreift.””®
Kuzuyama et al. zeigten 1998, dass Fosmidomycin spezifisch die DOXP-Reduktoisomerase
inhibiert.'"> Jomaa et al. demonstrierten 1999 die in vitro-Hemmwirkung Fosmidomycins auf
rekombinante ~ PfDxr  und  verschiedene  P. falciparum-Stimme  im  erythrozytiren
Entwicklungsstadium. Die in vivo-Aktivitit Fosmidomycins als Antimalaria-Wirkstoff wurde im

Tierversuch durch die vollstindige Heilung Plasmodium vinckei-infizierter’ Miuse bestitigt.'*>"’

In Klinischen Phase I-Studien wurde Fosmidomycin von Probanden bei ein- oder mehrmaliger Gabe

von bis zu 8 g pro Tag gut vertragen, es waren kaum unerwiinschte Nebeneffekte zu beobachten.”™ In

" Bei intravendser Applikation ist die Plasmahalbwertszeit mit 1,65 Stunden etwas kiirzer.”"'
¥ Plasmodium vinckei ist ein in Nagetieren vorkommender Malariaerreger.
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einer von der Jomaa Pharmaka GmbH (heute: Jomaa Pharma) durchgefiihrten Phase II-Studie
wurden 20 an akuter, unkomplizierter P. falciparum-Malaria erkrankte Erwachsene aus Gabun und

Thailand iiber sieben Tage mit Fosmidomycin behandelt.**®

Auch hier erwies sich die Anwendung als
effizient und sicher.” Die dreimal tigliche, orale Applikation von 1,2 g im Abstand von acht Stunden
bewirkte eine schnelle Beseitigung des Fiebers und des Parasitenbefalls innerhalb von etwa zwei
Tagen, vergleichbar mit etablierten Antimalariamitteln. In einer Folgestudie in Gabun wurde eine

Therapie-Mindestdauer von vier Tagen ermittelt.””

Nach 14 Tagen waren jeweils alle Patienten
klinisch und parasitologisch geheilt, nach 28 Tagen traten jedoch Rezidive auf. Daher erschien die
Weiterentwicklung einer Fosmidomycin-Monotherapie nicht sinnvoll.”® Als Ursache der

Krankheitsriickfille wird vor allem die ungiinstige Pharmakokinetik des Wirkstoffs angesehen.’

In vitro- und in vivo-Untersuchungen ergaben, dass das Lincosamid-Antibiotikum Clindamycin ein

geeigneter Partner fiir die Malaria-Kombinationstherapie mit Fosmidomycin ist.'*

Clindamyin hemmt
die Apikoplast-Replikation und zeigt den fiir Antibiotika typischen ,delayed death“-Effekt.*"
Fosmidomycin zeigt dagegen eine sofortige Wirkung im ersten parasitiren Zyklus, eliminiert die
Parasiten aber nicht vollstindig.'” Fosmidomycin und Clindamycin haben eine dhnlich kurze
Plasmahalbwertszeit, die zwar eine wiederholte Applikation erfordert, aber lingere subtherapeutische
Konzentrationen verhindert und so der Resistenzbildung vorbeugt. Da Fosmidomycin und der
Phosphatester Clindamycins wasserloslich sind, sind intravendse Formulierungen zur Behandlung

schwerer Krankheitsfille denkbar.'®

In Klinischen Phase II-Studien an Patienten im Alter von 7-14 Jahren mit asymptomatischer Malaria
erwies sich die Kombinationstherapie mit Fosmidomycin und Clindamycin als gut vertriaglich und in
ihrer Effizienz den jeweiligen Monotherapien klar iiberlegen.”'' Bei Fosmidomycin-Monotherapie und
Kombinationstherapie wurde allerdings eine Gametozyten-Induktion beobachtet, die eine erhohte
Ubertragungsgefahr resistenter Parasiten zur Folge haben konnte.”'**" Eine 100 %ige Heilungsrate
nach 28 Tagen wurde nur bei Behandlung mit Clindamycin oder der Wirkstoffkombination erreicht.
Die Therapiedauer konnte in einer nachfolgenden Studie bei gleichbleibender Effizienz von zuvor fiinf
auf drei Tage mit je zweimaliger Medikamentengabe im 12-Stunden-Abstand reduziert werden.*'* Bei

Kindern im Alter von 1-2 Jahren zeigte sich eine geringere Effizienz der Kombinationstherapie.”"

Im Jahr 2007 wurde iiber Studien an erwachsenen Patienten in einem fiir Multiresistenz bekannten
Gebiet in Thailand berichtet, in denen die Behandlung akuter, unkomplizierter Malaria tropica mit der
Kombinationstherapie erfolgreich und ohne ernste Nebenwirkungen verlief*'* Folgestudien zur
Optimierung der Therapiedauer und Verldngerung der Dosisintervalle sind allerdings noch
erforderlich. Mittlerweile wurden auch erfolgreiche Klinische Phase II-Studien mit einer Kombination

aus Fosmidomycin und Artesunat an Kindern im Alter von 612 Jahren durchgefiihrt.”" Ende 2011

" Vereinzelt wurden leichte gastrointestinale Nebeneffekte beobachtet, die durch die verdnderte Darmflora im
Zusammenhang mit der Antibiotikabehandlung erklirt werden konnen.>”’
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sollten im Rahmen einer Kooperation zwischen Jomaa Pharma und der MMV Studien in Thailand mit

einer Kombination aus Fosmidomycin und Piperaquin (Abb. 10, siche Abschnitt 1.1.2) beginnen.*'®

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Fosmidomycin gut vertrdglich, aber fiir die
Monotherapie der Malaria ungeeignet ist. Dagegen stellen Kombinationstherapien z. B. mit
Clindamycin aussichtsreiche neue Therapieoptionen dar, die aufgrund der ungiinstigen
pharmakokinetischen Eigenschaften von Fosmidomycin noch optimierungsbediirftig sind. Vor dem
Hintergrund der in Abschnitt 1.1.2 vorgestellten Strategie der MMV sollte Fosmidomycin, da es keine
relevante Wirkung gegeniiber plasmodialen Leber- oder geschlechtlichen Entwicklungsstadien zeigt,”
auch zukiinftig nur in Kombination mit Substanzen eingesetzt werden, die gegen weitere plasmodiale

Entwicklungsstadien wirken.

1.6 Bisherige Sturukurvariationen an der Leitstruktur Fosmidomycin

Um Wirkstoffe mit gegeniiber Fosmidomycin verbesserten pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften zu finden, wurden im Vorfeld und wihrend der eigenen
Arbeiten von unserer und anderen Arbeitsgruppen bereits umfangreiche Strukturmodifikationen
vorgenommen. Die bisher bekannten Struktur-Aktivitits-Beziehungen sollen im Folgenden erldutert
werden. Dazu wird die Leitstruktur in drei Molekiilregionen unterteilt, deren Variationen im Einzelnen
betrachtet werden. Die Unterteilung wird nach den beiden Pharmakophoren Hydroxamsaure (A) und

Phosphonsdure (B) vorgenommen, die durch den Propyl-Spacer (C) verkniipft sind (Abb. 26).
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Abb. 26: Einteilung der Leitstruktur Fosmidomycin in drei Molekiilregionen.

Bei den vielfiltigen Strukturmodifikationen ist die Vergleichbarkeit der biologischen Aktivitéit nicht
immer gegeben. In nur wenigen Arbeiten wurden Fosmidomycin-Analoga gegeniiber PfDxr evaluiert,
obwohl sie die Zielstruktur antiplasmodial wirkender Dxr-Inhibitoren ist.'"***'"*'* Da die EcDxr
stabiler als die PfDxr ist und die Aminoséurereste der katalytischen Zentren der Enzyme weitgehend
konserviert vorliegen, wurde zunichst von einer guten Ubertragbarkeit der EcDxr- auf die PfDxr-
Inhibition ausgegangen. Der direkte Aktivititsvergleich von Inhibitoren gegeniiber PfDxr und EcDxr
zeigt jedoch deutliche Unterschiede in der GroBenordnung und Tendenz der ICs-Werte. Auch die
unterschiedlichen Sensitivitdten verschiedener P. falciparum-Staimme erschweren die Vergleichbarkeit

antiplasmodialer Aktivitdten und damit die Ableitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen.
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1.6.1 Molekiilregion A: Variation der Hydroxamséaurefunktionalitit
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Variation des N-Acylrestes der Hydroxamsdurefunktionalitdt

Variationen des N-Acylrestes sind in Abb. 27 dargestellt. Mit dem Ziel der Entwicklung lipophilerer
Fosmidomycin-Analoga wurde der Formyl- bzw. Acetylrest von Fosmidomycin durch aliphatische
und aromatische Acylreste ersetzt. Kaula erhielt durch die Einflilhrung aromatischer

Hydroxamsiurereste (Beispiele: IX) keine Aktivititssteigerung gegeniiber der Referenz FR900098.>"

o o o o
P N_ R P N__R
RO TN HO™ 1 >N
RO HO
O o]
IX: R' = Ph, 1-Naphthyl, 2-Furyl u.a. Fos: R = H, IC5; (EcDxr) = 0.035 uyM

Inhib. (Pf3D7) bei 10pM: 9-62 %

R = Pivaloyloxymethyl (POM) X: IC5o (EcDxr) > 1 pM
FR: Inhib. (Pf3D7) bei 10uM: 65 % f
R= ‘}ﬁ’/\#*n\ s n u.a.

n=2,8,612,16 n=1,5

9 C|)H (0]
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CAAS S RAS
@)
XI: Fos: FR:
ICsq (EcDxr) = 1.0 uM, ICsq (EcDxr) = 0.050 uM ICsq (EcDxr) = 0.051 uM

ICso (PfDxr) = 0.40 yM  ICxo (PfDxr) = 0.032 M ICxo (PfDxr) = 0.018 uM

Abb. 27: Variation der N-Acylsubstitution von Fosmidomycin.

Schlitzer und Mitarbeiter erhielten durch die Einfilhrung langkettiger und sterisch anspruchsvoller
Acylreste schwichere EcDxr-Inhibitoren als Fosmidomycin (Beispiele: X, Abb. 27).*° Ahnliche
Untersuchungen von Giefsimann et al. hatten zum Ziel, durch die Verldngerung des Acylrestes

182221 Die Leitstruktur

zusitzliche Wechselwirkungen innerhalb des aktiven Zentrums zu erschlie3en.
wurde durch die Einfiihrung eines Glycin-Spacers mit volumniésen Acylsubstituenten modifiziert. Die
meisten Analoga besitzen gegeniiber EcDxr und PfDxr eine um etwa drei Zehnerpotenzen geringere
Hemmwirkung als Fosmidomycin und FR900098. Das 3-phenoxypropylsubstituierte Derivat XI ist

mit einem ICso-Wert von 0,4 uM noch der stiarkste PfDxr-Inhibitor unter diesen Derivaten.



35

Austausch der funktionellen Gruppe

Auch der Austausch der Hydroxamséurefunktionalitdt Fosmidomycins (Abb. 28) fiihrte bisher stets
zur Aktivitdtsminderung oder zum Aktivititsverlust. Kurz erhielt durch Austausch des Hydroxamats
gegen eine Hydroxyharnstoffgruppe,”? die als Hydroxamat der Carbaminsiure betrachtet werden kann

223,24
d,

und in verschiedenen Metalloenzym-Inhibitoren eingesetzt wir inaktive Derivate (I).

(@]
O OH I

Py
o F e 1950

N
o HO «
I: R = H, Me, Et, i-Pr, i-Bu, Ph I

Abb. 28: Austausch der Hydroxamsaurefunktionalitit gegen andere chelatisierende Gruppen.

Mercklé et al. synthetisierten der Uberlegung zufolge, dass die Rigidisierung eines Inhibitors den
ungiinstigen entropischen Effekt bei der Bindung an das Enzym verringern sollte, ein cyclisches
N-Hydroxycarbamat (II).**>*** Dieses konformativ eingeschrinkte N-Hydroxy-oxazolidinon-Derivat
zeigt jedoch im Gegensatz zu Fosmidomycin nur schwache EcDxr-Inhibition, obwohl Modelling- und
Docking-Studien eine gute Ubereinstimmung der Pharmakophor-Konformationen vorausgesagt hatten.

Die Instabilitit der Phosphatgruppe konnte ein Grund fiir die geringe biologische Aktivitét von II sein.

Uberraschenderweise wurden auch Fosmidomycin-Analoga synthetisiert, die in Molekiilregion A
keine zur Metallkomplexierung geeignete Funktionalitit besitzen (Abb. 29). Van der Jeught et al.
synthetisierten Oxazinyl-Derivate, in denen die Hydroxygruppe der Hydroxamsaurefunktionalitdt in
ein Ringsystem eingebaut ist (Beispiele: IIT).*’ Bisher wurden allerdings keine biologischen Daten

dieser Verbindungen verdffentlicht.

9 ] ? H
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__P N _P R _P N.
NH4+Q/W R HO | > HO"/ ">""R
+ 0 HO HO
NH,* = Ph o)
V:R=H
lll: R =H, Me u.a. IV: R =H, Me, Et VI: R =+
0]
? |
P N_ R -
HO >N "% Tg

HO
\)\ Vil
VIER= % a: R = H; ICg, (Syn. Dxr) = 5000uM
b: R = Me; IC5q (Syn. Dxr) = 3600 uM

IC50 (EcDxr) > 30 uM

Fos: IC5q (Syn. Dxr) = 0.057 uM

Abb. 29: Fosmidomycin-Analoga mit nicht-chelatisierenden Gruppen.
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Verschiedene ,,fragmentierte” Fosmidomycin-Analoga, bei denen die Hydroxamsdurefunktionalitat

entweder komplett fehlt (IV) oder auf eine Amino- (V) bzw. Acetamidofunktionalitit (VI) reduziert

225

ist, wurden von Mercklé et al. gegeniiber der EcDxr evaluiert (Abb. 29).”” Diese Fragmente

inhibieren die EcDxr nur im hoheren mikromolaren Konzentrationsbereich. In einer 2008

veroffentlichten Studie wurde die Hydroxamsdure-Einheit ebenfalls durch Amidfunktionalititen

182

ersetzt, die aber einen grofleren Acylrest tragen (Beispiele: VII). ™ Diese Analoga zeigen gegeniiber

der EcDxr ICso-Werte iiber 30 pM. Woo et al. untersuchten Fosmidomycin-Derivate auf ihre Aktivitit

228

gegeniiber Synechocystis Dxr.”” Der Ersatz der metallkomplexierenden Hydroxamséure- durch eine

N-Methylacetamid- oder N-Methylformamidgruppe (VIII) hat hier einen Wirkungsverlust zur Folge.

Inversion der Hydroxamsdurefunktionalitdt

Retroisosterie bezeichnet die Inversion einer funktionellen Gruppe der Leitstruktur unter Erhalt der

Funktionalitiat™®,

Diese Strategie wurde bei Hydroxamsduren bereits erfolgreich eingesetzt,
beispielsweise in der Entwicklung von PDF-Inhibitoren (sieche Abschnitt 3.1).**° Das Prinzip der
Retroisosterie wurde auch erfolgreich bei Fosmidomycin angewendet. Rohmer et al. berichteten 2005
iiber Synthese und biologische Aktivitit inverser Hydoxamsdure-Analoga von Fosmidomycin und

FR900098 (Abb. 30).*"

0 oOH 0 o
_P. N_ _H P _OH
HO > oy \/\)LN
HO H '
O H
Fos: IC5y (EcDxr) = 0.032 yM Xll: ICgq (EcDxr) = 0.17 pM
K; (Syn.Dxr) = 0.057 uM K; (Syn.Dxr) =4 yM
9 o Xlll: R = Me, IC5 (EcDxr) = 0.048 uM
_P _OH R =Me, IC50 (EcDxr) = 0.048 p
Ho"t M'T‘ XIV: R = Et, ICs (EcDxr) = 6.5 uM
R

Abb. 30: Inversion der Hydroxamséurefunktionalitit von Fosmidomycin.

Deren starke EcDxr-inhibierende Wirkung bestétigt, dass inverse Derivate in der gleichen Weise zur
Metallchelatisierung befahigt sind wie DOXP und Fosmidomycin. Verbindung XII hemmt die EcDxr
schwécher als Fosmidomycin, das Derivat mit N-methylierter Hydroxamséaurefunktionalitdt (XIII)
besitzt dagegen eine vergleichbare inhibitorische Aktivitdt. Interessanterweise zeigt diese Substanz
auch Wachstumsinhibition gegeniiber einem Fosmidomycin- und Fosfomycin-resistenten FE. coli-
Stamm.”' Auch bei inversen Analoga mit verkiirzter oder verlingerter Kohlenstoffkette sind jeweils

die N-methylierten Hydroxamate stirkere EcDxr-Inhibitoren als die entsprechenden unsubstituierten
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Analoga (sieche Abschitt 1.6.3). Das N-ethylsubstituierte, inverse Fosmidomycin-Analogon XIV
hemmt die FEcDxr deutlich schwicher, woraus ein ungiinstiger Einfluss des groferen
Alkylsubstituenten bei inversen Fosmidomycin-Analoga abgeleitet werden kann.”*? Aufgrund
fehlender Inhibitionswerte fiir PfDxr ist die Aussagekraft dieser Untersuchungen im Hinblick auf die

antiplasmodiale Aktivitit der Verbindungen eingeschrénkt.

Gegeniiber Synechocystis Dxr zeigt das inverse Fosmidomycin-Analogon XII mit 4 uM eine um den

Faktor 70 verminderte Inhibition im Vergleich zu Fosmidomycin.***

Da die an der Fosmidomycin-
Bindung beteiligten Aminosdurereste in der Synechocystis-Dxr weitgehend denen der EcDxr
entsprechen, wird die Ursache fiir den groBBen Aktivititsunterschied in dem unterschiedlichen Aufbau
der Bindungszentren beider Enzyme vermutet.

Fosmidomycin-Analoga mit inverser Hydroxamséurefunktionalitit, die sich auBerdem durch Variation

des Propyl-Spacers von Fosmidomycin unterscheiden, werden an spéterer Stelle vorgestellt.

1.6.2 Molekiilregion B: Variation der Phosphonséiurefunktionalitiit
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Austausch der funktionellen Gruppe

Die Phosphonsaurefunktionalitidt von Fosmidomycin wird bei der Bindung an die PfDxr iiber ein Netz
von Wasserstoffbriickenbindungen in einer spezifischen Bindungstasche verankert. Die Phosphonat-
Sauerstoffatome dienen dabei als Wasserstoffbriickenakzeptoren.'”* Die essenzielle Natur der
Phosphonsaurefunktionalitit zeigte sich in dem von Kurz durchgefiihrten Austausch gegen eine
Carbonsdurefunktionalitit in den unterschiedlich substituierten Derivaten XV (Abb. 31) der einen

Aktivititsverlust zur Folge hatte.*”

Um die Nachteile der polaren Phosphonatgruppe zu umgehen und Wirkstoffe mit erhdhter
Membrangéngigkeit zu entwickeln, wurde die Phosphonsdurefunktionalitit von Schlitzer und

Mitarbeitern durch andere polare Funktionalititen ersetzt (Abb. 31).”*

Docking-Studien an der EcDxr
lieBen vermuten, dass diese funktionellen Gruppen ebenfalls zu Wasserstoffbriickenbindungen
befdhigt sein und durch zusitzliche Alkylsubstituenten eine alternative lipophile Bindungsstelle
erschlieBen konnten. Das Fosmidomycin-Sulfonséure-Derivat XVI sowie unterschiedlich substituerte

Sulfone XVII, Sulfonamide XVIII und Phosphonsduremonoester (XIX) sind in vitro gegeniiber der
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EcDxr und dem P. falciparum-Stamm Dd2 im Vergleich zu Fosmidomycin und FR900098 allerdings
nur schwach aktiv oder inaktiv. Das wirksamste Derivat dieser Serie (XIX, R = Phenylethyl) besitzt 9-
18fach hohere ICsp-Werte als die beiden Referenzsubstanzen. Fiir die effiziente Bindung eines
Inhibitors an die EcDxr ist die zweifach negative Ladung demnach essenziell, der Affinitdtsverlust bei
verminderter oder fehlender Ladung kann nur in sehr geringem Malie durch zusétzliche lipophile

. . 234
Wechselwirkungen kompensiert werden.
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IC5q (EcDxr) > 30 uM

Q QH ® QH
R P N H P N R=H,M
N e T]/ HO ) " \[( » Ve
HO HO
0] (0]

XIX: R = Me, Et, n-Pr, n-Bu, i-Bu, Fos: IC5y (EcDxr) = 0.035 uM
Phenylethyl, 1-/2-Naphthylethyl ICsq (PfDd2) = 0.57 uM
ICsq (EcDxr) = 0.49 - 50 uM FR: IC5y (EcDxr) = 0.035 uM
ICs5q (PfDd2) =4.96 - > 10 uM IC5q (PfDd2) = 0.27 uM

Abb. 31: Austausch der Phosphonsédurefunktionalitdt von Fosmidomycin.

Proteau und Mitarbeiter untersuchten die inhibierende Wirkung von Fosmidomycin-Analoga mit
modifizierter Phosphonsiurefunktionalitit auf rekombinante Synechocystis Dxr (Abb. 32).*** Wihrend
Carbonsdure- (XV) und Sulfonamid-Derivate (XVII, R =H) inaktiv sind, inhibieren die
Phosphorsdure-Analoga von Fosmidomycin und FR900098, Fosfoxacin und XX, das Enzym jeweils
deutlich stéirker als Fosmidomycin. Monophosphat-Ester sind allerdings aufgrund ihrer metabolischen
Instabilitét als Arzneistoffe problematisch. Zinglé et al. untersuchten inverse Fosmidomycin- und
FR900098-Derivate, die an Stelle der Phosphon- mit einer Carbon- (XXI) oder Sulfonsidurefunktion
(XXII) ausgestattet sind.”> Gegeniiber rekombinanter EcDxr ist ein drastischer Wirkungsverlust
festzustellen, der auf geringere Ladung, abweichende Geometrie oder Anzahl und Art der moglichen

Wasserstoffbriickenbindungen zuriickgefiihrt werden konnte.
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Fosfoxacin: R = H; K; (Syn.Dxr) = 0.019 uM
XX: R = Me; K; (Syn.Dxr) = 0.002 uM
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a: R=H; ICsq (EcDxr) = 1000 uM
b: R = Me; ICgy (EcDxr) =48 uyM

Abb. 32: Phosphorsédure-Derivate und inverse Fosmidomycin-Analoga.

Entwicklung von Phosphonsdure-Prodrugs

Fosmidomycin und FR900098 sind im P. vinckei-Mausmodell nach oraler Gabe deutlich geringer
antiplasmodial wirksam als nach intraperitonealer Injektion. 2001 wurden von Jomaa und
Mitarbeitern FR900098-Prodrugs (XXIII) untersucht, in denen die Phosphonsdurefunktionalitit als
Diarylester ,,maskiert wurde (Abb. 33, links).>*’
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/@/O o FR900098: R = H
R'I
' ISR WS Wt
R
XXIII R= %0 "R , % 0 o
a: R1 =H, R2 =H
b: Ry = H, Ry = Me XXIV XXV
c: Ry =OMe, Ry =H R'=H, Me R = Me, Et
R" = Me, Et, t-Bu,
CysH31, Ph

ICsp (PfDd2) = 0.893 uM
ICsq (PfDd2) = 0.272 pM
ICsq (PfDd2) = 0.174 pM

FR900098:
XXIVa (R' = H, R" = {Bu):
XXIVb (R' = Me, R" = Me):

ICsq (EcDxr) = 0.050 yM
ICsq (EcDxr) > 30 uM
ICs5q (EcDxr) > 30 uM

FR900098:
XXIVa: (R = H, R" = tBu):
XXIVc (R' = H, R" = Ph):

MIC (MtH37Rv) > 500 pg/mL
MIC (MtH37Rv) = 50-100 pg/mL
MIC (MtH37Rv) = 25-100 pg/mL

Abb. 33: Phosphonsdure-Prodrugs von FR900098.
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Diese Derivate zeigten im Mausmodell bei peroraler Applikation eine verbesserte antiplasmodiale
Wirksamkeit als FR900098. Da Arylester-Prodrugs wegen der Freisetzung von Phenolen jedoch
toxikologisch problematisch sind, wurden alternativ Acyloxyalkylester-Prodrugs (Beispiele: XXIV)
und Alkyloxycarbonyloxyalkylester-Prodrugs (XXV) von FR900098 entwickelt (Abb. 33, rechts).>"
¥ Die exemplarischen Inhibitionswerte zeigen die verbesserte antiplasmodiale in vitro-Aktivitit der
Prodrugs XXIVa und b im Vergleich zu FR900098.>** Bis-Pivaloyloxymethyl (POM)-Prodrugs
(analog XXIVa) wurden bei der Variation des Alkyl-Spacers von Fosmidomycin durch Kurz und
Schliiter anstelle freier Phosphonsiuren als nicht-hygroskopische Testsubstanzen eingesetzt.”" %
Kiirzlich wurden von Dowd und Mitarbeitern einige Prodrugs vom Typ XXIV gegeniiber
verschiedenen Gram-positiven und -negativen Bakterien evaluiert.”* Dabei zeigten besonders XXIVa
und das in dieser Arbeit erstmals beschriebene Prodrug XXIVe eine im Vergleich zu Fosmidomycin
und FR900098 deutlich gesteigerte Wachstumsinhibition des M. tuberculosis-Stamms H37Rv. Die

Derivate von XXIVa und ¢ mit verzweigter Methylenbriicke (R® = Me) zeigten geringere Aktivitit.

1.6.3 Molekiilregion C: Variation des Propyl-Spacers

’ A B
I, 9H ’ N 9 \\
': OY N,W\P\\OH /:'
\\ |/‘l’ . N ’
.. C .

Wihrend Hydroxamséure- und Phosphonsdurefunktionalitit fiir die Dxr-hemmende Wirkung aller
Fosmidomycin-Analoga unverzichtbar sind und ihr Austausch bisher stets zum Wirkungsverlust

fiihrte, kdnnen Modifikationen des Spacers zu wirksameren Inhibitoren als Fosmidomycin fiihren.

Neben Fosmidomycin wurden aus Streptomyces FR900098 und weitere Strukturanaloga isoliert und
charakterisiert (Abb. 34)."°""*%*%2% ER33289 zeigt im Vergleich zu FR900098 geringere
antibakterielle Wirksamkeit,”*® inhibiert rekombinante PfDxr allerdings gleich effektiv.**’
Entsprechendes gilt fiir den Vergleich der antibakteriellen und PfDxr-hemmenden Aktivitdt von
Fosmidomycin und Hydroxyfosmidomycin.*****" Das Propenyl-Analogon FR32863 besitzt eine mit
Fosmidomycin vergleichbare antibakterielle Wirkung,'””**® fiir diese Verbindung liegen allerdings
keine Daten zur Dxr-Inhibition vor. Das synthetisch hergestellte XXVI zeigt weniger als 50 % der

EcDxr-hemmenden Aktivitit Fosmidoymcins und ein geringeres antibakterielles Wirkspektrum.**"**

Die Arbeitsgruppe von Rohmer untersuchte die optimale Kettenlinge Fosmidomycin-analoger Dxr-

Inhibitoren an Derivaten mit inverser Hydroxamsaurefunktionalitit (Abb. 34).2? Wihrend bei
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inversen Derivaten mit um ein Kohlenstoffatom verldngertem Spacer (XXVII) die Hemmwirkung auf
die EcDxr nur auf etwa 40—60 % sinkt, sind die Analoga XXVIII mit entsprechend verkiirzter Kette
schwach aktiv bzw. inaktiv. Der verldngerte Spacer scheint eine effiziente Bindung des Inhibitors zu
verhindern, wéhrend eine Verkiirzung des Spacers dazu fiihrt, dass entweder nur die Phosphonsiure-

oder die Hydroxamséurefunktion im aktiven Zentrum der Dxr binden kann.**

O OH OH o OH
P. ~_ _N__R
HO o HO S

Hydroxy-Fos: R = H, IC5, (PfDxr) = 41 nM, Fos: IC5, (PfDxr) = 36 nM FR32863: R=H
FR33289: R = Me, IC5q (PfDxr) = 16 nM, FR900098: IC5, (PfDxr) =15 nM XXVI: R = Me

e R 0 0 0 R
P N P _OH _P N.
HO 1 ™>"">"""""OH HO”/V\)LN HO“ /™" "OH
HO HO ! HO
o) R 0
XXvii XXVl
R = H; ICs (EcDxr) = 0.27 yM  XII: R = H; IC5q (EcDxr) = 0.17 uM R = H; ICs (EcDxr) = 1000 M

R =Me; ICsq (EcDxr) = 0.11 uM  XIllI: R = Me; IC5¢ (EcDxr) =0.049 uyM R = Me; IC5q (EcDxr) = 19 uM
Abb. 34: Naturstoffe und inverse Fosmidomycin-Analoga mit modifiziertem Spacer.

Zur Untersuchung von Struktur-Aktivititsbeziechungen in der Spacer-Region synthetisierten Devreux
et al. Cyclopropyl-Analoga (XXIX), in denen die Rotationsfreiheit der Kohlenstoffkette eingeschriankt
und dadurch die rdumliche Anordnung der Pharmakophore festgelegt ist (Abb. 35).*** Die
biologischen Untersuchungen zeigten fiir das N-acetylsubstituierte, trans-konfigurierte (1R, 2S)-
Cyclopropyl-Derivat (XXIXb) sowohl gegeniiber der EcDxr als auch den P. falciparum-Stimmen
Dd2 und 3D7 eine mit Fosmidomycin vergleichbare inhibitorische Aktivitit. Cyclopropyl-Analoga
mit verkiirztem oder verldngertem N-Acylrest (XXIXa,c) haben eine geringere enzym- oder

wachstumsinhibierende Aktivitit, ebenso das a-phenylsubstituierte cis-Cyclopropyl-Derivat XXX.***

An den von Haemers et al. vorgestellten, konformativ noch weiter eingeschrinkten Analoga mit
Cyclopentyl-Strukturelement (XXXI) bestitigt sich die Beobachtung, dass die wirksameren Isomere
eine trans-Konformation der Ringsubstituenten zueinander besitzen (Abb. 35).** Im Gegensatz zu
den Cyclopropyl-Analoga sind die N-Formyl-Derivate von XXXI inhibitorisch aktiver als die
N-Acetyl-Derivate. Auch die von Kaula synthetisierten Cyclopentyl-Derivate XXXII sind gegeniiber
P. falciparum schwicher wirksam als das FR900098-Prodrug FR-POM (Abb. 35).%"

Kurz und Mitarbeiter synthetisierten Bis-POM-Prodrugs aromatischer Fosmidomycin-Analoga
(XXXIII), in denen die a- und B-Kohlenstoffatome des Spacers Teil eines Phenylkerns sind
(Abb. 35)** Mit dieser Modifikation ist ein erheblicher Wirkungsverlust verbunden. Die
Wachstumshemmung des P. falciparum 3D7-Stammes durch diese Derivate ist im Vergleich zu den

entsprechenden Prodrugs der Referenzverbindungen Fos-POM und FR-POM geringer.**
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OH HO OH
H N =
VAV S HO N
(R4S )R =)
O H O PR H O
HO oH
XXIX XXX: ICsq (EcDxr) > 30 uM
a:R=H ICg (EcDxr)=0.313 uyM
IC50 (Pf3D7) = 2.1 uM Fos: ICsy (EcDxr) =0.048 uM
ICs0 (PfDd2) = 2.0 uM IC5¢ (Pf3D7) = 0.40 uM
b: R=Me ICgy (EcDxr)=0.050 uM IC5q (PfDd2) = 0.48 uM
ICso (Pf3D7) = 0.32 uM FR: ICs, (EcDxr) = 0.058 yM
ICsq (PfDd2) = 0.48 pM ICsq (Pf3D7) = 0.24 uM
c:R=H ICg (EcDxr)> 3.0 uM ICso (PfDd2) = 0.28 pM
XXXI
a:trans, R=H [Cgzy (EcDxr)=0.20 pM
O OH b: trans, R = Me 1Csq (EcDxr) = 2.3 uM
P N c:cis,R=H ICgy (EcDxr) = 2.3 uM
HO'/ 77/R oS, R = 50 ( )_ v
HO d d: cis, R=Me  ICsy (EcDxr)=12 uyM
Fos: ICsq (EcDxr) = 0.029 uM
FR: ICsq (EcDxr) = 0.035 pM
0 OH Q PH
P N P N__R
POMO/“@M 77/R POMO™ | > N
POMO POMO
0] o]
trans, cis, R=H, Me FR-POM: R = Me
Wachstumshemmung
(Pf3D7) bei 10 uM:
14-18% 0]
FR-POM: 65%
° POM = f%f\oJ\(cHg3
E N,OH XXXl
POMO-! R =H, Me, Bn; ICs, (Pf3D7) = 47-61 uM
POMO o% R Fos-POM:  ICg (Pf3D7) = 2.1 uM
FR-POM: ICs0 (Pf3D7) = 0.4 uM

Abb. 35: Konformativ eingeschriankte Fosmidomycin-Analoga.

Die aromatische Substitution des Propyl-Spacers in a-Position zur Phosphonsédurefunktionalitdt fiihrte
zu den lange Zeit wirksamsten bekannten Fosmidomycin-Derivaten. Die Arbeitsgruppe von Kurz
stellte bereits 2005 Bis-POM-Prodrugs a-arylsubstituierter Fosmidomycin-Derivate (XXXIV) vor, die
im Vergleich zu dem Fosmidomycin-Prodrug (Fos-POM) antiplasmodial deutlich aktiver sind

(Abb. 36).7"%°
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Q oH XXXIV
poMO" " NTR a:R=R=H ICso (PF3D7) = 0.6 UM
POMO o) b:R=Me, R'=H ICg (Pf3D7)=0.7 uM
c:R=H,R'=F ICs, (Pf3D7)=0.3 uM
R Fos-POM: ICso (Pf3D7) = 2.1 uM
i FR-POM: ICso (Pf3D7) = 0.4 uM

Abb. 36: Prodrugs von a-arylsubstituierten Fosmidomycin-Derivaten.

Diese Ergebnisse wurden von Van Calenberghs Arbeitsgruppe an einer Serie von a-arylsubstituierten
Fosmidomycin-Analoga bestitigt (Beispiele: XXXV, Abb.37)>**!' Um die Auswirkungen
hydrophober, elektronischer und sterischer Eigenschaften des Arylubstituenten zu untersuchen,
wurden gemdl3 der Methode von Topliss verschiedene Substituenten in meta- und para-Position des

Phenylkerns eingefiihrt.”**>

Q oH
P N_ R
ol )
HO 5
Rll
Rl
XXXV
a:R=H, R = OMe, R" = H ICs (EcDxr) = 0.156 pM ICs, (PfDd2) = 0.20 uM
b:R=H,R =Cl,R"=Cl ICso (EcDxr) = 0.059 pM ICsp (PfDd2) = 0.028 uM
¢:R=H,R'=CN,R"=H ICs0 (EcDxr) = 0.054 uM ICso (PfDd2) = 0.27 uM
d:R=Me, R'=H,R"=H ICso (EcDxr) = 0.311 uM ICsp (PfDd2) = 0.35 uM
f:R=Me, R'=OMe,R"=H  ICs, (EcDxr) = 0.459 uM ICs (PfDd2) = 0.27 uM
h: R =Me, R'=Cl, R" = Cl ICsq (EcDxr) = 0.119 uM ICsp (PfDd2) = 0.09 uM
i:R=Me, R'=CN, R" = H ICs0 (EcDxr) = 0.119 uM ICso (PfDd2) = 0.27 uM
Fos: ICso (EcDxr) = 0.030 pM ICsp (PfDd2) = 0.36 uM
FR: ICso (EcDxr) = 0.030 pM ICs (PfDd2) = 0.18 uM

Abb. 37: Weitere a-arylsubstituierte Fosmidomycin-Analoga.”

Alle a-arylsubstituierten Fosmidomycin-Derivate zeigen zwar gegeniiber der EcDxr um den Faktor
2-15 erhohte ICs-Werte im Vergleich zu Fosmidomycin, sind diesem aber in der
Wachstumshemmung von P. falciparum Dd2 und 3D7 deutlich iiberlegen.” Die N-formylsubstituierten
Verbindungen sind aktiver als die entsprechenden N-Acetyl-Derivate. Wie die Ergebnisse von Kurz
bereits gezeigt hatten, wirkt sich auch hier eine elektronenziehende Substitution des Aromaten giinstig
auf die antiplasmodiale Aktivitit aus (XXXIVe, XXXVb). Die gute antiplasmodiale Wirksamkeit der

spiter veroffentlichten o-4-Cyanophenyl-Derivate XXX Ve und i bestitigt diesen Zusammenhang.***

" XXXVe und i wurden als Bisammoniumphosphonate hergestellt.
" Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nur die ICs)-Werte fiir die P/Dd2-Inhibition gezeigt, die Aktivititen der
Verbindungen gegeniiber 3D7 zeigen vergleichbare Tendenzen.
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a-Arylsubstituierte Fosmidomycin-Analoga wurden kiirzlich von Andaloussi, Henriksson et al. auf
ihre inhibitorische Aktivitit gegeniiber M¢Dxr untersucht. In einer 2011 ver6ffentlichten Arbeit wurde
gezeigt, dass die bereits vorgestellten dichlorphenylsubstituierten Verbindungen XXXVb und h die
bisher stdrksten Fosmidomycin-analogen Inhibitoren dieses Enzyms sind, wéhrend das ebenfalls

bekannte a-Phenyl-Analogon von FR900098 (XXXVd) MtDxr schwicher inhibiert (Abb. 38).>

Q OH 9 OH
P N_ R P N_ R
HO™) \[( HO™/ \[(
Rl
XXXV XXXVI
b:R=H,R'=Cl  ICs (MtDxr)=0.15 pM a:R=H,R =Br ICs0 (MtDxr) = 5.6 UM
d:R=Me, R'=H ICgs, (MtDxr) =7.4 uM b:R=Me, R =Br  ICgy (MtDxr) =210 uM
h:R=Me, R'=Cl ICgy (MtDxr) = 0.7 uM c:Me=H,R =Me ICsq (MtDxr) =205 uM
Fos: IC5o (MtDxr) = 0.08 uM XXXVla-c: MIC (MtH37Rv) > 32 pg/mL
FR: IC5q (MtDxr) = 0.16 pM
o) OH
P N
HO ™Y R=a) & o b)
HO
<o » HOW
o
XXXVII

a: ICgg (MtDxr) = 1.5 pM

b: ICsp (MtDxr) = 4.1 uM °) g@@ ¢ -§~©—N 0
c: ICso (MtDxr) = 0.8 uM \_/ _/

d: IC5y (MtDxr) = 27.3 uM

Abb. 38: a-Arylsubstituierte Fosmidomycin-Analoga als M¢Dxr-Inhibitoren.

Auf der Basis von MirDxr-Kristallstrukturen wurden o-arylsubstituierte Fosmidomycin-Analoga
synthetisiert, die durch eine ortho-Substitution des Phenylkerns eine dem aktiven Zentrum der M¢Dxr
benachbarte Bindungstasche adressieren sollten (Beispiele: XXXVI, Abb. 38).'” Diese Strategic
fiihrte jedoch nicht zu einer Verbesserung der M¢Dxr-Inhibition. Wihrend fiir das Fosmidomycin-
Analogon XXXVIa noch ein ICsp-Wert von 5,6 uM gemessen wurde, sind die anderen Derivate mit
ICso-Werten im dreistelligen mikromolaren Bereich inaktiv. Gegeniiber dem M. tuberculosis-Stamm

H37Rv zeigt keine der Testverbindungen Wachstumsinhibition (MIC > 32 pg/mL).

Wie bereits angemerkt wurde, wird die fehlende Aktivitdt Fosmidomycins gegeniiber M. tuberculosis
darauf zurlickgefiihrt, dass dieser polare Wirkstoff die mykobakterielle Zellwand nicht durchdringt.
Lipophilere Derivate konnten moglicherweise eine verbesserte Wirkung zeigen. Vor diesem

Hintergrund wurde in einer Folgestudie der oben genannten Arbeitsgruppe die inhibitorische Aktivitat
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von Fosmidomycin-Analoga mit verschiedenen Arylsubstituenten (Beispiele: XXXVII, Abb. 38)

gegeniiber M¢Dxr evaluiert."

Die Untersuchungen zeigten, dass das Enzym eine groBe Bandbreite
aromatischer Substituenten toleriert. Dies ist vermutlich auf die geringen Wechselwirkungen der
Aromatenregion mit dem Enzym zuriickzufiihren. Die Fosmidomycin-Analoga zeigen gegeniiber
XXXVI schon deutlich verbesserte MtDxr-Inhibition, Uiber eine Evaluation der M. tuberculosis-

Wachstumshemmung wird jedoch in dieser Studie nicht berichtet.

Devreux et al. berichteten 2007 iiber die Synthese und biologische Evaluation a-arylsubstituierter,
o,B-ungesittigter Fosmidomycin-Analoga (Beispiele: XXVIII und XXVIV, Abb. 39).>° Durch
Rigidisierung des Spacers sollte iiber den Vergleich der £- und Z-Isomere die bevorzugte Enzym-
Bindungskonformation aufgeklart werden. Im Gegensatz zum Cyclopropyl-Analogon XXIXb sind die
o,pB-ungesittigten Verbindungen sowohl in E- (XXXVIII) als auch in Z-Konformation (XXXIX)
gegeniiber der EcDxr im Vergleich zu Fosmidomycin und FR900098 nur schwach aktiv.

o oH XXXVII*
I [ a:R=Ph ICs5q (EcDxr) = 5.7 uyM
HO/FY\/NTH b: R = 3,4-diCI-Ph ICs (EcDxr) = 5.5 uM
HO & o c:R=Br ICso (EcDxr) = 0.45 uM

(*Bis-Ammoniumphosphonat)

XXXIX
R = Ph, 3-/4-Nitrophenyl, 2-/3-Thienyl

OH
N__O
9\(( f ICs (EcDxr) > 30 uM
P
/
R

HOJ Fos: ICsq (EcDxr) = 0.034 pM
FR: ICsq (EcDxr) = 0.032 uM

Abb. 39: o,B-ungesittigte Fosmidomycin-Derivate.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Doppelbindung durch Einschrankung der Rotation in beiden Féllen
eine fiir die Enzymbindung ungiinstige Stellung der Pharmakophore zueinander erzeugt. Das aus einer
Synthese-Zwischenstufe gewonnene o-Brom-Analogon XXXVIIIe zeigt eine deutlich hohere
Aktivitidt als die aromatischen Analoga XXXVIIIa und b, die vermutlich auf die giinstige,

elektronenziehende Wirkung des Halogens zuriickzufiihren ist.>*°

Kurz und Mitarbeiter untersuchten a-alkylsubstituerte Bis-POM-Prodrugs von Fosmidomycin und
FR900098 auf ihre Wachstumshemmung von P. falciparum (Beispiele: XL, Abb. 40).>*° Eine
a-Methylsubstitution (XLa und b) konnte unter Aktivititserhalt vorgenommen werden, wahrend die
Einfiilhrung groBerer Substituenten in a-Position (XLc) oder die o-Dimethylierung (XLd) einen
Wirkungsverlust zur Folge hatten. Der Austausch des a-Methyl- gegen einen a-Hydroxymethyl-

Substituenten (XLe) ergab Prodrugs mit deutlich verminderter inhibitorischer Aktivitit.>’
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XL
a:R=H,R =Me,R"= Inhib. Pf3D7 (25uM) = 97 %
o OH ICs0 (Pf3D7) = 0.7 uM
P N__R b:R=Me,R'=Me,R"=H Inhib. Pf3D7 (25uM) = 97 %,
POMO™ ™" ICso (PF3D7) = 0.7 uM
R'R © c:R=H,R =EtR"=H Inhib. Pf3D7 (25uM) = 57 %
d:R=H,R'=Me,R"=Me Inhib. Pf3D7 (25uM) = 12 %
e:R= H’ R' = CHZOH, R"=H |C50 (Pf3D7) =3.7 lJM
(Inhib. = Wachstumsinhibition)
0 OH XLI:n =1
P N__R a:R=H,R=H Inhib. Pf3D7 (10uM) = 58 %
POV g b:R=H,R=Cl Inhib. Pf3D7 (10uM) = 76 %
] O c:R=Me,R'=Cl Inhib. Pf3D7 (10uM) = 23 %
R XLI: n =2
R a:R=H,R=H Inhib. Pf3D7 (10uM) = 42 %
b: R =Me, R'=H Inhib. Pf3D7 (10uM) = 13 %
0O OH
II:I’ N R XLIIl: R = H, Me, R' = Me, Ph:
POMO’;
POMO v\R/- \[Or Inhib. PF3D7 (100uM) = 26-60%
o oH XXXIVa:  ICg, (Pf3D7) = 3.7 uM
I Vo Inhib. Pf3D7 (10pM) = 89 %
POMO”/
POMO \g/ zum Vergleich:

Fos-POM: ICy, (Pf3D7) = 2.1 M
Inhib. P£3D7 (10pM) = 83 %

FR-POM: [Cs, (Pf3D7)= 0.7 uM
Inhib. Pf3D7 (10pM) = 96 %

Abb. 40: Substitution des Spacers von Fosmidomycin in a- und y-Position.

Die o-Substitution des Propyl-Spacers von Fosmidomycin wurde im Folgenden auf Aralkylreste
erweitert (Beispiele: XLI, Abb. 40).>** XLIb ist das gegeniiber P. falciparum inhibitorisch aktivste

arylmethylsubstituierte Fosmidomycin-Analogon.**’

Wird ein Arylmethyl-Substituent in a-Position
noch toleriert, tritt bei der Verldngerung der Alkylkette um ein weiteres Kohlenstoffatom ein
deutlicher Wirkungsverlust ein. Die von Kurz et al. vorgestellten a-phenylethylsubstituierten Prodrugs
XLII zeigen im Vergleich zum o-Phenyl-Analogon XXXIVa eine reduzierte Aktivitit (Abb. 40).>*'
Um weitere Struktur-Aktivitits-Beziehungen aufzukliren, wurden y-substituierte Prodrugs (XLIII)

synthetisiert und auf ihre Wachstumshemmung gegeniiber P. falciparum untersucht.**

Im Vergleich
mit dem Bis-POM-Prodrug von a-Phenyl-Fosmidomycin (XXXIVa) zeigten diese Derivate bei einer
Konzentration von 100 uM nur 26-60 % Wachstumsinhibition (Abb. 40). Die y-Substitution fiihrt

wahrscheinlich zu einer sterischen Hinderung der Metallkomplexierung im aktiven Dxr-Zentrum.**
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Im Jahr 2010 wurden von Behrendt et al. inverse, a-phenylsubstituierte Fosmidomycin-Analoga mit
unterschiedlicher Kettenldnge und Substitution des Hydroxamsdure-Stickstoffatoms vorgestellt
(Abb. 41)*"7 Die verschiedenen Derivate wurden auf ihre Hemmwirkung gegeniiber den DOXP-
Reduktoisomerasen von P. falciparum und E. coli sowie ihre antiplasmodiale Aktivitit gegeniiber dem

multiresistenten P. falciparum-Stamm K1 untersucht.

0] | @) 0] 0 ) O O

I Il
P N P _OH P OH P _OH
HO"/ “OH HO//MN HO™ MN HO//MN
HO\’/\[( HO ! HO HO

Ph O R R Ph Ph L

XLV: R = Me

XLIV XLVI: R = H XLV XLVIII
XLV
a:R'=Ph IC5q (PfDxr) = 0.003 uM IC5q (EcDxr) = 0.24 yM IC5 (PfK1) = 0.59 uM
b: R' = 1-Naphthyl ICsq (PfDxr) = 0.009 uM ICsq (EcDxr) = 3.8 uyM ICs5 (PfK1) = 0.97 uM
c: R'= 3,4-diF-Ph IC5q (PfDxr) = 0.003 uM ICs5¢ (EcDxr) = 0.12 yM IC5q (PfK1) = 0.29 uM
d: R' = 3,4-diCI-Ph ICsq (PfDxr) = 0.004 uM ICsq (EcDxr) = 0.18 pM ICs5¢ (PfK1) =0.41 uM
XLVI
a:R'=Ph ICsq (PfDxr) = 0.012 uM ICs0 (EcDxr) = 0.59 pM ICs5 (PfK1) =3.9 uM
b: R' = 1-Naphthyl IC5q (PfDxr) = 0.037 uM ICs5q (EcDxr) = 7.4 uM IC5 (PfK1) = 2.4 uM
c: R' = 3,4-diF-Ph ICsq (PfDxr) = 0.003 uM ICsq (EcDxr) = 0.21 yM ICs5 (PfK1) = 0.38 uM
XLVII: ICsq (PfDxr) = 0.015 uyM ICsq (EcDxr) =15 uyM ICs5 (PfK1) = 1.3 uM
Fos: IC5q (PfDxr) = 0.144 uyM IC5¢ (EcDxr) = 0.22 yM IC5 (PfK1) = 3.7 uM
XLIV, XLVIII: inaktiv gegentiber PfDxr, EcDxr und PfK1

Abb. 41: a-arylsubstituierte, inverse Fosmidomycin-Analoga.

Das N-methylsubstituierte, kettenverkiirzte Analogon XLIV zeigt weder im Enzym- noch im
Zellkulturassay inhibitorische Aktivitdt. Dagegen ist das N-methylierte inverse Analogon XLVa ein
hochpotenter PfDxr-Inhibitor und inhibiert das Enzym mit einem ICso-Wert von nur 3 nM. Die EcDxr-
Inhibition durch XLVa ist um zwei Zehnerpotenzen schwicher und mit derjenigen Fosmidomycins
vergleichbar.” In der Wachstumsinhibition des P.falciparum-Stamms K1 ibertrifft XLVa
Fosmidomycin dagegen deutlich. Das Analogon XLVIa mit freier Hydroxamsdure-Funktionalitit
inhibiert die PfDxr schwécher als XLVa, aber um den Faktor 10 stirker als Fosmidomycin. Die
EcDxr-Inhibition durch XLVIa ist im Vergleich zu Fosmidomycin niedriger, wahrend die

antiplasmodiale Aktivitit vergleichbar ist.*"”

In einer 2011 publizierten Folgearbeit wurden weitere Inhibitoren dieses Typs vorgestellt, bei denen

der aromatische a-Substituent und der Hydroxamséure-Substituent variiert wurden.”’®* XLVb,d und

" Anders als Fosmidomycin und FR900098 bewirken XLVa und XLVIa keine Inhibition des rekombinanten
DRL-Enzyms von Brucella abortus.'”
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XLVlIe besitzen elektronenziehende Halogensubstituenten und hemmen die PfDxr mit 1Cs,-Werten
von 3—4 nM so effektiv wie XLVa, sind gegeniiber der EcDxr und dem P. falciparum-Stamm K1
jedoch noch aktiver. Demnach ist auch bei inversen Fosmidomycin-Analoga eine elektronenziehende
aromatische Substitution aktivititssteigernd.”' Interessanterweise toleriert die PfDxr auch einen
sterisch anspruchsvollen 1-Naphthylsubstituenten in a-Position: XLVb und XLVIb zeigen PfDxr-
Inhibition im niedrigen nanomolaren Bereich, EcDxr-Inhibition und PfK1-Wachstumshemmung sind
jedoch schwicher ausgeprégt als bei den anderen arylsubstituierten Derivaten (Ausnahme: XLVIa).
Auch hier wirken N-Methylderivate stirker als freie Hydroxamsduren. GroBere N-Substituenten

verringern die antiplasmodiale und Dxr-hemmende Aktivitét (vergleiche XLVa, XLVII und XLVIII).

XLVe und XLVIe wurden im P. berghei-Mausmodell evaluiert. In diesen Versuchen zeigte die freie
Hydroxamsédure XLVIc eine mit Chloroquin vergleichbare in vivo-Aktivitit, wihrend XLVec keine
nennenswerte Aktivitit aufweist.”’® Abb. 42 zeigt eine Kaplan-Meier-Analyse®’ der mit XLVe,

XLVlIe¢, Fosmidomycin und Chloroquin durchgefiihrten in vivo-Experimente.
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Abb. 42: Kaplan-Meier-Analyse der in vivo-Experimente an kiinstlich mit P. berghei-infizierten
Miusen (modifiziert nach Behrendt, 2011°™%).

Mittels Rontgenkristallstrukturanalyse konnte exemplarisch der Bindungsmodus von XLVe an die
EcDxr aufgekldrt werden (Abb. 43). Die Wechselwirkungen der Pharmakophore mit dem aktiven
EcDxr-Zentrum und die oktaedrische Metallkoordination sind weitgehend analog zu Fosmidomycin.
Wegen des sterisch anspruchsvollen Phenylsubstituenten kann die flexible Schleife allerdings keine
geschlossene Konformation einnehmen. Die Kristallstruktur 1dsst hydrophobe Wechselwirkungen des
N-Methylsubstituenten mit dem Difluorphenylrest und dem Kohlenstoffriickgrat des Inhibitors
erkennen. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der EcDxr und PfDxr wird ein gleichartiger

Bindungsmechanismus von Inhibitoren dieses Strukturtyps an die PfDxr angenommen.



49

Asp150

Glu152

Abb. 43: Darstellung des katalytischen EcDxr-Zentrums mit gebundenem Inhibitor XLVe. Die
schwarzen gestrichelten Linien stellen die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der EcDxr, den
Liganden und Wassermolekiilen (blau) dar. Die griinen gestrichelten Linien zeigen intramolekulare
van der Waals-Wechselwirkungen zwischen der N-Methylgruppe, dem a-Arylsubstituenten und den
Methylengruppen von XLVe (Grafik erstellt mit PyMOL" aus der PDB-Datei 3ROI).

Wie bereits anhand verschiedener Struktur-Aktivitdts-Untersuchungen festgestellt wurde, ist eine
zweifach deprotonierte Phosphonsédurefunktionalitdt essenziell fiir die ausgeprigte Wirksamkeit eines
Dxr-Inhibitors. Die gute Aktivitidt von a-3,4-Dichlorphenyl-Fosmidomycin (XXXVDb) ist vermutlich
neben der Lipophilie des Molekiils auch auf den elektronenziehenden Effekt des Aromaten
zuriickzufiihren, der eine Erniedrigung des zweiten pKg-Wertes der Phosphonsdure bewirkt. Um
diesen Effekt auch bei aliphatischen Fosmidomycin-Analoga zu erhalten, wurden von Verbrugghen et
al. a-halogensubstituierte FR900098-Analoga synthetisiert (XLIX und L, Abb. 44).*® In der 2010
verOffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass a-halogenierte Analoga in vitro gegeniiber dem
multiresistenten P. falciparum-Stamm K1 inhibitorisch wirksamer sind als Fosmidomycin und
FR900098. Die gute Aktivitit von XXXVb kann durch die aliphatischen Derivate in vitro nicht
iibertroffen werden. Im in vivo-Modell mit P. berghei-infizierten Mausen fiihrte die Behandlung mit
XLIXb und L allerdings zu einer hoheren mittleren Uberlebensdauer’ als mit FR900098, wihrend

XXXVb trotz des vielversprechenden in vitro-Potenzials keine signifikante Aktivitit zeigte.>®

" The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3 Schrodinger, LLC.
" MST = mean survival time.
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? oH XLIX
Ho’/Pj/\/Nm/ a:X=Cl ICsq (PfK1)=0.30 uM
HO o o b:X=F  ICs (PfK1)=0.29 uM, MST =15.8
XLIX L: ICsq (PfK1) = 0.31 uM, MST =11.7
(”) (0] zum Vergleich:
y /P\K\)J\N/OH XXXVb:  [Cg, (PfK1) = 0.16 uM, MST = 7.0
Rd | Fos: ICso (PfK1) = 1.73 uM, MST =11.5
F FR: ICso (PfK1) = 0.42 uM, MST = 10.8
L

(*MST = Mittlere Uberlebensdauer in Tagen)
Abb. 44: o-halogenierte FR900098-Analoga.

Im Hinblick auf die Bedeutung der zweifach deprotonierten Phosphonsidurefunktionalitit flir die
Enzyminhibition wurde von Haemers et al. 2008 ein neuartiger Typ von Fosmidomycin-Analoga
entwickelt.”’ Fosfoxacin, das Phosphat-Analogon von Fosmidomycin, und das Phosphat-Analogon
von FR900098 inhibieren rekombinante Synechocystis Dxr deutlich stirker als Fosmidomycin, was
unter anderem auf die hohere Aciditit von Phosphorsduren im Vergleich zu Phosphonsiuren
zuriickgefihrt  wird”®® Um die Deprotonierung der Phosphonsiure- und/oder  der
Hydroxamséurefunktionalitit zu unterstiitzen, wurden bei Fosmidomycin und FR900098 die
B-Methylengruppen gegen ein isosteres Sauerstoffatom ausgetauscht (LIa und b, Abb. 45). Als
inverse Hydroxamsdure-Analoga wurden zusitzlich die B-Oxa-Isostere LIIa und b sowie die
entsprechenden y-Oxa-Isostere LIIIa und b synthetisiert. Letztere sollen durch das Sauerstoffatom die
Hydroxygruppe am C4 des Substrates imitieren, welche durch Wasserstoffbriickenbildung zur

Enzymbindung beitrégt.

Untersuchungen an rekombinanter EcDxr zeigten, dass das B-Oxa-Isoster LIb und die dazu inverse
Hydroxamséure LIIb im direkten Vergleich eine etwas hohere inhibitorische Aktivitét zeigen als das
von Rohmer synthetisierte, N-methylierte inverse Fosmidomycin-Analogon XIII (in dieser Arbeit:
ICso (EcDxr) = 0,097 uM). Sie sind jedoch geringfiigig schwicher aktiv als Fosmidomycin und
FR900098. LIb und LIIb ibertreffen dagegen in ihrer P. falciparum-Wachstumshemmung
Fosmidomycin und sogar FR900098, das in vitro bislang die aktivste Verbindung war. Vor Behrendts

7218 war LIIb das erste

Entwicklung der inversen, a-arylsubstituierten Fosmidomycin-Analoga
bekannte Analogon mit verbesserter antiplasmodialer Aktivitat in vitro gegeniiber Fosmidomycin und
FR900098. Das p-Oxa-Isoster Lla zeigt eine 12-14fach verminderte Enzym- und
Wachstumshemmung gegeniiber der EcDxr bzw. P. falciparum 3D7, die EcDxr-Inhibition durch das
inverse LIla ist noch geringer. Die antiplasmodiale Aktivitit des instabilen Oxa-Isosters LIIb konnte
durch die Derivatisierung zum Bis-POM-Prodrug LIII um den Faktor 5 gesteigert werden. Die
inversen y-Oxa-Isostere LIV zeigen hingegen bei einer Konzentration von 3uM keine Inhibition der

EcDxr und wurden deshalb gegeniiber P. falciparum 3D7 nicht evaluiert.”’



51

O OH LI
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HO 5 b:R=Me ICs, (EcDxr) = 0.087 pM, ICsq (Pf3D7) = 0.36 uM
O ©) LIl
HO”D\/O N’OH a:R=H  ICs (EcDxr)>3 uM )
HO Il? b: R=Me ICsq (EcDxr)=0.072 uM, ICsq (Pf3D7) = 0.24 uM
o o)
P _OH LI ICso (Pf3D7) = 0.051 uM
POMO" \/O\)J\N © 50 ( ) H
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O i LIV
TR e a:R=H  ICsy (EcDxr)>3 M
HO é b: R=Me ICgy (EcDxr)>3uM
Fos: ICso (EcDxr) = 0.054 uM, ICsq (Pf3D7) = 1.20 uM
FR: ICso (EcDxr) = 0.062 uM, ICsq (Pf3D7) = 0.43 uM

Abb. 45: B- und y-Oxa-Isostere von Fosmidomycin und FR900098.

Bei allen bisher untersuchten, am Propyl-Spacer einfach substituierten Fosmidomycin-Analoga
handelt es sich um racemische Gemische. Fiir den Fall, dass der Substituent der Propylkette direkte
Wechselwirkungen zum Enzym eingeht oder stereoselektiv Wasser verdridngt, kann eine hohere

Aktivitét eines der beiden Enantiomere angenommen werden.
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1.7 Aufgabenstellung

Die im Rahmen dieser Arbeit geplanten Strukturvariationen von Fosmidomycin sollten alle drei

Molekiilregionen umfassen, wobei die Variationen der funktionellen Gruppen meist mit einer

strukturellen Verdnderung des Spacers verbunden wurden (Schema 1). An dieser Stelle wird nur ein

allgemeiner Uberblick iiber die geplanten Fosmidomycin-Derivate gegeben, da die Entwicklungen der

einzelnen Zielstrukturen in den betreffenden Kapiteln detaillierter beschrieben werden.

L.

Zunéchst sollte die Molekiilregion A von Fosmidomycin durch Austausch der
Hydroxamséurefunktionalitit gegen eine bei Fosmidomycin-Analoga bisher noch nicht
beschriebene ortho-Hydroxy- oder ortho-Aminobenzamid-Struktur variiert werden. Vor
Beginn der eigenen Arbeiten waren bereits Metalloenzyminhibitoren bekannt, bei denen die
Hydroxamséaurefunktionalitit in Benzamid-Derivaten erfolgreich gegen die genannten
Strukturelemente ausgetauscht wurde. Dieses Konzept sollte auf Fosmidomycin {ibertragen
werden. Durch Variation von Lange und Substitution des Spacers (Molekiilregion C) sollte
eine erste Optimierung der neuen Benzamid-Leitstruktur erreicht werden.

Vor Beginn der eigenen Arbeiten wurden B-Oxa-Analoga Fosmidomycins beschrieben, die in
ihrer antiplasmodialen in vitro-Aktivitit Fosmidomycin und FR900098 {iibertreffen. Daher
sollte im Hauptteil dieser Arbeit der Spacer (C) modifiziert werden, indem die zur
Phosphonsdurefunktionalitit [-stindige Methylengruppe gegen ein Sauerstoffatom
ausgetauscht wurde. Durch die eigene Arbeitsgruppe war bereits zu Beginn der Dissertation
auch das gute antiplasmodiale Potenzial inverser, a-arylsubstituierter Fosmidomycin-Analoga
gezeigt worden. Um die Vorteile beider Strukturvariationen zu kombinieren, sollte die
Inversion der Hydroxamséurefunktionalitit (A) zusammen mit der Substitution des Spacers
(C) in a-Position zur Phosphonsédurefunktionalitit in Form von neuartigen B-Oxa-Isosteren
Fosmidomycins zur Anwendung kommen.

Im dritten Teil der Arbeit sollten die antiplasmodial aktivsten Fosmidomycin-Analoga aus
Teil 2 in Form verschiedener Phosphonsdureester-Prodrugs derivatisiert werden
(Molekiilregion B). An einem ausgewidhlten Prodrug sollte zudem die inverse
Hydroxamséaurefunktionalitdt (A) derivatisiert werden, um einen neuartigen Typ von
lipophilen Doppelester-Prodrugs zu erhalten, der zuvor im Arbeitskreis fiir inverse

Fosmidomycin-Analoga entwickelt worden war.

Alle Fosmidomycin-Derivate sollten auf ihre inhibitorische Aktivitit gegeniiber den DOXP-

Reduktoisomerasen von P. falciparum, E. coli und M. tuberculosis und ihre antiplasmodiale Wirkung

gegeniiber verschiedenen P. falciparum-Laborstimmen untersucht werden.
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Schema 1: Im Rahmen der Dissertation geplante Strukturvariationen von Fosmidomycin.
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2 Fosmidomycin-Analoga mit Benzamid-Teilstruktur

2.1 Metalloenzyme als pharmazeutische Targets

Etwa ein Drittel aller bekannten Enzyme enthalten Metallionen als Kofaktoren und werden daher unter
dem Begriff Metalloenzyme zusammengefasst. Sie kommen in allen Lebewesen vor, iiben vielfdltige
metabolische Funktionen aus und gehoren zu den bisher am intensivsten untersuchten

260,261

Enzymklassen. Viele Metalloenzyme sind therapeutische Zielstrukturen fiir die Behandlung von

kardiovaskuldren, neurodegenerativen, entziindlichen Erkrankungen, Krebserkrankungen oder

Infektionskrankheiten. %

Diese Enzymklasse eignet sich besonders fiir eine struktur- und
mechanismusbasierte Entwicklung synthetischer Inhibitoren: Das Metallion kann als eine Art
molekularer ,,Anker genutzt werden, iiber den Substratanaloga, die mit einer metallkomplexierenden
Funktionalitit versehen sind, gezielt im katalytischen Zentrum binden sollen.’**** Als erstes Beispiel
fiir ein derartiges strukturbasiertes Inhibitor-Design gilt die Entwicklung des ACE-Hemmers Captopril
im Jahr 1975.°12%2% Neben der im Einleitungskapitel vorgestellten DOXP-Reduktoisomerase sollen
hier zwei weitere Metalloproteine vorgestellt werden, fiir die Hydroxamséuren als Inhibitoren bekannt

sind. Stukturabwandlungen dieser Hydroxamsduren konnen als Vorlage fiir die Entwicklung

neuartiger, Fosmidomycin-analoger Dxr-Inhibitoren dienen (siehe Abschnitte 2.1.2 und 3.1).

Histondesacetylasen (HDAC) enthalten ein zweiwertiges Zinkkation als Kofaktor. Bisher sind 18
Subtypen bekannt, die in die Klassen I bis IV eingeteilt werden. Die spezifischen Funktionen der
einzelnen Isoformen sind erst teilweise bekannt. HDACs regulieren die Chromatinstruktur durch
epigenetische Modifikationen, indem sie den Acetylrest N-terminaler Lysinreste an Histonproteinen”
abspalten. Die Zugénglichkeit der DNA fiir Transkriptionsfaktoren und damit die Gentranskription
werden durch diesen Prozess erschwert.***” Die Fehlregulation des Acetylierungsgleichgewichts
wird mit der Entstehung bestimmter Krebsarten und neurodegenerativer Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht.”® HDAC-Inhibitoren werden als Krebstherapeutika eingesetzt, da sie
gezielt die Proliferation von Tumorzellen stoppen kdnnen, wihrend sie gegeniiber Zellen, die sich
nicht in Teilung befinden, nur eine geringe Toxizitit zeigen.”®® Ob Isoform-spezifische HDAC-

Inhibitoren Vorteile gegeniiber unselektiven Inhibitoren besitzen, ist noch nicht bekannt.**>""

Die Peptiddeformylase (PDF) enthilt ein katalytisches Eisen(II)-lon und {ibernimmt eine essenzielle
Funktion in der bakteriellen Proteinbiosynthese, da sie die Formylgruppe am N-Terminus des
naszierenden Proteins abspaltet. Im menschlichen Organismus ist PDF nicht essenziell.””**”* PDF-
Inhibitoren gelten als potenzielle neue Antibiotika mit einem neuartigen Wirkmechanismus, die eine
Uberwindung bestehender Resistenzen erméglichen konnten.””>*’* Einige PDF-Inhibitoren werden im

Zusammenhang mit dem Bioisosterie-Konzept in Abschnitt 3.1 vorgestellt.

" Auch Nicht-Histonproteine sind Substrate von HDACs, beispielsweise Transkriptionsfaktoren oder Proteine,
die das Zytoskelett stabilisieren oder an nukledren Transportvorgingen beteiligt sind.**
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2.1.1 Hydroxamsiiuren als Metalloenzyminhibitoren

Wie bereits in Abschnitt 1.4 beschrieben, ist die Hydroxamsadurefunktionalitit des Dxr-Inhibitors
Fosmidomycin fiir dessen Bindung an das Enzym essenziell, da sie das zweiwertige Metallkation im
aktiven Zentrum zu chelatisieren vermag. Die vor iiber 100 Jahren von Lossen entdeckten
Hydroxamséuren sind wegen ihrer ausgepragten Féhigkeit zur Metallkomplexierung auch unter den

Inhibitoren anderer Metalloenzyme zahlreich vertreten.”””

O H _H
J o — oy . j\
R™ "N""H - ~ O - .0
H R)\N’ “H RTON
Oxo-Form Iminol-Form Nit E
(N-Hydroxyamid) (Hydroximsé&ure) itroso-Form
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Abb. 46: oben: Hydroxamsdure-Tautomere (dargestellt ist jeweils das Z-Isomer), unten:
Metallkomplexierung und mogliche Wasserstoffbriickenbindungen in der Oxo-Form.

Die Hydroxamséiure-Gruppe liegt iiberwiegend in zwei tautomeren Formen vor, die als Oxo- und
Iminol-Form bezeichnet werden (Abb. 46). Experimentellen Untersuchungen und theoretischen
Berechungen zufolge ist die Oxo-Form stabiler als die Iminol-Form, wihrend die ebenfalls mdgliche,
in der Literatur allerdings selten erwdhnte Nitroso-Form am instabilsten ist. Oxo- und Iminol-Form
konnen jeweils in £- und Z-Konformation vorliegen. Hydroxamsduren reagieren schwach sauer und
besitzen abhingig von Losungsmittel und molekularer Umgebung einen pK-Wert von etwa 9.27%%"
Sowohl N- als auch O-Anionen konnten nachgewiesen werden, es ist aber noch nicht geklért, ob
Hydroxamsiduren im wissrigen Medium eher NH- oder OH-acide sind.”” Wie an
Acetohydroxamséure durch ab inito-Berechnungen und NMR-, spektrophotometrische und
potentiometrische Messungen festgestellt werden konnte, erfolgt die Deprotonierung freier
Hydroxamsiuren bevorzugt aus der Oxo-Form an der NH-Gruppe.””® Andere Autoren favorisieren auf
Basis von ab initio-Berechnungen fiir wissriges Medium die Dissoziation der OH-Bindung auf Grund

der hoheren Stabilitit des O-Anions im Vergleich zum N-Anion.**

Hydroxamséuren binden Metalle meist als zweizéhnige Liganden in der Z-Konformation und bilden
fiinfgliedrige Chelatkomplexe aus, bei denen das Metallion von dem Carbonyl- und dem Hydroxamat-
Sauerstoffatom koordiniert wird. Die Hydroxamséurefunktionalitét besitzt zusétzliche Moglichkeiten

zum Aufbau von Wasserstoffbriickenbindungen, beispielweise mit den Aminosdureresten von
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Enzymen (Abb. 46).”*'** Hydroxamsiuren konnen unter physiologischen Bedingungen, insbesondere
katalysiert durch Esterasen im Blutplasma zu den korrespondierenden Carbonsduren hydrolysiert
werden. Damit wird die Verteilung des Wirkstoffs nachteilig beeinflusst und die Wirkung vermindert,
da Carbonsduren gegeniiber der Zielstruktur in der Regel deutlich geringere Aktivitdt zeigen. Ein
weiteres Problem konnte die Toxizitit des Hydrolyseproduktes Hydroxylamin sein.®® Die
Hydrolyseempfindlichkeit einiger Hydroxamséduren kann im positiven Sinne fiir die Entwicklung von
Prodrugs auch genutzt werden. Eine Studie iiber die Plasmastabilitit von Hydroxamséuren zeigte, dass
die Plasmahalbwertszeit mit abnehmender Elektrophilie der Carbonylgruppe und zunehmender
sterischer Abschirmung der Hydroxamsiurefunktionalitit ansteigt.”® Weitere Metabolisierungswege

fiir Hydroxamsiuren sind zum Beispiel O-Glucuronidierung®’ und O-Sulfatierung.**

Therapeutisch werden Hydroxamsduren wie beispielsweise der Naturstoff Deferoxamin (Abb. 47)
schon seit den 1960er Jahren als Antidot bei Eisenintoxikation eingesetzt. Durch oktaedrische
Koordination von Eisen(IIl)-lonen mittels dreier Hydroxamatgruppen entstehen stabile, wasserldsliche
Komplexe. Ein weiteres Anwendungsbeispiel sind Siderophore, bei denen es sich um
niedermolekulare Hydroxamsduren handelt, die in Bakterien den aktiven Eisentransport durch
Zellmembranen iibernehmen. Als Biokonjugate mit Antibiotika kénnen Siderophore als sogenannte
,»rojanische Pferde® zum Einschleusen von Wirkstoffen in Bakterien genutzt werden, um eine hohere
Bioverfiigbarkeit zu erreichen und membranassoziierte Resistenzmechanismen zu iiberwinden.**'-**
Die hohe Metallionen-Affinitit der Hydroxamsduren ist neben der pharmazeutischen Anwendung

auch Grundlage analytischer Bestimmungsmethoden, zum Beispiel in Form des purpurfarbenen

Komplexes von Hydroxamsauren mit dreiwertigen Eisenkationen.”’®

?H (@] (@] H (I)H
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Deferoxamin

Abb. 47: Beispiel fiir einen therapeutisch eingesetzten Chelatbildner.

Viele bekannte HDAC-Inhibitoren besitzen eine Hydroxamsdurefunktionalitit als Zink-
komplexierende Gruppe (Abb. 48).* Im Jahr 1990 wurde die HDAC-inhibierende Wirkung des
Naturstoffs Trichostatin A (TSA) entdeckt, dessen Weiterentwicklung allerdings an seiner
ungiinstigen ~ Pharmakokinetik  scheiterte.**>**  Das 1998  entwickelte  Vorinostat
(SAHA = Suberoylanilid-Hydroxamsdure) ist ein TSA-analoger HDAC-Inhibitor, durch den in
verschiedenen Zelltypen Wachstumsstopp, Differenzierung und Apoptose induziert wird.”' Mittels
Kristallstrukturanalyse konnte der Bindungsmodus von TSA und SAHA als Strukturanaloga der
acetylierten Lysin-Seitenkette aufgeklirt werden.”” Im Oktober 2006 wurde mit Vorinostat
(Zolinza®) der erste Wirkstoff aus der Klasse der HDAC-Inhibitoren zur Behandlung des kutanen
T-Zell-Lymphoms in den USA zugelassen.”®®
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Abb. 48: a) HDAC-Inhibitoren TSA und SAHA, b) Bindung von TSA im katalytischen Zentrum der
HDAC 7 (modifiziert iibernommen aus Heinke, 2010>°°).

2.1.2 Benzamide als potenzielle Metalloenzyminhibitoren

Der erste Vertreter der HDAC-Inhibitoren aus der Gruppe der Benzamide wurde mit dem Wirkstoff
Dinalin entdeckt, der in priklinischen Untersuchungen gute Antitumoraktivitit zeigte (Abb. 49).2%
Der zunichst unbekannte Wirkmechanismus dieser Substanzklasse konnte an dem ebenfalls
zytostatisch wirksamen Metaboliten CI-994 (N-Acetyldinalin) auf eine HDAC-Inhibition
zuriickgefithrt werden. ****** Das von Saito et al. 1999 vorgestellte TSA-Analogon Entinostat
(MS 275, Abb.49) ist eine Weiterentwicklung von N-Acetyldinalin und wird derzeit in
Kombinations- und Monotherapie in klinischen Phase I- und Phase II-Studien untersucht.*****>*,
Obwohl Vorinostat und N-Acetyldinalin in vitro aktiver sind, zeigt MS-275 in vivo nach oraler
Applikation eine héhere Wirksamkeit.””” Entinostat und N-Acetyldinalin inhibieren im Gegensatz zu

dem unspezifisch hemmenden Vorinostat bestimmte HDAC-Isoformen der Klasse HDAC1.*%**”

Das ortho-Hydroxybenzamid-Analogon von Entinostat (LV, Abb. 49) zeigt eine &dhnlich ausgeprigte
HDAC-Inhibition, wihrend in ortho-Position unsubstituierte und mefa- und para-substituierte
Benzamide inaktiv sind.*® Auch die ortho-Amino- und ortho-Hydroxybenzamid-Analoga von
Vorinstat (PAOA = Pimeloylanilid-ortho-aminoanilid und MC1863) weisen in vitro dhnliche

Aktivititen und Wirkungsspektren auf wie Entinostat.*”
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Abb. 49: HDAC-Inhibitoren mit Benzamid-Strukturelement.

Die Tatsache, dass ein ortho-Amino- oder ortho-Hydroxysubstituent essenziell fiir die Wirkung der
Benzamide ist, wurde durch eine mdgliche Chelatisierung des katalytischen Zink-lons durch dieses
Strukturelement begriindet.””’ Die spezifische Interaktion mit dem Enzym konnte aber auch durch
Wasserstoffbriicken oder andere Wechselwirkungen dieser Substituenten mit dem Zielenzym
hervorgerufen oder begiinstigt werden.””***' Die durch Struktur-Aktivitits-Beziehungen und Docking-
Studien unterstiitze Hypothese, dass das ortho-substituierte Benzanilid als Zink-bindendes Motiv

fungiert,’*” konnte — beispielsweise durch Kristallstrukturanalysen — bisher nicht bewiesen werden.”®®
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2.2 Synthesestrategie der Fosmidomycin-Analoga mit Benzamid-Teilstruktur

Es sollte iiberpriift werden, ob das Benzamid-Strukturmotiv der in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen
HDAC-Inhibitoren zur Entwicklung wirksamer Fosmidomycin-Analoga geeignet ist. Dazu sollte die
Hydroxamséurefunktionalitit von Fosmidomycin sowohl durch ein ortho-hydroxy- als auch ein ortho-
aminosubstituiertes Benzanilid ersetzt werden. Diese Strukturelemente konnen als vinyloge
Hydroxamsédure bzw. vinyloges Hydrazid betrachtet werden. Die aromatischen Komponenten Anilin
und Phenol sind wie Hydroxamsduren und Hydrazide harte Lewis-Basen. Gemil dem HSAB-Prinzip
sollten die ortho-substituierten Benzanilide also ein gutes Komplexierungsvermogen fiir harte Lewis-
Sduren wie Mg*- oder Mn*'-lonen Dbesitzen.*** Die durch den Austausch des
metallkomplexierenden Pharmakophors zu erwartende hohere Lipophilie der Fosmidomycin-Analoga
konnte sich zudem glinstig auf ihre Bioverfiigbarkeit auswirken. In Verbindung mit dem Austausch
des Pharmakophors sollte auch die Lénge des Propyl-Spacers variiert werden, um den optimalen
Abstand der Benzamid-Teilstruktur zur Phosphonsdurefunktionalitit zu ermitteln. Auch die bei
Fosmidomycin-Analoga bereits erfolgreich eingesetzte Phenylsubstitution in a-Position relativ zur
Phosphonsaurefunktionalitét sollte in den geplanten Zielstrukturen beriicksichtigt werden. Schema 2

zeigt einen Uberblick iiber die geplanten Strukturvariationen.

9 @)
P _OH
HO™/ N ©
HO R H
Y
0] )
/EKN /EJ\N
H OH H NH,
¥ N
Lo KT PP
HO"/ HO"/
ortho-Hydroxybenzanilide ortho-Aminobenzanilide
R =H oder Ph R =H oder Ph
n=1,2 n=1,2

Schema 2: Variation der metallkomplexierenden Funktionalitit und des Spacers von Fosmidomycin.
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2.3 Synthese und Eigenschaften der Benzamid-Analoga von Fosmidomycin

. X X
R
D100 s e 40
\ O\
HO\P)\H)LN —> sco. )\H)J;N
I n 1 n
13-15, LVI 1-4:
X = OH, NH, SG = Et
R =H, Ph X = OBn, NO,
n=1,2 R=H, Ph
n=1,2

1 n

© R O X

LIXa,b:n=1,2 EtO
H) b E \
to\P)\H)k o+ ]@
O H2N
_£0 Ph OR %
\p)\H*

OR LVlla-d
3 n R=H, Ph

n=1,2

\p%an &

LVIlla: X = OBn
LVIIb: X = NO,

LXa,b:n=1,2
R = Et, -CH,CH,-

Schema 3: Retrosynthetische Uberlegungen zur Gewinnung der Zielverbindungen 13-15 und LVI.

Retrosynthetisch lassen sich die Zielstrukturen 13-15 und LVI durch eine Spaltung der Amidbindung
zerlegen, so dass sich als einfachster Syntheseweg die Kupplung von Carbonsduren mit ortho-
substituierten Anilinen anbietet (Schema 3). Durch die nachfolgend erlduterte Schutzgruppenstrategie

ergeben sich die Vorstufen 1-4, aus denen die Zielverbindungen freigesetzt werden kdnnen.

Die Phosphonocarbonséuren LVII sind literaturbekannt und aus halogenierten Carbonsiduren oder
Aldehyden durch Substitutions- oder Additionsreaktionen mit einem nukleophilen Phosphonsaure-
Synthon zugénglich (Schema 5-7). Da die Carbonséurefunktionalitit fiir derartige Verkniipfungen
maskiert sein muss, liegen die Verbindungen LVII zunichst in Form der Benzylester LIX und der als

0,0-Acetal geschiitzen Aldehyd-Vorstufen LX vor (Schema 3).

Um Nebenreaktionen bei der Amidkupplung zu vermeiden, sollten die funktionellen Gruppen der
aromatischen ortho-Position zunéchst in geschiitzter Form vorliegen. Kommerziell erhéltliches
2-Nitroanilin (LVIIIb) wurde als ein geeignetes Synthesedquivalent flir das 1,2-Phenylendiamin-
Synthon ausgewdhlt, da die Nitrogruppe die Kupplungsreaktion nicht stért und anschlieBend zu einer

Aminogruppe reduziert werden kann.**>** Die Synthese der ortho-hydroxysubstituierten Benzamide
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sollte von 2-Benzyloxyanilin (LVIIla) ausgehen, da der Benzylether nach erfolgter Amidkupplung

hydrogenolytisch gespalten werden kann.*"’

Die Phosphonsédurefunktionalitidt der Zielverbindungen 13-15 und LVI muss ebenfalls schon zu
Beginn der Synthesesequenz in geschiitzter Form vorliegen, damit selektive Kupplungsreaktionen
ablaufen konnen. Daher wurden die unter milden Reaktionsbedingungen hydrolysierbaren

Phosphonsiurediethylester als Edukte gewihlt.****%

2.3.1 Synthese der Edukte

Die Herstellung von 2-Benzyloxyanilin (LVIIIa) erfolgte nach einer Literaturvorschrift ausgehend
von 2-Aminophenol LXI in drei Stufen (Schema 4).*'° Zunichst wurde die Aminofunktionalitit mit
einer tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Gruppe geschiitzt, indem LXI mit Di-tert-butyldicarbonat (Boc-
Anhydrid) in Dichlormethan zu LXII umgesetzt wurde. LXII wurde in Aceton geldst und mit
Benzylbromid zu LXIII alkyliert. AnschlieBend wurde die Boc-Schutzgruppe von LXIII durch
Behandlung mit Trifluoressigsiure in Dichlormethan abgespalten. LVIIIa wurde als freie Base oder in
Form des Trifluoracetats — in diesem Fall zusammen mit einer dquivalenten Menge an Base — zur

Weiterreaktion (Schema 8) eingesetzt.

0 O
>LO)LO)LOJ<
OH  (Boc-Anhydrid) OH BnBr OBn TEA
©i - — —————  LVilla
NH, CH,Cl, NHBoc Aceton NHBoc CH2Cly

LXI LXi LXIHI

Schema 4: Synthese von LVIIIa ausgehend von LXI.

Die Benzylester LIXa und b wurden ausgehend von den Benzylestern™ der 3-Brompropionsiure und
4-Brombutanséure (LXIVa und b) in einer Michaelis-Arbusov-Reaktion unter mehrstiindigem
Erhitzen in Gegenwart eines Uberschusses an Triethylphosphit (TEP) erhalten (Schema 5).>''>" Die
Rohprodukte wurden durch fraktionierende Vakuumdestillation oder Séulenchromatographie
gereinigt, anschlieBend erfolgte eine Palladium-katalysierte Hydrogenolyse der Benzylester LIXa und

b zu den freien Carbonsiuren LVIIa und b.*"

" 3-Brompropion- und 4-Brombutansiurebenzylester (LXXIIa und b) wurden aus den entsprechenden
Saurechloriden durch Umsetzung mit Benzylalkohol und Triethylamin hergestellt.
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P ) n 2h /90 5 - EtBr

TEP LXIV
a:n= - ~
b:n=2
ﬁ n OB H, Pd/C (2 bar) IS n OH
EtO") \/H\f( n >~ EtO7) \/Hj(
EtO o MeOH, RT, 2h EtO o)
LIX LViII
a:n=1 an=1
b:n=2 b:n=2

Schema 5: Synthese der Phosphonocarbonséduren LVIIa und b.

Fiir die Herstellung der Carbonséure LVIIc wurde Zimtaldehyd (LXV) mit Triethylphosphit und
Ethanol unter Erwdrmung zur Reaktion gebracht (Schema 6). Das Diethylacetal LXa wurde ohne
weitere Reinigung durch Riihren in verdiinnter Salzsdure hydrolisiert. Der resultierende Aldehyd
LXVIa wurde destillativ oder chromatographisch gereinigt.’® Die Carbonsiure LVIIc wurde
schlieBlich durch Oxidation von LXVIa mit Selendioxid und Wasserstoffperoxid nach mehrstiindigem

Erhitzen unter Riickfluss erhalten.’"

0 0
© p OEt p H
S TEP EtO”) HCI EtO”)
H ——  EO et ——— EO I
EtOH Aceton
LXV LXa LXVia
Q
Se0,/H0,  Eio" OH
- . EtO I
THF
LVilc

Schema 6: Synthese der -Phosphonocarbonsidure LVIIc.

Zur Synthese der Carbonsdure LVIId wurde Diethylbenzylphosphit (LXVII) zundchst in Gegenwart
von n-Butyllithium bei -78 °C unter Schutzgasatmosphidre mit dem als 1,3-Dioxolan geschiitzten

4-Brompropionaldehyd LXVIII alkyliert (Schema 7).”'” Die anschlieBende saure Hydrolyse des
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Acetals LXb zum Aldehyd LXVIb und dessen Oxidation zur LVIId erfolgte wie zuvor bei
Verbindung LVIIc¢ beschrieben.?'**"

; ooy
P

. P
EtO”) O/> n-BulLi EtO”/ 0]
EtO PPN — EtO
Br Y Toluen
-78 °C
LXVIil LXVIiI LXb
O 0] O
P P
HCl EtO"/ H  Se02/H0;  Ero) OH
- = EtO - = EtO
Aceton THF
LXVib LViid

Schema 7: Synthese der y-Phosphonocarbonséure LVIId.

2.3.2 Synthese der Zielverbindungen

Zur Herstellung der Benzamide 1-4 wurden die Carbonsduren LVIIa-d in Anlehnung an
Literaturvorschriften zunichst in trockenem Toluen geldst und mit Oxalylchlorid in Gegenwart von
Dimethylformamid zu Saurechloriden aktiviert (Schema 8).”**'® Eine konventionelle Herstellung der

Sdurechloride durch Aktivierung mit Thionylchlorid gelang dagegen nicht.

X LViNl
CO,Cl, ©: a: X =0Bn
Etlétq R O DMF o RO NH, b:X=NO,
“p OH ’ EtO\EMCI - g
I n Toluen I n Pyridin, CH,ClI,
0] RT, 1h O RT, 1-2h
LVila-d
X

1a: X=0Bn,R=H,n=1 3a: X=NO,,R=H,n=1
EtO\ Kj 1b: X=0Bn,R=H,n=2 3b: X=NO,,R=H,n=2
EtO\PMN 2a: X = OBn,R=Ph,n=1 4a: X =NO,, R=Ph,n =1

('5 n H 2b: X=0Bn,R=Ph,n=2 4b: X=NO,, R=Ph,n=2

Schema 8: Umsetzung der Carbonséuren LVII zu den Benzamiden 1-4.

Sobald die vollstindige Umsetzung der Carbonséuren infrarotspektroskopisch nachweisbar war,

wurden die Sdurechloride durch Einengen am Rotationsverdampfer isoliert und sofort mit den ortho-
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substituierten Anilin-Derivaten LVIIIa,b in Gegenwart von Pyridin in einer Lésung von wasserfreiem
Dichlormethan umgesetzt. Die Benzanilide 1a,b-4a,b wurden in miBigen bis exzellenten Ausbeuten

von 50-96 % erhalten und durch Umkristallisation oder Chromatographie gereinigt.

Die Schutzgruppen wurden je nach Substanzeigenschaften in unterschiedlicher Reihenfolge
abgespalten (Schema 9). Aus der Uberlegung heraus, dass freie Phosphonsiuren wegen ihrer hohen
Polaritét fiir eine chromatographische Reinigung an Kieselgel nicht geeignet sind, sollte die Hydrolyse
der Phosphonsédurediethylester erst zum Ende der Synthesesequenz stattfinden. Die geschiitzten
Benzamide sollten zunéchst durch palladiumkatalysierte Hydrogenolyse bzw. Reduktion in die

Phenol- und Anilin-Derivate tiberfiihrt werden (Schema 9,Weg A)

X X
Eto\P/kH/U\N > \P)\H)km

MeOH, 2 bar
I ’ I
nH RT, 1-2 h o) n
1a,b: X=0Bn,R=H,n=1, 2 5a,b: X=0H,R=H,n=1,2
2a,b: X=0Bn,R=Ph,n=1, 2 6a,b: X=0H,R=Ph,n=1,2
3a,b: X=NO,,R=H,n=1,2 7: X=NH, R=H,n=1
4a,b: X =NO,, R=Ph,n=1,2 8a,b: X=NH,, R=Ph,n=1,2
Weg A
1. TMSBr, CH,Cl, 1. TMSBr, CH,Cl,
2. THF / H,0 Weg B 2. THF / H,0
X X
S @ s e 1t I
. - HO. )\H)L
P . ” MeOH, 2 bar P . ”
o) RT,1-2 h o}
9: X=0Bn,R=H,n=2 13a,b: X=0OH,R=H,n=1,2
10: X=0Bn,R=Ph,n=1 14a,b: X=OH,R=Ph,n=1, 2
11a,b: X=NO,, R=H,n=1, 2 15a,b: X =NH,, R=H,n=1,2
12a,b: X =NO,, R=Ph,n=1,2 (LVI: X =NH,, R=Ph,n=1, 2)

Schema 9: Synthese der Zielverbindungen 13-15.

Zur Gewinnung der Anilin- und Phenol-Derivate Sa,b, 6a,b, 7 und 8a,b wurden die geschiitzten
Benzamide 1a,b, 2a,b, 3 und 4a,b in Methanol unter einem Wasserstoffiiberdruck von 2 bar
umgesetzt. Aus Verbindung 3b konnte das gewiinschte Produkt durch Reduktion nicht erhalten
werden. Die Amine und Phenole 5b, 7 und 8a, b waren nicht kristallisierbar und konnten trotz
wiederholter Chromatographie nicht analysenrein erhalten werden. Die Schutzgruppenabspaltung
gelang jedoch in umgekehrter Reihenfolge (Weg B) und fiihrte zundchst zu den Phosphonséduren 9, 10,

11a,b und 12a,b, die umkristallisiert und zum grof3en Teil analysenrein erhalten werden konnten.



65

Zur Uberfiihrung der Diethylphosphonate 1b, 2a, 3a,b und 4a,b in die freien Phosphonsiuren wurden
diese unter wasserfreien Reaktionsbedingungen mit einem Uberschuss von Trimethylsilylbromid
(TMSBr) behandelt. Die TMSBr-vermittelte Desalkylierung von Phosphonséuredialkylestern verlauft
nach einem der Arbusov-Reaktion #hnlichen Mechanismus (Schema 10).°”® Die intermediiren
Bistrimethylsilylester wurden nach Einengen des Reaktionsgemisches in Tetrahydrofuran geldst und

durch Zugabe weniger Tropfen Wasser zu den freien Phosphonséuren hydrolysiert.

o} Br 0

P~ N BN G P._Si(CHa)s
R \.Q,\// R/ \\O+/\ R/ \\O/

EtO EtO L. - EtBr EtO

SI(CH3)3

+ TMSBr e + 2H,0 O
EE— R” I:i\O/SI(CHZ%)B > R P\\OH

- EtBr O-g; (CHy), - 2 (CH3)3SiOH OH

Schema 10: Vorgeschlagener Mechanismus der TMSBr-vermittelten Desalkylierung von

Diethylphosphonaten.

Die Reinigung der Phosphonséduren 9-12 konnte nicht nach einem einheitlichen Verfahren stattfinden,
da sich die Loslichkeiten der Produkte zu sehr voneinander unterscheiden. Wihrend einige
Verbindungen nach Zugabe eines lipophilen Losungsmittels spontan kristallisierten, konnten andere
nur durch Waschen mit verdiinnter, wiassriger Salzsdurelosung unter erheblichem Ausbeuteverlust

gereinigt werden.

Die ortho-Hydroxybenzamide 13a und b sowie 14b wurden in analysenreiner Qualitét erhalten, die
einzige nicht kristallisierbare Verbindung 14a zeigt eine HPLC-Reinheit von iiber 90 %. Die ortho-
Aminobenzamide 15 und LVI besitzen aufgrund ihres zwitterionischen Charakters eine sehr geringe
Loslichkeit, die die Isolierung der Zielverbindungen erschwert. Wahrend die Verbindungen 15a und b
noch aus Wasser umkristallisiert werden konnten und laut HPLC-Analyse eine 99%ige Reinheit
zeigen, fielen die Zielverbindungen LVI als untrennbare Produktgemische an, die fiir biologische

Untersuchungen nicht geeignet sind.

2.3.3 Spektroskopische Eigenschaften

NMR-Spektroskopische Eigenschaften

Am Beispiel ausgewéhlter 'H- und *C-NMR-Spektren sollen einige charakteristische Eigenschaften
der Fosmidomycin-Analoga vom Benzamid-Typ aufgezeigt werden, die wegen &hnlicher

Strukturelemente teilweise auch auf die oxasteren Analoga im folgenden Kapitel zutreffen.
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Abb. 50: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 1a in CDCl,.

Abb. 50 zeigt das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 1a. Die Signale der beiden chemisch und
magnetisch dquivalenten Methylgruppen a erscheinen durch die *Ji; ;-Kopplung mit der benachbarten
Methylengruppe b als Triplett. Da die Methylen-Protonen b nicht nur mit den Methyl-Protonen a
koppeln, sondern auch eine heteronukleare Kopplung zu *'P zeigen, erzeugen sie an Stelle eines
Quartetts ein nicht vollstindig aufgeldstes Multiplettsignal. Die Signale der Methylengruppen ¢ und d
erfahren durch die Uberlagerung von °Jj y-Kopplungen mit 'Jyp- bzw. *Jip-Kopplungen ebenfalls
eine Multiplett-Aufspaltung. Die Resonanzsignale der aromatischen Protonen sind als zwei Gruppen
von Multipletts und ein einzelnes, deutlich tieffeldverschobenes Signal zu erkennen. Dieses Dublett
kann entweder dem aromatischen Proton f oder dem dazu para-stindigen Proton i zugeordnet werden,
da das Aufspaltungsmuster eine *J-Kopplung zu einem Proton zeigt. Unterstiitzt durch Abschétzung
der chemischen Verschiebung von f und i mittels Inkrementsystem’'’ und Simulation (ChemNMR,
CambridgeSoft) wird das Signal dem Proton f zugeordnet. Das amidische Proton e erzeugt ein durch

intermolekularen Austausch verbreitertes Singulett zwischen 7 und 8 ppm.

Abb. 51 zeigt eine Gegeniiberstellung der aliphatischen Resonanzsignale von Verbindung 3b und 2a.
Bei dem kettenverlingerten Analogon 3b ist zu erkennen, dass sich die Reichweite der *'P-Kopplung
in beide Richtungen des Kohlenstoffgeriists nur iiber drei Bindungen bis zu den Protonen b, ¢ und d
erstreckt. Die Methylengruppe e ist so weit vom Phosphor entfernt, dass das Resonanzsignal nicht
mehr vom Phosphorkern beeinflusst wird und durch die 3JH,H—Kopplung zur benachbarten

Methylengruppe als scharfes Triplett erscheint.
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Abb. 51: Ausschnitte aus den "H-NMR-Spektren der Verbindungen 3b (a) und 2a (b) in CDCl..

Durch die Einfiihrung des Phenylsubstituenten in Nachbarstellung zum Phosphonséureester entsteht in
Verbindung 2a ein Chiralitdtszentrum. Die beiden Ethoxygruppen (a,b) sowie die Methylengruppen d
und e von 2a sind durch Diastereotopie chemisch und magnetisch nicht mehr &quivalent. Die
Methylgruppen a und a‘ erscheinen als zwei getrennte Tripletts und die Protonen der diastereotopen
Methylengruppe d und d¢ bilden ein AB-System, welches durch Kopplungen zum Methin-Proton ¢
und zum Phosphor komplexer aufgespalten wird. Das durch ¢ hervorgerufene Resonanzsignal bildet
ein dreifaches Dublett, dessen Aufspaltung durch die *J-Kopplung mit *'P und jeweils eine vicinale
HH-Kopplung zu d und d* CJuy (trans) > >Juu (cis)) erzeugt wird. Die diastereotopen
Methylengruppen b und b¢ sind in Form von drei Signalgruppen zu erkennen. Eine Methylengruppe
bildet das zu tieferem Feld hin verschobene Multiplett oberhalb von 4 ppm, wihrend das Multiplett-
Signal der anderen Methylengruppe in zwei voneinander getrennte, jeweils einem Proton
entsprechende Bereiche aufgespalten ist. Diese zusitzliche Aufspaltung in Form eines AB-Systems
konnte auf Anisotropieeffekte durch die Phenylgruppe zuriickgefiihrt werden, in deren raumlicher
Nihe sich eine der Ethoxygruppen befindet.” Die Protonen e und e¢ der benzylischen Methylengruppe
erzeugen ebenfalls das Resonanzsignal eines AB-Systems. Diese Aufspaltung konnte durch den

Einfluss des Chiralititszentrums und eine eingeschrinkte Rotationsfreiheit der Benzylgruppe bedingt

" In dem in Abschnitt 4.3.2 besprochenen 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 33 ist ein vergleichbares AB-
Aufspaltungsmuster einer der zum Phosphor B-stindigen Methylengruppen deutlich zu erkennen, da die SJH’])-
Kopplungen nicht von 3JH,H—Kopplungen iiberlagert werden.
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sein. Wegen fehlender Nahkopplungen erscheint das Signal von e/e* im Gegensatz zu den anderen

AB-Systemen als scharf aufgelostes, doppeltes Dublett.
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Abb. 52: Ausschnitte aus den "H-NMR-Spektren der Verbindungen 5a (a) und 3a (b) in CDCl.

Abb. 52 zeigt Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren der Verbindungen 5a und 3a im Bereich von
6-11 ppm. Die aromatischen Protonen der Benzamide bilden durch die unsymmetrische ortho-
Substitution bedingt jeweils ABCD-Spinsysteme. Die Signale der Protonen g und h erscheinen durch
*J-Kopplungen zu zwei verschiedenen benachbarten Protonen und die *Ji;;-Kopplung zum jeweils
iiberndchsten Proton entweder als doppelte Tripletts oder als dreifache Dubletts, wihrend die Protonen
e und h durch die Anwesenheit je einer *Jy ;- und einer *Ji; ;-Kopplung doppelte Dubletts zeigen. Die
Signale der NH- und OH-Gruppen sind an ihrer Form und relativen Lage deutlich zu unterscheiden.
Das OH-Signal im Spektrum der Verbindung 5a ist sehr viel breiter und erscheint hochfeldverschoben

gegeniiber den amidischen NH-Signale von 5a und 3a, die im Bereich von etwa 8 — 10 ppm liegen.

Stellvertretend fiir die Fosmidomycin-Derivate mit Benzamid-Teilstruktur ist in Abb. 53 das
PC-NMR-Spektrum der Verbindung 4b dargestellt. Die Resonanzsignale der aliphatischen
Kohlenstoffatome werden durch die heteronukleare Kopplung zu *'P jeweils in Dubletts aufgespalten.
Dies gilt in gleicher Weise fiir die Signale des a-Phenyl-Substituenten, wiahrend keine Fernkopplungen
zu den weiter entfernten Kohlenstoffatomen (Carbonylgruppe f und k-p des 2-Nitroanilins) sichtbar
sind. Die Dubletts der Kohlenstoffatome a/a® und b/b¢ sind durch die Diasterecotopie der
Ethoxygruppen verdoppelt. Mit 138,2 Hz ist die 'J-Kopplung des Methin-Kohlenstoffs ¢ zu dem
benachbarten Phosphoratom besonders stark ausgeprigt. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten fiir

Diethyalkylphosphonate®'® wird fiir die “J p-Kopplungskonstante des Signals d ein deutlich kleinerer
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Wert gefunden als fiir die *Jcp-Kopplungskonstante des Dubletts e. Die Resonanzsignale g-j des
Phenylrestes kdnnen durch Vergleich der chemischen Verschiebungen und Jc p-Kopplungskonstanten

mit Literaturwerten fiir Diethylbenzylphosphonate eindeutig zugeordnet werden.*'®
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Abb. 53: "C-NMR-Spektrum der Verbindung 4b in CDCl,.

IR-Spektroskopische Eigenschaften

Abb. 54 zeigt stellvertretend fiir die Fosmidomycin-Analoga vom Benzamid-Typ das IR-Spektrum der
Verbindung 13a. Die scharfe Absorptionsbande bei 3385 cm™” stammt von einer N-H-
Valenzschwingung der Amidfunktionalitit”. Die Absorptionsbanden aromatischer und aliphatischer
C-H-Bindungen werden durch eine breite Bande mit Maximum bei 3233 cm™ iiberlagert, die durch die
O-H-Valenzschwingungen der Hydroxygruppen verursacht wird. Charakteristisch  fiir
monosubstituierte Amide sind die beiden intensiven Absorptionsbanden bei 1664 und 1541 cm™. Bei
der ersten der genannten Banden (Amid ) handelt es sich um die C=0-Valenzschwingung der
Carbonylgruppe, wihrend die zweite Bande (1541 cm”, AmidIl) einer C-N-H-
Deformationsschwingung zugeordnet wird. Im Fingerprint-Bereich des IR-Spektrums treten zwei
ausgepragte Absporptionsbanden der Phosphonsduregruppe auf. Die Valenzschwingung der P=O-
Doppelbindung erzeugt die Absporptionsbande bei 1197 cm™, wihrend die zu niedrigen Wellenzahlen
hin verschobene intensive Bande bei 1003 cm” den P-O-Valenzschwingungen der beiden

Einfachbindungen zugeordnet werden kann.

" Bei N-monosubstituierten Amiden werden oft zwei N-H-Absporptionsbanden beobachtet. Im IR-Spektrum von
Verbindung 13a ist eine dieser beiden Amid-Banden vermutlich von der breiten O-H-Bande iiberlagert.
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Abb. 54: IR-Spektrum der Verbindung 13a (KBr-Pressling).

2.4 Untersuchung der biologischen Aktivitit

Die Fosmidomycin-Analoga 13-15 (Abb.S55) wurden durch Kooperationspartner auf ihre

enzymhemmende Aktivitit gegeniiber PfDxr, EcDxr und M¢Dxr untersucht. Parallel dazu wurde die

antiplasmodiale in vitro-Aktivitit gegeniiber dem multiresistenten P. falciparum K1-Stamm evaluiert.

Im MRC-5-Assay erfolgte zusétzlich eine Bestimmung der Zytotoxizitét.

Ergebnisse der biologischen Untersuchungen.

Na* - o)
Ho T K :@ aHoo\ PS
HoL N AL AN
6 " &  on
o xX-of R=H n=1 Fos-Na
13b: X=OH R=H n=2
14a: X=0OH R=Ph n=1 _ _
tX = - _ (Fosmidomycin-
:gla): ))2: 8: E _ ::h 2 _ ? Mononatriumsalz)
:X=NH, R= =

15b: X=NH, R=H n=2

Abb. 55: Ubersicht der in Kapitel 2 vorgestellten Zielverbindungen.

Tabelle 4 zeigt die
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Enzymassay Zellkulturassay'
Verbindung
PfDxr EcDxr MDxr Pf Kl MRC-5
1Cso (uM) 1Cso (uM) 1Cso (uM) 1Cso (uM) 1Cso (uM)
13a >300 > 500 > 500 > 64 > 64
13b >300 44 +/- 10 41+/-9 > 64 > 64
14a >300 > 500 > 500 > 64 > 64
14b >300 > 500 > 500 > 64 > 64
15a >300 > 500 > 500 > 64 > 64
15b >300 > 500 > 500 > 64 > 64
Fos-Na 0.16 +/-0.02  0.12+/-0.01  0.23 +/-0.01 3.7+/-2.5 > 62

Tabelle 4: In vitro-Aktivitiaten der Fosmidomycin-Analoga 13-15.

Interpretation der biologischen Daten

Die Benzamid-Analoga zeigen weder in Enzym- noch in Zellkultur-Assays inhibitorische Aktivitét.
Einzig fiir die Verbindung 13b wurden mit 40-50 uM ICs,-Werte unterhalb von 500 uM gegeniiber
EcDxr und MtDxr erhalten. Diese Substanz kristallisiert allerdings in der wéssrigen Ldsung des
Testsystems bei hoheren Konzentrationen aus.* Die Inhibitionskurve von 13b gegeniiber M¢Dxr fillt
im hohen Konzentrationsbereich zu stark ab, um mit dem einfachen Hemmmodell interpretiert zu
werden. Im MRC-5-Zellkulturassay, der als Modell fiir Zytotoxizitit herangezogen wird,”' zeigte
keine der Verbindungen 13-15 Wachstumsinhibition bei Konzentrationen unterhalb 64 uM. Aus der
fehlenden biologischen Aktivitit der Inhibitoren 13-15 ldsst sich schlieBen, dass die ortho-
funktionalisierte Benzamid-Teilstruktur als alternative metallbindende Gruppe fiir eine effektive
Bindung an die DOXP-Reduktoisomerasen von P. falciparum, E. coli und M. tuberculosis ungeeignet
ist. Wie in frilheren Studien (siche Abschnitt 1.6.1) fithrt der Austausch der
Hydroxamséurefunktionalitit Fosmidomycins hier zum Wirkungsverlust. Auch durch Variation der
Linge und Substitution des Propyl-Spacers konnten keine Fosmidomycin-Analoga mit Dxr-

hemmender und antiplasmodialer Aktivitdt erhalten werden.

" Mittelwerte +/- Standardabweichung berechnet durch nichtlineare Regression aus 7—13 Messpunkten. %

' Mittelwerte +/- Standardabweichung berechnet aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten, Werte fiir
Fosmidomycin iibernommen aus Behrendt, 2010.”"

* Ein Teil des Enzyms wird moglicherweise mit ausgefillt, so dass durch eine Abnahme der Enzymkonzentration
im Assay eine Inhibition vorgetéuscht wird.
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3 Inverse a-substituierte, B-oxa-isostere Fosmidomycin-Analoga

3.1 Die Anwendung des Bioisosterie-Prinzips in der Wirkstoffentwicklung

Das Bioisosterie-Prinzip ist eine wichtige Strategie der Medizinischen Chemie zur Weiterentwicklung
von Leitstrukturen.”****** Seine Grundlagen und einige beispielhafte Anwendungen sollen im

folgenden Abschnitt vorgestellt werden.

Atome, lonen und Molekiile, die die gleiche Anzahl und Anordnung von Valenzelektronen besitzen,
werden als Isostere bezeichnet. Dieses im Jahr 1919 von Langmuir erstmals formulierte®** und spiter
durch Grimm (1925)** und Erlenmeyer (1932)**° erweiterte Prinzip ldsst sich zum Beispiel auf das
dhnliche chemische Verhalten von Halogenen und Pseudohalogenen oder kleiner Molekiile wie CO,
und N,O anwenden. Basierend auf dem Isosterie-Prinzip wurden die Eigenschaften von Ketenen in
Analogie zu Diazomethan noch vor ihrer Entdeckung vorausgesagt.’* Der Grimm’sche
Hydridverschiebungssatz besagt, dass ein Atom durch die Aufnahme eines Wasserstoffatoms zu einem
isoelektrischen Pseudoatom wird, welches dieselben physikalischen Eigenschaften wie das im
Periodensystem rechts benachbarte Atom annimmt. So sind zum Beispiel das Fluoratom, die OH-
Gruppe, die Amino- und die Methylgruppe Isostere, und ein bivalentes Sauerstoffatom ist isoster zu

einer NH- und einer CH,-Einheit (Tabelle 5).**

Monovalent Divalent Trivalent Tetravalent

(Substituenten) (Briickenglieder, Ringeinheiten)

—H, —F, —Cl, i
—0—, —S— =N— =C=,=N'=
—Br, —I
—OH, —SH —NH— =CH—
—NHz, —PHz _CHZ_
—CH;

Tabelle 5: Isostere Atome und Gruppen (modifiziert nach Lima, 2005°*°).

Der Begriff ,,Bioisosterie® umfasst laut Friedmann und Thornber einen weiteren Bereich.’”’”** Nach
der heute allgemein akzeptierten Definition sind Bioisostere Verbindungen oder Strukturelemente, die
im weitesten Sinne der Definition von Isosteren (beziiglich struktureller, chemischer und
physikalischer Ahnlichkeit) entsprechen und gleichartige biologische Aktivitit besitzen. Damit weicht
der Gebrauch des Begriffs ,Isosterie“ im medizinisch-chemischen Kontext oft deutlich von der

urspriinglichen Bedeutung ab.**
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Die Motivation, durch die Anwendung des Bioisosterie-Prinzips neue Wirkstoffe zu finden, beruht auf

) N 229,323,329
verschiedensten Griinden.™" =

So steht beispielsweise eine Erhohung der Aktivitit oder
Selektivitdt gegeniiber bestimmten Zielstrukturen in Verbindung mit einer Reduktion von Toxizitdt im
Vordergrund. In anderen Fillen wird eine Optimierung physikochemischer und pharmakokinetischer
Parameter von Wirkstoffen angestrebt, zum Beispiel durch Erhdhung der Loslichkeit oder der
metabolischen Stabilitdt. Nicht zuletzt spielen im Hinblick auf Automatisierung die Rationalitit von
Synthesen oder im Zusammenhang mit Patentfragen die finanziellen Aspekte eine wichtige Rolle.””
Damit die Figenschaften von Leitstrukturen durch bioisostere Variationen zielgerichtet optimiert
werden konnen, sollten Pharmakophor, Wirkmechanismus, Metabolisierung und der Zusammenhang

bestimmter Strukturelemente mit physikochemischen Parametern méglichst genau bekannt sein.””

Bioisostere werden nach Burger in die zwei Kategorien , klassisch® und ,,nicht-klassisch® eingeteilt.**°
&

Der Begriff klassische Bioisosterie umfasst mono-, di- und trivalente Atome oder Gruppen,
tetrasubstituierte Atome und Ringdquivalente. Unter nicht-klassischer Bioisosterie versteht man den
Austausch funktioneller Gruppen, die Inversion einer Funktionalitit (Retroisosterie) und den
gegenseitigen Austausch cyclischer und acyclischer Strukturelemente.”’ Im Folgenden sollen einige

Anwendungsbeispiele des Bioisosterie-Konzepts in der Arzneistoffentwicklung vorgestellt werden.

Als Beispiel fiir den Austausch bivalenter Gruppen, der auch in der vorliegenden Arbeit Anwendung
findet, soll an dieser Stelle die CH,/O-Isosterie besprochen werden. Die Methylengruppe und eine
bivalente Sauerstoffbriicke besitzen #hnliche Bindungslingen und —winkel. Die Sauerstoffbriicke
unterscheidet sich jedoch von der Methylengruppe durch einen kleineren Van-der-Waals-Radius sowie
329

eine hohere Elektronegativitidt und Polaritét.

Effekte des CH,/O-Austauschs (Abb. 56).

Die Entwicklung von Prostacyclin-Mimetika zeigt zwei

Prostacyclin lloprost Cicaprost

Abb. 56: Wirkstoffbeispiele fiir die Anwendung der CH,/O-Bioisosterie.

Die hydrolyseempfindliche Enolether-Einheit der Leitstruktur Prostacyclin ist durch CH,/O-
Austausch in dem Mimetikum Iloprost nicht mehr vorhanden. Durch Austausch der zur
Carboxylgruppe B-stindigen Methylenbriicke gegen ein Sauerstoffatom wurde die durch B-Oxidation
der Carbonsdurekette bedingte geringe Halbwertszeit von Iloprost bei Cicaprost um das Zwei- bis
Dreifache verldngert. Die bioisosteren Abwandlungen gingen jeweils mit einer Modifikation der

B-Seitenkette einher, die zum Aktivititserhalt notwendig war.**
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Ein weiteres Beispiel von CH,/O-Isosterie ist die Abwandlung von Monophosphaten in
Phosphonsiuren, die gegeniiber Phosphatasen metabolisch stabiler sind.**' Die Phosphat/Phosphonat-
Bioisosterie wird bei der Entwicklung antiviraler Nukleotidanaloga (z. B. des Nukleosidphosphonats

Cidofovir als acyclisches dCMP-Analogon)” genutzt (Abb. 57).**

NH, NH,
B B
N/go ? N/go

i P o
HO_/'/D\/Oj# "9 Om
O H

HO OH
Cidofovir dCMP

Abb. 57: CH,/O-Bioisosterie am Beispiel eines Nukleotidanalogons.

Auch der Einsatz von Fluor als Wasserstoff-Bioisoster ist in der Wirkstoffentwicklung weit

: 329,333,334
verbreitet.

Der erste fluorierte Arzneistoff wurde 1957 zugelassen, heute stellen fluorierte
Verbindungen etwa 20 % aller Arzneistoffe dar. Wéhrend der sterische Anspruch von Fluor und
Wasserstoff nahezu gleich ist, verursacht der Austausch beider Atome eine starke Verschiebung der
Elektronenverteilung. Durch den bioisosteren H/F-Austausch kann beispielsweise die metabolische
Stabilitdt eines Wirkstoffs erhoht werden. Die C-F-Bindung ist unter den meisten biologischen
Bedingungen chemisch inert. Dies wird bei der Fluorierung von Aromaten in para-Position genutzt,
die durch CYP450-Enzyme bevorzugt angegriffen wird. Die Elektronegativitit von Fluor fiihrt auch
zu einer Verstirkung benachbarter C-F-, C-O- und C-C-Bindungen. Der Austausch von Wasserstoff
gegen Fluor erhoht in der Regel die Lipophilie einer Substanz und beeinflusst den pKs-Wert
benachbarter funktioneller Gruppen.”**” Zudem kann die Affinitit eines Wirkstoffs zum Enzym
erhoht werden, da Fluor zwar ein schlechter Wasserstoffbriickenakzeptor ist, das hohe Dipolmoment

der C-F-Bindung jedoch polare Wechselwirkungen ermoglicht.”*® Auf vergleichbare Weise kann die

polarisierte C-F-Bindung auch die Gesamtkonformation eines Molekiils beeinflussen.’”

Die Anwendung des Retroisosterie-Konzepts als Beispiel der nichtklassischen Bioisosterie wurde
schon im Zusammenhang mit den Strukturmodifikationen von Fosmidomycin beschrieben und soll
hier an der Entwicklung von PDF-Inhibitoren verdeutlicht werden. Der erste bekannte PDF-Inhibitor
war das 1962 isolierte Naturstoff-Antibiotikum Actinonin (Abb. 58).**> Da dieser Wirkstoff aufgrund
ungiinstiger pharmakokinetischer Eigenschaften nur in vitro antibakterielle Aktivitit zeigt, wurden
ausgehend von dieser Leitstruktur neue Inhibitoren mit in vivo-Potenzial entwickelt.””* In Struktur-

Wirkungs-Untersuchungen zeigte der Austausch der Hydroxamsdurefunktionalitit gegen andere

" dCMP = Desoxycytidinmonophosphat.
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metallbindende Gruppen, dass auer Hydroxamséuren nur die dazu inversen N-Formylhydroxylamine

ausreichende PDF-Hemmung und antibakterielle Aktivitét besitzen.

0 y © :/OH OH H © O H ©
HO. N\)J\O OYN N:QJ\T/ Ho\,Tj N\:)LT/

- H O A H O _A

/v /V

0 _~_

I-=z

Actinonin BB-3497 LXIX
ICs5¢ (EcPDF) =10 nM ICs5¢ (EcPDF) =7 nM IC5¢ (EcPDF) = 1 nM

Abb. 58: Retroisosterie am Beispiel Hydroxamséure-basierter PDF-Inhibitoren.

Durch die Inversion der Hydroxamséurefunktionalitit wurde der im Vergleich zu BB-3497 siebenfach
stiarkere PDF-Inhibitor LXIX erhalten.”® Basierend auf Kristallstrukturanalysen von BB-3497 im
Komplex mit der E. coli-Peptiddeformylase wurde fiir LXIX ein &hnlicher Bindungsmodus postuliert
(Abb. 59). Bei der im gebundenen Zustand deprotonierten Hydroxamsédurefunktionalitit sind im
Vergleich zur N-Formylgruppe zwei zusitzliche Wasserstoffbriickenbindungen denkbar (zu Glul33

und Gly45). Dadurch konnte die hohere inhibitorische Aktivitat von LXIX erklért werden.

Ser 92 Ser 92
i 50 ~No-H Leu91 Giygo i 50 ~No-H Leu91 gygo
n | n '
)\ H / (\N >‘ H / | N
o7 N N O H o7 NN O H
H H | i H H | i
Metal--.\o/ H O Metal-- ¢ H O
! : N \ \ N,
R URY TS G
o H ! /F o . H ! /V
o) H _0 H
r O N )’ o N
Glu13z \ lle 44 Glu13z  \ lle 44

Gly 45 Gly 45

Abb. 59: Bindungsmodus von BB-3497 (links) im Komplex mit E. coli-PDF und postulierter
Bindungsmodus des stirkeren Inhibitors LXIX (rechts) (iibernommen aus Smith, 2002>*%).

Das Retroisosterie-Konzept wird hdufig auch in der Peptidchemie eingesetzt, da Retropeptide
enzymatisch stabiler sind als Peptide. Die Inversion der Amidbindung kann sich jedoch negativ auf die
biologische Aktivitit auswirken, wenn dieses Strukturelement fiir die Bindung an Enzym bzw.

Rezeptor entscheidend ist.**
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3.2 Synthesestrategie a-substituierter, f-oxa-isosterer Fosmidomycin-Analoga

Im Vorfeld der eigenen Arbeiten wurden an dem Wirkstoff Fosmidomycin bioisostere Variationen
unternommen, durch die sich sowohl die enzymhemmende als auch die antiplasmodiale in vitro-
Aktivitdt steigern lieB. Ausgehend vom Forschungsstand zu Beginn der Dissertation wurde eine
Zielstruktur entwickelt, in der mehrere dieser Strukturvariationen in einem Wirkstoffmolekiil
kombiniert werden (Schema 11). Einige neuere Erkenntnisse iiber Struktur-Aktivitits-Beziehungen
wurden im Verlauf der Arbeiten in die Syntheseplanung einbezogen. Diese Uberlegungen werden im

Folgenden vorgestellt.

Die Arbeitsgruppe von Rohmer fand schon 2005, dass eine Inversion der Hydroxamséurefunktionalitit

231

unter Aktivitdtserhalt gegeniiber EcDxr moglich ist.”" Durch N-Methylsubstitution konnte die EcDxr-

Inhibition inverser Analoga noch gesteigert werden (XII und XIII).

Mit den von Behrendt durchgefiihrten und 2010 publizierten Struktur-Aktivitits-Untersuchungen
konnte durch die eigene Arbeitsgruppe erstmals gezeigt werden, dass inverse Fosmidomycin-Analoga
auch die plasmodiale Dxr deutlich stirker inhibieren als Fosmidomycin (XLVa und XLVIa).”"’ Eine
N-Methylsubstitution der Hydroxamsdurefunktionalitit wirkt sich zudem positiv auf die
enzymhemmende und antiplasmodiale in vitro-Aktivitit aus. Die Einfilhrung eines lipophilen
aromatischen Substituenten in a-Position zur Phosphonsaurefunktionalitét, die sich bereits bei anderen
Fosmidomycin-Analoga als vorteilhaft erwiesen hatte (XXXVd), fiihrte zu einem neuartigen
Strukturtyp mit selektiver PfDxr-Hemmung. Der Inhibitor XLVa ist zusammen mit dem
a-3,4-difluorphenylsubstituierten Analogon XLVc (siche Abschnitt 1.6.3) der stirkste bisher bekannte
PfDxr-Inhibitor.*'"®

Van Calenbergh und Mitarbeiter verdffentlichten 2008 eine Studie, in der die Auswirkung des
isosteren Austauschs einer Methylengruppe im Propyl-Spacer von Fosmidomycin gegen ein
Sauerstoffatom untersucht wird.” Eine zweifache Deprotonierung der Phosphonséurefunktionalitit ist

228,232 : : :
82332 Die deutlich acideren

essenziell fir die Dxr-inhibierende Wirkung Fosmidomycins.
Monophosphate sind jedoch fiir den Einsatz in Wirkstoffen in vivo nicht ausreichend stabil. Daher
sollte die Aciditdt der Phosphonsdurefunktionalitit und damit die Dxr-hemmende Aktivitit
Fosmidomycins durch Einfiihrung eines elektronenziehenden, bivalenten Sauerstoffatoms im Abstand
von 2 oder 3 Bindungen zum Phosphor erhoht werden. Ein potenzieller Beitrag des Sauerstoffatoms
zur Bindungsaffinitét f-oxasterer Analoga an die P/Dxr wird von den Autoren in der Ausbildung einer
zusétzlichen Wasserstoffbriickenbindung zum Enzym gesehen. Der antiplasmodial wirksamste
Vertreter der oxasteren Fosmidomycin-Analoga LIIb zeichnet sich durch eine B-Oxa-Substitution des

Spacers sowie eine inverse, N-methylierte Hydroxamsaurefunktionalitit aus. Die freie Hydroxamséure

LIla zeigt dagegen unterhalb einer Konzentration von 3 pM keine enzymhemmende Aktivitét.
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Fosmidomycin: R=R'=H
ICsq (PfDxr) = 35-144 nM
o OH ICs (EcDxr) = 20-221 nM
. ICso (Pf3D7) = 150-1200 nM
P N__R %0
HO™/ ICs0 (PfK1) = 1730-3710 nM
R S
XXXVd: R = Ph, R' =
ICs0 (Pf3D7) = 550 nM
o o 7 o 0
/P ,OH I’ ‘l /P O ’OH
HO/\/\)L’TI / \ HO/\/ \)L,Tl
HO iy HO R
- Llla: R=H
XlI:R=H p ' ICs0 (EcDxr) > 3000 nM
ICsq (EcDxr) =170 nM ' ‘ Lllb: R = Me
Xlll: R = Me ) ICsq (EcDxr) =72 nM
ICs0 (EcDxr) = 49 nM ICs0 (Pf3D7) = 240 nM
o o}
P _OH
HO™/ N ) 0
HO Il? I
XLVla: R = H HO’P\(\)J\N/OH
ICs0 (PfDxr) = 12 nM HO E |
IC5q (EcDxr) = 592 nM
ICeo (PFK1)= 3900 1M XLVa: R = Me L: ICs (PfK1) = 310 nM
ICs (PfDxr) = 3 nM
ICsq (EcDxr) = 243 nM
ICs0 (PfK1) = 590 nM

N

/

~

Allgemeine Zielstruktur:
I
P.__O .OH
Ho QL
HO R’

R (aromatisch):

Ph, 1-Naphthyl, 4-Me-Ph, 4-OMe-Ph,
4-F-Ph, 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph
R (aliphatisch): CF; CO,Et, tert-Butyl

Hydroxamsaure-Rest R': H, Me, Et

Schema 11: Entwicklung der Zielstruktur B-oxasterer, inverser Fosmidomycin-Analoga.”

Die fiir Fosmidomycin angegebenen ICsp-Werte umfassen den gesamten Bereich der Referenzwerte aus den

hier zitierten Arbeiten.
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In einer Publikation von Van Calenberghs Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2010 wird ein dhnlicher Ansatz

258

vorgestellt.”” Monofluormethylenphosphonsduren sind wegen dhnlicher zweiter pKs-Werte geeignete

Organophosphat-Mimetika.*®

Es wurden o-halogenierte Analoga synthetisiert, deren elektronegative
Halogensubstituenten die Aciditét der Phosphonséurefunktionalitit erhdhen sollten. Die gute in vitro-
und in vivo-Aktivitit des fluorierten Analogons L zeigt, dass auch bei halogenierten Derivaten eine

Hydroxamat-Inversion unter Aktivititserhalt moglich ist.

Die in Schema 11 dargestellte Zielstruktur leitet sich von Fosmidomycin durch Inversion der
Hydroxamséurefunktionalitit, Substitution in a-Position und isosteren CH,/O-Austausch in -Position
des Propyl-Spacers ab. An a-phenylsubstituierten Analoga (R"=Ph) sollte der Einfluss der
N-Substitution auf die Dxr-Inhibition untersucht werden. Die Einfilhrung unterschiedlicher Aryl-
Substituenten bei optimaler N-Substitution sollte darauthin weitere Erkenntnisse {iber sterische und
elektronische Effekte liefern. Mit der Einfiihrung aliphatischer a-Substituenten wurde an die Studien
iiber a-halogenierte Fosmidomycin-Derivate von Van Calenbergh angekniipft. Bereits 2006 hatten
Kurz et al. gezeigt, dass die Einfiihrung kleiner a-Alkylsubstituenten die antiplasmodiale Aktivitét
Fosmidomycins steigern kann. Die Einfilhrung kleiner, elektronenziehender Alkylsubstituenten und
eines sterisch anspruchsvolleren, elektronenschiebenden ters-Butylsubstituenten in a-Position sollte

weiterfiihrende Struktur-Aktivitits-Beziehungen innerhalb der Spacer-Region erschlie3en.

Eine durch den kooperierenden Arbeitskreis von Prof. M. Fischer durchgefiihrte Docking-Studie zeigt,
dass die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke des PB-Sauerstoffatoms zu der 2,9 A entfernten

y-Hydroxygruppe des PfDxr-Serinrestes 306 méglich ist (Abb. 60)."

Abb. 60: Darstellung des katalytischen Zentrums der PfDxr im Komplex mit 27g (C-Atome: grau)
und Metallion (violett). Gestrichelte Linien zeigen mogliche Enzym-Inhibitor-Wechselwirkungen.

" Die Atomkoordinaten fiir 27g wurden aus der Kristallstruktur des Carba-Analogons XLVe im Komplex mit der
EcDxr (3ROI) iibernommen, die B-Methylengruppe von XLVe wurde durch Sauerstoff ersetzt. In der PfDxr-
Struktur 3AU9 wurde Fosmidomycin durch 27g ersetzt, die Struktur wurde mit SYBYLX2.0 minimiert.
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3.3 Synthese und Eigenschaften der p-oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga

3.3.1 Syntheseplanung

Die Zielstrukturen 26-28 lassen sich retrosynthetisch in die Carbonsduren 18 und die Hydroxylamine
LXX zerlegen und sollten durch N-Acylierungen der Hydroxylamine iiber Sy2-Additions-
Eliminierungsreaktionen zugénglich sein (Schema 12). Die Acylierung des unsubstituierten
Hydroxylamins erfolgt zwar thermodynamisch kontrolliert meist am Stickstoff,””® bei N-substituierten
Derivaten ist diese Regioselektivitit allerdings weniger stark ausgeprigt.”’ Um eine O-Acylierung zu
verhindern, muss die Hydroxygruppe geschiitzt werden. Dazu sollte die bereits in vorherigen
Synthesen bewéhrte Benzylschutzgruppe eingesetzt werden, die sich im spdteren Syntheseverlauf

durch katalytische Hydrogenolyse leicht und in hohen Ausbeuten abspalten ldsst.”

0 o Eto\ﬁ; OH Q
P + )k S +
Et0") — EtO Br._J\
Eto 1 R™ "H \|R/ 0-SG
DEP LXXVII 16 LXXI:
LXXII SG=Bn

o) 0 o) S
HO-p o _OH SG-0-p.;. o .O-SG
HO' Y \);N ﬁ SG.O ;T'%I .;AOH . H’Tl'
R R' A RN R
26-28 ' ) LXX:
@ 18: SG =Bn
SG = Et x
X\(O\R"
R O
S A UL S B e
OFt OO, R=¢ ose | R
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Schema 12: Retrosynthetische Uberlegungen zur Herstellung der Fosmidomycin-Analoga 26-28
(SG = Schutzgruppe, X = Abgangsgruppe).
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Zur Acylierung von O-substituierten Hydroxylaminen konnen in Analogie zur Amid- bzw.

248,339-341 .
’ Eine

Peptidsynthese Carbonséurechloride, -ester oder -anhydride eingesetzt werden.
Alternative stellt die Kondensation von Carbonsiduren mit Hydroxylaminen unter Verwendung von
Kupplungsreagenzien dar. Dazu konnen Phosgen-Analoga wie CDI', Carbodiimide wie EDC' oder

Benzotriazol-basierte Reagenzien wie BOP* verwendet werden (Abb. 61).3***

A\ /,N
)OJ\ N=C=N \N/ %\@
N~ N / N pt
NS W e
N N \ [ N PRg
CDI EDC BOP

Abb. 61: Kupplungsreagenzien zur Synthese von Hydroxamséuren aus Carbonséuren.

Die Phosphonocarbonsduren mit der allgemeinen Strukturformel 18 lassen sich retrosynthetisch in
a-halogensubstituierte aliphatische Carbonséduren und o-Hydroxymethanphosphonsduren zerlegen
(A, siche Schema 12). Die Carbonsdurefunktionalitit sollte als Benzylester geschiitzt werden.
Bromessigsdurebenzylester LXXI ist preisgiinstig erhéltlich und die Benzylschutzgruppe kann durch
katalytische Hydrogenolyse in hoher Ausbeute entfernt werden.’***® Als Phosphonséure-Schutzgrupe
wurde wie in den zuvor beschriebenen Synthesen der Phosponsdurediethylester gewdhlt. Diese
Schutzgruppe ist orthogonal zum Benzylester abspaltbar und kann, wie bereits erwihnt, durch eine
TMSBr-vermittelte Desalkylierung unter schonenden Bedingungen entfernt werden.””""

Literaturbekannte (LXXII) und bisher noch nicht beschriebene a-Hydroxyphosphonate (16) wurden

als Ausgangsmaterialien gewahlt.

Umgekehrt ist auch eine retrosynthetische Spaltung der anderen C-O-Einfachbindung moglich
(B, siche Schema 12), die zu einem a-Halogenphosphonat (LXXIII) als elektrophilem Synthon und
einer a-Hydroxycarbonsédure (LXXIV) als nukleophilem Synthon fiihrt.

Eine Spaltung der Kohlenstoff-Phosphor-Bindung als erster Retrosyntheseschritt ist ebenfalls denkbar
(C, Schema 12). Diese fithrt zu einem nukleophilen Phosphonsdurefragment, das in Form von
Triethylphosphit zur Synthese eingesetzt werden konnte. Das elektrophile Fragment hétte in diesem
Fall allerdings eine kompliziertere Struktur, die zusitzlichen Syntheseaufwand erfordern wiirde. In der
Literatur wurde beispielsweise die Michaelis-Arbusov-Reaktion von Triethylphosphit mit
a-halogenierten Ethern (LXXYV) gefunden, die aus Aldehyd, Alkohol und Chlorwasserstoff oder im

Falle der aromatischen Vertreter aus Benzaldehyd-Dialkylacetalen mit Acetylchlorid erhltlich sind.*"’

" CDI = 1,1’-Carbonyldiimidazol.
" EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid.
* BOP = Benzotriazol-1-yloxytris-(dimethylamino-)phosphoniumhexafluorophosphat.
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Auch die direkte Umsetzung von Triethylphosphit oder Diethyl(trimethylsilyl)phosphit mit
Benzaldehyd-Acetalen (LXXVI) in Gegenwart von Lewis-Séuren ist beschrieben, fiir groBere
Alkylreste (R*‘) aber ebenfalls nicht praktikabel *****’

Die erste der genannten Strategien (A) ist fiir die eigenen Synthesen am aussichtsreichsten, da die
a-Hydroxyphosphonate 16 und LXXII eine P,0-Acetal-Teilstruktur enthalten. Die Struktur kann
durch retrosynthetische Spaltungen in der Reihenfolge 1. A, 2. C in drei Komponenten zerlegt werden,
deren zentraler Baustein ein Aldehyd ist. Durch Umsetzung eines Dialkylphosphits (z. B.
Diethylphosphit, DEP) mit den Aldehyden LXXVII kénnen in einer Pudovik-Reaktion gleichzeitig
der Alkyl- bzw. Arylsubstituent und die Hydroxygruppe in a-Position relativ zur

350,351

Phosphonsdurefunktionalitit eingefithrt werden. Alternativ.  kann die Synthese von

a-Hydroxyphosphonaten durch eine Umsetzung von Trialkylphosphiten mit Aldehyden in einer

Abramov-Reaktion erfolgen.”**>*

Die Pudovik-Reaktion wird auch als Phospho-Aldol-Reaktion bezeichnet und ist bei Aldehyden,
Ketonen und Iminen moglich.”>* Dialkylphosphite liegen in Losung unter neutralen Bedingungen in
zwei tautomeren Formen vor: Die Phosphonat-Form, auch als H-Phosphonat bezeichnet, steht im
Gleichgewicht mit der Phosphit-Form (Schema 13). In pH-neutraler Losung ist das Gleichgewicht
stark zur Seite der Phosphonats verschoben, welches ein elektrophiles Phosphor-Zentrum besitzt.
Durch sein freies Elektronenpaar besitzt das Phosphit-Tautomer hingegen nukleophile Reaktivitit.*>
Nach dem heute allgemein angenommenen Mechanismus, der allerdings noch nicht experimentell
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bestdtigt wurde, wird durch Einwirkung einer Base (z. B. Alkoxide oder Amine)™" das Gleichgewicht

in Richtung des Phosphits verschoben und mdglicherweise auch ein Dialkylphosphit-Anion
generiert.*****® Durch den nukleophilen Angriff des Phosphit-Tautomers an eine Carbonylverbindung’

entsteht die Phosphor-Kohlenstoffbindung.*>**>

0 OH o) Con 9
\ - b, - PO | — P.__OH
RO‘;P\H RO‘;P /—;‘ o RO Y~ ROV Y~
RO RO RO R RO R'
H-Phosphonat Phosphit

Schema 13: Mechanismus der Phosphoaldol-Reaktion (modifiziert nach Kee, 2003°*).

Durch diesen Syntheseschritt entsteht aus dem prochiralen Carbonyl-Kohlenstoffatom des Aldehyds
ein asymmetrisches Zentrum. Zu Beginn der eigenen Arbeiten waren noch keine enantiomerenreinen

Fosmidomycin-Derivate dieses Strukturtyps bekannt. So gab es bisher keine Information dariiber, in

" Bei der Abramov-Reaktion erfolgt nach der nukleophilen Addidion des Trialkylphosphits ein zum zweiten
Schritt der Michaelis-Arbusov-Reakion analoger Alkyltransfer. Die Pudovik-Reaktion kann auch als Michaelis-
Becker-analoge Variante der Abramov-Reaktion betrachtet werden.””” In der Literatur wird oft nicht zwischen
den beiden Reaktionsnamen unterschieden, in dieser Arbeit wird die allgemein iibliche Zuordnung verwendet.

" Die Reaktion kann durch Metallionen katalysiert werden, indem durch Koordination beider Reaktanden eine
Anniherung des Aldehyds an das Phosphoratom begiinstigt wird.*>*
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welcher stereochemischen Konfiguration diese Verbindungen bevorzugt am aktiven Dxr-Zentrum
binden. Aus diesem Grund wurde in den eigenen Synthesen mit racemischen a-Hydroxyphosphonaten
gearbeitet. Ein weiteres Argument fiir die Verwendung racemischer Vorstufen war, dass das zum
Phosphor a-stindige Kohlenstoffatom CH-acide ist. In spiteren Synthesestufen konnte deshalb unter
basischen Bedingungen eine Racemisierung auftreten. Bei einer racemischen Synthese ist eine
nachtragliche Enantiomerentrennung der Zielverbindungen, beispielsweise mittels préaparativer
chiraler HPLC, moglich. Alternativ kann eine Racemattrennung von Phosphonaten iiber die
fraktionierte Kristallisation diastereomerer Salze (z. B. mit Ephedrin) durchgefiihrt werden.** Fiir eine
stereoselektive Synthese von a-Hydroxyphosphonaten kann die Pudovik-Reaktion zum Beispiel durch
chirale Lewis-Sauren katalysiert werden.””’”* Enantiomerenreine a-Hydroxyphosphonate sind auch
iiber andere Reaktionswege wie beispielsweise die enantiosekektive Reduktion von Ketophosphonaten

oder die enzymatische Hydrolyse von a-Acyloxyphosphonaten zuginglich.*®'®

3.3.2 Synthese der Edukte

Die unterschiedlich  substituierten = Hydroxylamine LXXa-¢ wurden ausgehend von
N-Hydroxyphthalimid (LXXVIII) synthetisiert (Schema 14). Die Phthaloylschutzgruppe erlaubt als
Gabriel-analoge Reaktion eine selektive O-Alkylierung des Hydroxylamins zur Einfithrung einer
Benzylschutzgruppe, die sowohl fiir die N-Alkylierung als auch fiir die Umsetzung der
Hydroxylamine zu Hydroxamséduren bendtigt wird. LXXVIII wurde in Acetonitril geldst, durch
Zugabe von Triethylamin deprotoniert und mit Benzylbromid zu LXXIX umgesetzt.’” Die
Freisetzung von O-Benzylhydroxylamin (LXXa) aus LXXIX erfolgte durch eine Ethanolaminolyse,***
die im Gegensatz zur konventionellen Hydrazinolyse eine einfache Abtrennung des wasserldslichen
Nebenprodukts erlaubt. LXXa wurde durch fraktionierende Destillation gereinigt und in {iber
90 %iger Ausbeute erhalten. Um eine selektive N-Monoalkylierung des O-Benzylhydroxylamins zu
gewihrleisten, wurde die Aminofunktionalitit von LXXa zuvor durch Umsetzung mit einer
dquivalenten Menge an Boc-Anhydrid geschiitzt.”® Das Boc-geschiitzte Zwischenprodukt LXXX
wurde zur Alkylierung in Dimethylformamid (DMF) gel6st, mit Natriumhydrid deprotoniert und

anschliefend mit Methyliodid oder Ethylbromid umgesetzt.’®

Die Alkylierungsreaktionen verliefen
praktisch quantitativ und die N-alkylierten Zwischenstufen (LXXXI) konnten ohne weitere Reinigung
zur Schutzgruppenabspaltung eingesetzt werden. Dazu wurden LXXXIa und b in Dichlormethan
gelost und mit einem Uberschuss an Trifluoressigsdure versetzt.*® Nach mehrstindigem Riihren
wurden die N-alkylierten, O-geschiitzten Hydroxylamine LXXb und ¢ durch basische Extraktion und

anschliefende Saulenchromatographie gereinigt.
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o o HO
BnBr, TEA " NH,
N-OH ——— N—-OBn - H,N-OB"
CH5CN (10 eq.)
o) O
LXXa
LXXVIII LXXIX
Boc-Anhydrid
THF
NaH,
OB TFA CHsl / CoHsBr
AN T R OB MR _OBn
: CH,CI | HN
R ,Cly Boc DMF L
LXXb: R = Me LXXXla: R = Me
LXXc: R = Et LXXXIb: R = Et LXXX

Schema 14: Synthese der O-benzylgeschiitzten Hydroxylamine LXXa-c.

Die Synthese und die analytischen Daten der in dieser Arbeit verwendeten a-Hydroxyphosphonate
LXXIIa-h sind literaturbekannt. ****"* Unbekannt waren bis jetzt die difluorphenylsubstituierten
Derivate 16a und b, wihrend die 3,4-dichlorphenylsubstituierte Verbindung 16¢ zwar in der Literatur
bereits erwihnt, aber mit Ausnahme von *'P-NMR-Daten bisher nicht vollstindig charakterisiert

wurde.*”>"

Die Synthese der aromatisch substituierten a-Hydroxyphosphonate LXXIIa-h und 16a-c erfolgte
ausgehend von den substituierten Benzaldehyden LXXVIIa-h (Schema 15). Diese wurden in
Gegenwart von zwei Aquivalenten Triethylamin oder N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) mit einem
10 %igem Uberschuss an Diethylphosphit umgesetzt. Als Ausgangsprodukte fiir die aliphatisch
substituierten o-Hydroxyphosphonate LXXIIi-k (R = CF;, CO,Et, tert-Butyl) wurden der Aldehyd
LXXVIIj in Form des Ethyl-Halbacetals LXXXII und die Aldehyde LXXVIIi und k als 50 %ige
Losung in Toluen bzw. 75 %ige Losung in fert-Butanol eingesetzt. Der Reaktionsfortschritt konnte
infrarotspektroskopisch an der abnehmenden Intensitdt der Aldehyd-Carbonylabsorptionsbande
verfolgt werden, eine quantitative Umsetzung war oft schon nach kurzer Zeit festzustellen. Die meist
kristallinen Reaktionsprodukte wurden nach Umkristallisation oder Sdulenchromatographie in guter

Reinheit und Ausbeute (16a-c: 74—100 %) gewonnen.

Die Alkylierung der Hydroxyphosphonate wurde am Beispiel der Verbindung LXXIIa nach einer von
Haemers et al. fir die Synthese oxasterer Fosmidomycin-Derivate veroffentlichten Vorschrift
erprobt,”” die Reaktionen fiihrten jedoch trotz Variation der Bedingungen nicht zum gewiinschten
Produkt. Eine Literaturrecherche zu Alkylierungsmethoden ergab, dass Silber(I)-oxid-vermittelte
Alkylierungen von primdren und sekunddren Hydroxygruppen mit Alkylhalogeniden unter

schonenden Reaktionsbedingungen einfach durchfiihrbar sind.

Diese Methode wurde in verschiedenen Variationen zum Beispiel fiir die selektive Monoalkylierung

primérer und sekundirer Diole’”’, fiir die a-Hydroxylierung, -Alkoxylierung und -Carboxylierung von
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378,379

Amiden oder fiir die Funktionalisierung tertizrer Alkylbromide mit O, N- und C-Nukleophilen”

beschrieben® und erwies sich auch als geeignet fiir die Alkylierung aliphatischer a-

Hydroxyphosphonate.*'**2
o)
B
r\)kOBn
j\ e NEt; / DIPEA EtO\(IP? oH LXXI
tO_ 1 .~
R H + “p— = EtO’
B0 RT, 1-2h 1/
A920
LXXVlla-k DEP LXXlla-h DMF, RT
R = Ph, 1-Naphthyl, 4-OMe-Ph, 12h
R = Ph, 1-Naphthyl, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph, 4-Me-Ph, 4-F-Ph, CF5
4-F-Ph, 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph, CO,Et, tert-Butyl
CF3’ COZEt, tert—ButyI
16a-c: R = 2,4-F-Ph, 3.4-F-Ph,
3,4-Cl-Ph
OH
E10,C™ OFt '
LXXXIX
0 0 0 0
EtO_n H, / Pd-C EtO_1
P _O - “P_ _O
EtO \( \)J\OH = EtO \( \)J\OBn
R MeOH / EtOAc
1 bar, RT, 1-2h R
18a-k 17a-k

17a-k,18a-k: R = Ph, 1-Naphthyl, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph, 4-F-Ph, 2,4-F-Ph
3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph, CF; CO,Et, tert-Butyl

Schema 15: Synthese der Carbonsduren 18a-k.

Die o-Hydroxyphosphonate LXXIIa-k und 16a-¢ wurden in DMF gelost und mit einem leichten
Uberschuss an Bromessigsiurebenzylester (LXXI) in Gegenwart von 1,5 Aquivalenten neutralem
Silber(I)-oxid umgesetzt (Schema 15). Nachdem die vollstindige Umsetzung des Edukts per
Diinnschichtchromatographie festzustellen war, folgte eine Filtration der Suspension iiber Kieselgur.
Nach wissriger Aufarbeitung des Filtrats konnten die Alkylierungsprodukte 17a-i chromatographisch
gereinigt werden. Einzig die Verbindung 17k lie§3 sich in nur sehr geringer Ausbeute (16 %) und nicht
analysenrein isolieren, war aber als Ausgangsmaterial fiir die folgenden Synthesestufen von
ausreichender Qualitit. Nach der Alkylierung erfolgte die Palladium-katalysierte Hydrogenolyse der
Benzylester 17a-k zu den Carbonsduren 18a-k unter atmosphérischem Wasserstoffdruck
(Schema 15). Als Losungsmittel wurden Methanol und Ethylacetat eingesetzt. Die Verwendung von
Ethylacetat bot den Vorteil, dass keine Methylesterbildung erfolgte, die in Einzelfillen bei der
Chromatographie mit methanolhaltigem Elutionsmittel beobachtet wurde. Zudem wurde bereits von

Schliiter beschrieben, dass chlorierte Aromaten empfindlich gegeniiber Dehalogenierung sind und

" Als Nukleophile konnten Carbonsiuren, primire und sekundire Alkohole, Phenole, primire und sekundire
Amine und das C-Nukleophil Ethylacetoacetat mit ters-Alkylbromiden ohne nennenswerte Bildung des durch
Bromwasserstoff-Eliminierung gebildeten Alken-Nebenproduktes umgesetzt werden, bei Einsatz anderer
Silbersalze konnte diese Chemoselektivitit nicht erreicht werden.**
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daher nicht in Methanol unter Wasserstoffiiberdruck, sondern in Ethylacetat unter geringerem Druck

: o 383
chemoselektiv umgesetzt werden konnen.

Unter den entsprechenden Bedingungen konnte auch der
Benzylester 17h zersetzungsfrei in die Carbonsdure 18h tiberfiihrt werden. Bei der Hydrogenolyse der
Verbindungen 17c¢ und d war hingegen ein geringer Anteil von Methanol im Losungsmittel fiir eine

vollstindige Umsetzung notwendig.

3.3.3 Synthese der Zielverbindungen

Azolide als Carbonsdure-Kupplungsreagenzien

Das von Staab entwickelte 1,1'- oder N,N -Carbonyldiimidazol (CDI, Schema 16) ist der 1956
erstmals synthetisierte und seitdem in der organischen Synthese am hiufigsten eingesetzte Vertreter
der Azolide.™®*" Unter der Bezeichnung ,,Azolid“ werden heterocyclische Amide zusammengefasst,
deren Stickstoffatom Teil eines aromatischen Fiinfrings ist. Im Gegensatz zu normalen Amiden, die
nur eine geringe Reaktivitidt des Carbonyl-Kohlenstoffs gegeniiber nukleophilen Reaktionen zeigen,
sind die Azolide dhnlich reaktiv wie Carbonsdurehalogenide und —anhydride. Fiir praparative Zwecke
sind vor allem Imidazolide gut geeignet, da sie sowohl ausreichende Reaktivitét als auch Stabilitét
besitzen und das bei der Reaktion freigesetzte Imidazol als Hilfsbase die weitere Umsetzung
katalysiert.”® CDI stellt fiir solche Reaktionen eine gute Alternative zu Phosgen dar, da es dhnlich

reaktiv, untoxisch und auf Grund seiner kristallinen Form leichter zu handhaben ist.*****’

) 5 ) /—\
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L + //\N/U\N/\\ — L NH R)MSJ\AN/\\

A V= R S DA

cDI LXXXIII LXXXIV
(@] + Nu
Ps . o
ﬁ' R™ONN S
—/" - Lxxxa R™ "Nu
CO,, LXXXIII LXXXV

Schema 16: Mechanismus CDI-vermittelter Kupplungsreaktionen zu Carbonsdure-Derivaten.
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Die Aktivierung einer Carbonséure als Imidazolid erfolgt durch deren direkte Umsetzung mit CDI"
(Schema 16). In einer zweistufigen Reaktion entsteht unter Abspaltung eines Molekiils Imidazol
(LXXXIII) zundchst ein gemischtes Anhydrid aus Carbonséure und Imidazol-N-Carbonséure
(LXXXIV). Durch den nukleophilen Angriff des zuvor freigesetzten Imidazols’ auf die Acyl-
Carbonylgruppe wird in einer Additions-Eliminierungs-Reaktion das Carbonsédure-Imidazolid
LXXXV gebildet.**** Carbonsiureimidazolide werden fiir Acyltransfer-Reaktionen in der Regel
nicht isoliert, sondern direkt in Losung mit Nukleophilen umgesetzt. Die Synthesen von Carbonséure-
Derivaten aus Imidazoliden zeichnen sich gegeniiber den meisten konventionellen Methoden durch

besonders milde Reaktionsbedingungen, einfache Reaktionsfiihrung und hohe Ausbeuten aus.’™

Herstellung der Zielverbindungen

Die Synthese der geschiitzten Zielverbindungen 19-21 erfolgte durch CDI-vermittelte Kupplung der
Carbonsduren 18a-k mit den O-benzylgeschiitzten Hydroxylaminen LXXa-c (Schema 17). Die
Carbonsduren wurden in wasserfreiem Dichlormethan geldst und bei Raumtemperatur unter
Feuchtigkeitsausschluss mit einem leichten Uberschuss an CDI aktiviert.”'’* Nachdem mittels
Infrarot-Spektroskopie die vollstindige Umsetzung der Carbonsdure zum Imidazolid festgestellt
werden konnte, wurde eine dquivalente Menge Hydroxylamin zugegeben. Die Kupplungsreaktionen
verliefen bei Raumtemperatur schnell und meistens in iiber 90 %iger Ausbeute. Die vollstindig
geschiitzten Phosphonohydroxamsduren 19a-e, 20a-k und 21 konnten teilweise ohne

chromatographische Reinigung analysenrein erhalten werden.

(0] O
EtO_n H. .OBn CDI
P (0] N - o
EtO” Y~ \)kOH * N
R CH,CIl, RT
R £l
18a-k LXXa-c
R =H, Me, Et
(0] (@]
EtO\llzl’ O\)J\ OBn 19a-e: R'=H, R =Ph, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph, 2,4-F-Ph, 3.4-F-Ph
EtO” Y N~ 20a-k: R'= Me R = Ph, 1-Naphthyl, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph, 4-F-Ph,
R Il? 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph, CF; CO,Et,
tert-Butyl
19-21 21: R'=Et R=Ph

Schema 17: CDI-vermittelte Synthese der geschiitzten Hydroxamsauren 19-21.

" Alternativ kann Imidazol durch ein reaktives Carbonsiure-Derivat acyliert werden, diese Methode ist allerdings
fiir die eigenen Synthesen wegen der mehrstufigen Carbonséuresynthese nicht sinnvoll.

" Ein intramolekularer Mechanismus, in dem das Imidazol aus dem gemischten Anhydrid an der Acyl-
Carbon};%;%ruppe angreift, konnte durch Isotopenmarkierungs-Experimente weitgehend ausgeschlossen
werden.
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Die Abspaltung der Schutzgruppen wurde am Beispiel der Verbindungen 19a, 20a und 21 in beiden
moglichen Reihenfolgen durchgefiihrt, um fiir weitere Synthesen die geeignetere Reaktionsfolge zu
ermitteln (Schema 18). Hierbei war die hydrogenolytische Abspaltung der Benzylschutzgruppe,
gefolgt von der TMSBr-vermittelten Desakylierung der Diethylphosphonate beziiglich Ausbeute und
Reinheit der Zwischenstufen gilinstiger als die umgekehrte Reihenfolge. Die Diethylphosphonate 29a-c¢
wurden zwar in kristalliner Form und guter Reinheit erhalten, die Kristallisation erfolgte jedoch

teilweise erst nach langer Zeit und in vergleichsweise geringen Ausbeuten von etwa 30 %.

- HO~

0
19a 1. TMSBr, CH,Cl, HO7
204 . P\(O\)LN,OBn
21 2.THF/H,0 |

29a-c: R = H, Me, Et
Schema 18: Synthese der freien Phosphonséduren 29a-c.

Die katalytische Hydrogenolyse der Benzylschutzgruppe von 19a,d,e, 20a-k und 21 fiihrte in hohen
Ausbeuten (meist iiber 90 %) zu den analysenreinen Hydroxamsduren 22a-c, 23a-k und 24
(Schema 19). Uber eine anschlieBende Desalkylierung der Phosphonsiurediethylester®'*” konnten
die N-alkylierten Phosphonohydroxamséuren 27a-k und 28 als kristalline Feststoffe erhalten werden,
die bis auf 27i analysenrein waren.” Die Identitit der Zielverbindung 27i wurde durch hochauflésende
Massenspektrometrie bestitigt. Durch TMSBr-vermittelte Desalkylierung der am Hydroxamséure-
Stickstoff unsubstituierten Phosphonséurediethylester 22a-¢  konnten die entsprechenden
Zielverbindungen mit freier Hydroxamsaurestruktur nicht in kristalliner, analysenreiner Form erhalten
werden, sondern fielen als gefirbte, verunreinigte Ole an, die auf Grund ihrer hohen Polaritit
chromatographisch nicht gereinigt werden konnten. Ein alternativer Syntheseweg zur Gewinnung
ausreichend reiner Endprodukte bot sich mit der literaturbekannten Umesterung von
Phosphonsiurediethylestern zu lipophileren Dibenzylestern an, die von Behrendt im Vorfeld bereits
fiir die Synthese #hnlicher Fosmidomycin-Derivate erfolgreich eingesetzt wurde.”'””® Hierbei werden
O-Benzylisoharnstoffe eingesetzt, deren Umwandlung in die thermodynamisch stabileren Harnstoffe
unter Ubertragung des Alkylsubstituenten auf die Phosphonsiurefunktionalitit die treibende Kraft der
Reaktion darstellt.”™ Als Dibenzylphosphonate geschiitzt sollten Phosphonsduren chromatographisch
gut zu reinigen und durch hydrogenolytische Schutzgruppenabspaltung in guter Ausbeute in die freien
Zielverbindungen {iberfiihrbar sein. Das Alkylierungsreagenz ~O-Benzyl-N,N -dicyclohexyl-
isoharnstoff LXXXVI wurde nach einer literaturbekannten Methode aus Benzylalkohol und
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) unter Kupfer(I)-Katalyse hergestellt.*’

" Anders als das von Haemers et al. beschriebene N-methylsubstituierte f-Oxa-Analogon von Fosmidomycin mit
inverser Hydroxamsiurefunktionalitit LIIb* sind die o-substituierten Zielverbindungen 27 und 28 hydrolyse-
und lagerstabil. Falls die Instabilitdit von LIIb durch die P,O-Acetalstruktur bedingt ist, kann aus dieser
Beobachtung ein stabilisierender Effekt der a-Substituenten auf die acetalische Verkniipfung abgeleitet werden.
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Die geschiitzten Zwischenprodukte 19a-d wurden durch Behandlung mit TMSBr und anschlieBender
Hydrolyse in die korrespondierenden freien Phosphonséuren iiberfiihrt. Diese wurden als Rohprodukte
in Anlehnung an eine Literaturvorschrift mit zwei Aquivalenten LXXXVI in Benzen einige Stunden

*! Die Phosphonsiuredibenzylester 25a-d wurden nach chromatographischer

unter Riickfluss erhitzt.
Reinigung an Kieselgel analysenrein oder in mindestens 95 %iger HPLC-Reinheit erhalten. 25a-d
wurden anschlieBend durch palladiumkatalysierte Hydrogenolyse in die Zielverbindungen

26a-d tiberfiihrt, deren per HPLC ermittelte Reinheit bei mindestens 95 % lag.

19a.d H, / Pd-C, 0 0O
a,d,e 1 pbar, MeOH EtO. 1l
21 RT,1-2h R R
1. TMS-Br
22a-c:R'=H ’ 0] (0]
CH,CI HO. I
23a-k: R' = Me 2~72 P _O _OH
24: R =Et 2. THF / H,0 HO Y \)LN
- - R R
H, / Pd-C, 26a-e: R'=H
MeOH, 1 bair, 27a-k: R' = Me
1. TMS-Br, RT, 1-2h 28: R'=Et
CH,CI, o o
2. THF / H,0 BnO._ Tl
19ad —— = = BnO" PYO\)kN/OBn _
3. LXXXVI (2 eq.), R |l|
CgHg, 80 °C
25a-d
OBn
N)\\ N
22a-c: R = Ph, 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph H
23a-k, 27a-k: R = Ph, 1-Naphthyl, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph,
4-F-Ph, 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph, 3,4-Cl-Ph, LXXXVI
CF3 CO,Et, tert-Butyl
24, 28: R =Ph
25a-d, 26a-d: R = Ph, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph, 2,4-F-Ph
26e: R = 3,4-F-Ph

Schema 19: Synthese der Zielverbindungen 26-28.

Aus dem nach Umesterung des Diethylphosphonats 19e erhaltenen Produktgemisch konnte das
gewiinschte Dibenzylphosphonat LXXXVII nicht isoliert werden (Schema 20). Stattdessen fiihrte die
Umsetzung von 19e unter Abspaltung der Hydroxamsédurefunktionalitit zu dem
Carbonsduremethylester 30. Dieses Nebenprodukt konnte chromatographisch isoliert und mittels
NMR- und IR-Spektroskopie, Massenspektrometrie und Elementaranalyse identifiziert werden. Der
starke Elektronenzug durch die Sauerstoffbriicke und den difluorierten Phenylrest konnte zu einer
besonders hohen Reaktivitidt und damit Hydrolyselabilitit der Hydroxamat-Carbonylgruppe von 19e
im Vergleich zu 19a-d fiihren.” Der Grund fiir die Umwandlung der benzylgeschiitzten

Hydroxamsédure in einen Methylester konnte die Anwesenheit von Methanol-Riickstdnden im

" Bei der ebenfalls difluorierten Verbindung 19d ist ein dhnlicher Effekt anzunehmen, der die Stabilitit der
Hydroxamséurefunktionalitét aber nicht in demselben Maf} zu beeintrachtigen scheint wie bei 19e.
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Phosphonséure-Rohprodukt sein, da dieses zuvor zur Abtrennung unldslicher Verunreinigungen in
Methanol geldst und filtriert werden musste. Fiir die weiteren Reaktionsschritte wurden hingegen reine
Reagenzien und Losungsmittel eingesetzt, so dass eine Verunreinigung zu einem spéteren Zeitpunkt
unwahrscheinlich ist. Auch das im Uberschuss eingesetzte TMSBr konnte aus dem 6ligen Rohprodukt
durch mehrstiindiges Trocknen im Hochvakuum nicht restlos entfernt werden. Dass die
Verunreinigungen der Phosphonsdure durch Methanol und TMSBr eventuell zur Bildung des
Methylesters gefiihrt haben konnten, wurde aufgrund der Tatsache vermutet, dass die Reaktion von
O-benzylgeschiitzten Hydroxamsiuren zu Methylestern in Methanol und in Gegenwart von
Trimethylsilylchlorid literaturbekannt ist.****** Methanolysen von Hydroxamsiuren laufen auch in
Anwesenheit verschiedener Sduren (Salzsdure,’”>*° Trifluormethansulfonsiure,’ Schwefelsdure®™)
und Séurechloride (Acetyl- oder Thionylchlorid *****) ab. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurde
das mit TMSBr-Resten verunreinigte Rohprodukt der Diethylphosphonat-Spaltung in Methanol gelost
und mehrere Stunden bei Raumtemperatur und unter Erwdrmung geriihrt. Im Infrarotspektrum trat

jedoch zu keiner Zeit die charakteristische Ester-Carbonyl-Absorptionsbande auf, so dass die Bildung

des Nebenproduktes auf diesem Weg nicht erklirt bzw. nachvollzogen werden konnte.”

BnO (I:I) Q
8o O\)J\N,OBn
H

Eto\('? 0
EtO/P (0] N,OBn
| 1. TMS-Br, DCM F
2. THF / H,O F LXXXVII
3. LXXXVI (2 eq.), CgHg
F
1. TMS-Br, DCM F (o)
2. THF / H,0 BnO. i o
3. tBuOCOCI 196 H, / Pd-C, MeOH BnO” OMe
TEA, DMF 1 bar, RT, 1-2h
22c F
pomo\g o Q OB 1. TMS-Br, DCM F
.OBn

POMO" N 2. THF / H,0 %

|

: O (0] O (0]

HO_n HO_1I
_P 0] _OH _P (0]
F HO \)J\ITI HO \)kOH
F H +
LXXXVIII
F F
F F
25e 31

Schema 20: Versuche zur Gewinnung der Zielverbindung 25e und der Prodrug-Vorstufe LXXXVIII.

" Die Entstehung von Carbonsiuremethylestern war spiter auch bei zwei in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen
Prodrugsynthesen ausgehend von 19e zu beobachten, bei denen die Edukte nicht mit Methanol in Beriihrung
gekommen waren.
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Um die Zielverbindung 25e zu erhalten, wurde ausgehend von dem Diethylphosphonat 19e alternativ
der fiir die N-substituierten Hydroxamsduren genutzte Syntheseweg verfolgt (Schema 20). Die
Abspaltung der Benzlyschutzgruppe verlief in 99 % Ausbeute und fithrte zu der analysenreinen
unsubstituierten Hydroxamsdure 22c¢. Aus dieser konnte durch TMSBr-vermittelte Desalkylierung
jedoch nur ein verunreinigtes Gemisch aus der Phosphonohydroxamsidure 25e und der
Phosphonocarbonsiure 31 erhalten werden, das laut HPLC-Analyse etwa im Verhiltnis 9:1 vorlag.”
Das zihe Ol lieB sich weder kristallisieren noch durch semipriparative HPLC reinigen. Die
Arbeitsgruppe von Van Calenbergh berichtete iiber &hnliche Probleme bei der Reinigung o-
arylsubstituierter Phosphonohydroxamséiuren, die auf eine geringe Ldslichkeit und hohe Affinitdt der
Verbindungen zur stationiren Phase zuriickgefiihrt wurden.™ *** Die Hydroxamséurefunktionalitit von
25e konnte durch eine Tipfelprobe mit Eisen(Ill)-chlorid zwar nachgewiesen werden. Sie scheint
allerdings nicht stabil zu sein, da in IR- und Massenspektren nur die Carbonsidure 31 nachzuweisen
war und die nach semiprdparativer HPLC-Trennung erhaltene vermeintliche Zielverbindung eine
stirkere Verunreinigung als zuvor zeigte. Die Herstellung der Zielverbindung 25e in Form
verschiedener Phosphonséure-Prodrugs gelang ebenfalls nicht, da schon die benzylgeschiitzten
Vorstufen wie beispielsweise LXXXVIII aus den Reaktionsansidtzen nicht isoliert werden konnten

(sieche auch Abschnitt 4.3.1).

3.3.4 Spektroskopische Eigenschaften

NMR-Spektroskopische Eigenschaften

Stellvertretend fiir die a-arylsubstituierten Phosphonohydroxamséduren sollen zundchst die NMR-
spektroskopischen Eigenschaften der Verbindung 22a diskutiert werden, deren 'H-NMR-Spektrum in
Abb. 62 dargestellt ist. Das Stereozentrum in a-Stellung zur Phosphonsdureesterfunktionalitdt fiihrt
auch hier zu der in Abschnitt 2.3.3 an Verbindung 2a bereits besprochenen Signalaufspaltung durch
Diastereotopie oder Anisotropie, welche die Signale der Ethylgruppen a/a‘, b/b¢ sowie der
Methylengruppe d/d¢ betrifft. Heteronukleare Kopplungen zu *'P treten bei den Protonen b/b¢ und ¢
auf. Das Dublett-Signal der ausschlieBlich mit *'P koppelnden Methingruppe ¢ ist durch den
benachbarten, elektronenziehenden Sauerstoff stark tieffeldverschoben. Die Methylengruppen-Signale
d/d¢ bilden ein AB-Spinsystem aus zwei Dubletts, wihrend die Protonen der Methylengruppen b und
b¢ durch die Kopplung zum Phosphor und zu den benachbarten Methylgruppen a und a‘ komplexere
Multiplettsignale erzeugen.

" Die Verbindung 31 konnte mittels hochauflésender Massenspektrometrie identifiziert werden.

" Diese Verbindungen wurden als Bisammoniumsalze chromatographisch an Cellulose gereinigt.** Da im
Verlauf der eigenen Arbeiten bereits in vitro-Daten fiir 25a und d vorlagen, die fiir 25e keine herausragende
biologische Aktivitdt erwarten lieBen, wurde auf weitere Reinigungsversuche an diesem Produkt verzichtet.
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Fiir das NH-Proton der Hydroxamséurefunktionalitét e treten im Spektrum zwei verbreiterte Singuletts
im Abstand von etwa 0,5 ppm mit einem Integralverhéltnis von 0,9:0,1 Protonen auf. Ebenso zeigt die
wegen des groBeren Abstands zur Carbonylfunktion zu héherem Feld verschobene OH-Gruppe f zwei

iiberlagerte, verbreiterte Singuletts im entsprechenden Integralverhiltnis.”

a o O (8] |
. R | §
o ~ . c
- O,P\ID,VJLN OH
) dd H
o -
. /J g |/ %9 A - I | H.0 DM50-ds
a P
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Ui
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Abb. 62: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 22a in DMSO-ds.

Auch das Dublett des Methin-Protons ¢ tritt verdoppelt mit einem Integralverhédltnis von 0,9:0,1
Protonen auf." Diese Signalaufspaltungen konnten durch das Vorliegen zweier Hydroxamsiure-
Rotamere bedingt sein. Die Hydroxamsdurefunktionalitit kann auf Grund des partiellen
Doppelbindungscharakters und der dadurch eingeschrénkten Drehbarkeit der C-N-Bindung in Oxo-
und Iminol-Form jeweils als E- oder Z-Isomer vorliegen (Schema 21). Die bevorzugte Konformation
ist abhédngig von verschiedenen Faktoren wie N- und O-Substitution, Losungsmittel und
Temperatur.*'*”®  An einfachen Modellverbindungen wurde durch NMR-spektroskopische
Untersuchungen gezeigt, dass in wéssriger Losung bzw. restwasserhaltigem Losungsmittel (z. B.
402,403

DMSO) bei den meisten Hydroxamséduren hauptsichlich das Z-Isomer der Oxo-Form vorliegt.

Wie quantenmechanische Berechnungen unterstiitzen, ist die Z-Konformation bei einer Hydratisierung

" Die Zuordnung der NH- und OH-Signale auf Basis der chemischen Verschiebung kann durch die gute
Ubereinstimmung mit den Hydroxamsiure-Resonanzsignalen verschiedener N- oder O-alkylierter Derivate aus
dieser Arbeit bestitigt werden, in denen jeweils eines dieser Signale fehlt und daher das andere zweifelsfrei
zugeordnet werden kann.

" Ob fiir die Methylengruppe d auch ein zweites, tieffeldverschobenes Resonanzsignal existiert, kann hier auf
Grund der Uberlagerung mit den Multipletts von b/b¢ nicht festgestellt werden. Bei den freien
Phosphonohydroxamséuren 26b-d sind auch die Resonanzsignale dieser Methylengruppen deutlich erkennbar

verdoppelt.
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des Molekiils energetisch begiinstigt, wéhrend bei fehlender Hydratisierung iiberwiegend das

E-Isomer vorliegt.*"** Fiir Acetohydroxamsdure wurde mittels 'H-, C- und ""N-NMR-

Spektroskopie ein E£/Z-Verhiltnis von 1:9 in DMSO-ds nachgewiesen (Schema 21).*”

r\
../O\
H3CJ®ITI H
H
- H 8.69 ppm o
o L _H 9.80 ppm
PN -— HaC™ SN*
H3C 'Tl+ - 3 (I)
H 10.36 ppm “H 9.13 ppm
Z-lsomer: 90.1 % E-lsomer: 9.9 %

Schema 21: E/Z-Isomere von Acetohydroxamsiure, prozentualer Anteil und chemische
Verschiebungen in DMSO-dg bei 20 °C (modifiziert nach Brown, 1988*?).

Da die chemischen Verschiebungen und Integralverhéltnisse der NH- und OH-Resonanzsignale e und
f von Verbindung 22a denen der Acetohydroxamsdure dhnlich sind, ist bei 22a ebenfalls eine
Bevorzugung der Z-Konformation zu vermuten. Die in den beiden Isomeren zum Carbonyl-Sauerstoff
trans-stindigen Protonen sollten jeweils die zu tieferem Feld hin verschobenen Resonanzsignale fiir e

und f erzeugen.*”

Um die in Verbindung 22a iiberwiegende Konformation zu ermitteln, wurde ein
NOESY-Experiment in DMSO durchgefiihrt, bei dem die rdumliche Néhe von Wasserstoffatomen
durch das Auftreten des NOEs erkannt werden kann. Nur bei einer Z-konfigurierten
Hydroxamséurefunktionalitit kann ein NOE zwischen der Methylengruppe d und dem zur
Carbonylgruppe trans-staindigen NH-Proton auftreten, im E-Isomer ist eine derartige Wechselwirkung

nicht moglich (Schema 22).

Tatsdchlich ist in dem in Abb. 63 dargestellten Ausschnitt des NOESY-Spektrums von Verbindung
22a eine Korrelation zwischen beiden Dubletts des AB-Systems von d und dem tieffeldverschobenen
NH-Signal e bei 10,51 ppm zu erkennen, das dem Z-Isomer zugeordnet wird. Eine Korrelation
zwischen dem hochfeldverschobenen NH-Signal (10,01 ppm) und der Methylengruppe d tritt
hingegen nicht auf. 22a liegt demnach in DMSO zu etwa 90 % in Z-Konformation vor (Schema 22).

" NOE = Nuclear Overhauser Effect/Kern-Overhauser-Effekt: Bei einem geniigend kleinen rdumlichen Abstand
zweier Kerne A und B wird die Intensitit der beobachteten 'H-Absorption von A (v,) durch die zusitzliche
Einstrahlung der Absorptionsfrequenz des Kerns B (vg) verdndert, indem iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
die Relaxation des Kerns A beeinflusst wird. Die Korrelation erscheint im 2D-NMR-Spektrum als
Kreuzsignal.*"
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Abb. 63: Ausschnitt aus dem NOESY -Spektrum der Verbindung 22a.

Da sich die Resonanzsignale der Hydroxygruppe f fiir £- und Z-Konformation gegenseitig iiberlagern,
kann anhand des vorliegenden Resonanzspektrums nicht bestétigt werden, dass der NOE zwischen den
Protonen f und d wie erwartet nur bei dem E-Isomer auftritt. Die Intensitét des beobachteten NOE-
Kreuzsignals zwischen f und d ist allerdings dhnlich hoch wie die des NOEs zwischen e und d,
obwohl das dem E-Isomer zuzuordnende OH-Signal von sehr geringer Intensitét ist. Dieser Effekt
konnte dadurch bedingt sein, dass sich die Protonen f und d in der £-Konformation stérker annihern

konnen als die Protonen e und d in der Z-Konformation.

H 8.94 ppm O o
0 i 5 (EtO),P_OH_L_ _H 10.01 ppm
(EtO),P OJC-l) SN - \r \9 \,Trr
| |
Ph H  H10.51 ppm PhH O
NOE =~~~ NOE ~~ 8.96 ppm
Z-Isomer: 90 % E-lsomer: 10 %

Schema 22: E/Z-Isomerie bei Verbindung 22a, Isomerenverteilung in DMSO-d bei 20 °C.

Stellvertretend fiir die N-alkylierten Phosphonohydroxamsiuren ist in Abb. 64 das 'H-NMR-Spektrum
der Verbindung 27a in DMSO-d4 dargestellt. Die der Carbonylgruppe benachbarte Methylengruppe
b/b¢ bildet ein charakteristisches AB-Spinsystem mit Dacheffekt aus. Anders als bei der freien
Hydroxamséure 22a findet man hier nur einen Signalsatz fiir das Methin-Proton a, so dass auf das

Vorliegen nur eines Strukturisomers geschlossen werden kann. Beim Auftreten einer E/Z-Isomerie
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miissten insbesondere die Resonanzsignale der N-Methylgruppe ¢ und der Hydroxygruppe d in zwei

Signale aufgespalten werden, was ebenfalls nicht beobachtet wird.

o] 8]
HO.g oo M one | '
La O M
HO” -
b.b | 2J_|:= 3 1
8y c 14.4 Hz Uan= Uin= c
| - 16.1 Hz 16.1 Hz
et
a
a b 7 b
e f g I [
|
M / 1 | f! -|I| ! ) |
I . A S A O N S
100 5.5 5.0 85 20 7.5 70 &5 50 55 5.0 45 4.0 35 3.0

Abb. 64: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 27a in DMSO-dj.

Fir N-alkylierte Hydroxamsduren wie zum Beispiel N-Methylaceto-, N-Propion- oder
N-Benzohydroxamséure ist literaturbekannt, dass in DMSO ausschlieflich das Z-Isomer vorliegt, da
wahrscheinlich die Solvatisierung durch den Wasseranteil im Ldsungsmittel eine bessere
Stabilisierung des Z-Isomers im Vergleich zur E-Isomer bewirkt. Die sterische Interaktion zwischen
der N-Methylgruppe und dem Kohlenstoffgeriist der Z-konfigurierten Hydroxamséaure ist energetisch
giinstiger als die Interaktion der OH-Gruppe mit dem Geriist, wie sie in der E-Konfomation auftritt.*”
Um die bevorzugte Konformation der Verbindung 27a in DMSO zu ermitteln, wurde ein NOESY -

Spektrum aufgenommen, von dem Abb. 65 einen Ausschnitt zeigt.

Die NOE-Signalen lassen die rdumliche Nihe der Methylgruppe ¢ zu den Protonen des
Kohlenstoffgeriistes a und b/b¢ deutlich erkennen. Da der Effekt nur nur bei einer Z-konfigurierten
Hydroxamséurefunktionalitdt moglich ist, kann das ausschlieliche Vorliegen des Z-Isomers von 27a

angenommen werden (Schema 23).

o) 0O |T| 9.86 ppm (l? O
|
(EtO),P_ _OH )\ Je) (EtO),P.. _O.H /g ~CHs
CTSN’ — ¢ N
| |
Ph H _O
Ph !—IH,CHQ H
NOE =~ 3.07 ppm
Z-Isomer: 100 % E-lsomer: 0 %

Schema 23: E/Z-Isomerie bei Verbindung 27a, Isomerenverteilung in DMSO-d; bei 20 °C.
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Abb. 65: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum der Verbindung 27a.

Die Erkenntnisse liber die £/Z-Isomerie der freien und N-methylierten Hydroxamséuren 22a und 27a
stimmen mit den Ergebnissen der durch Behrendt im Rahmen seiner Dissertation durchgefiihrten
NMR-spektroskopischen Untersuchungen an strukturell &hnlichen Fosmidomycin-Derivaten

{iberein.*®

Die fluorierten aromatischen Fosmidomycin-Analoga weisen aufgrund zahlreicher heteronuklearer
Kopplungen einige Besonderheiten auf. Exemplarisch fiir die oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga
sollen daher die *C-Spektren der Verbindungen 27e,f und 16b vorgestellt werden (Abb. 66). Die
chemischen Verschiebungen und Aufspaltungsmuster dieser Beispielverbindungen entsprechen
weitgehend den NMR-Daten literaturbekannter —mono- und difluorbenzylsubstituierter

Phosphonsiuren,*® Diethylphosphonate*”’ und fluorierter a-Aminoarylmethanphosphonséuren.*”®

Die N-Methylsubstituenten der Hydroxamséduren 27e und f erscheinen als Singuletts bei etwa 35 ppm.
Die Resonanzsignale der Ethoxygruppen (a/a® und b/b¢) des a-Hydroxyphosphonats 16b &hneln
beziiglich chemischer Verschiebung und Aufspaltungsmuster denen der in Abschnitt 2.3.3
besprochenen Benzamide-Analoga Fosmidomycins. Charakteristisch fiir die P,O-Acetalstruktur ist
hingegen die starke Tieffeldverschiebung der Methin-Kohlenstoff-Signale (27e,f: a, 16b: ¢), die im
Bereich von 70-80 ppm als Dublett mit 'J p-Kopplungskonstanten von etwa 160 Hz auftreten.
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Abb. 66: *C-NMR-Spektren der Verbindungen 27e (a), 27f (b) in DMSO-ds und 16b (c) in CDCL;.
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Die Signale der Carbonyl-Kohlenstoffatome erscheinen als Singuletts in einem Resonanzbereich um
170 ppm. Fast alle Resonanzsignale der aromatischen Kohlenstoffatome von 27e, 27f und 16b werden

durch heteronukleare Kopplungen mit '°F und/oder *'P aufgespalten.

Der symmetrisch in para-Stellung fluorierte Phenylsubstituent von Verbindung 27e erzeugt vier
Resonanzsignale (b-e), bei denen die GroBe der Jc-Kopplungskonstante mit zunehmendem Abstand
zwischen Fluor und Kohlenstoff abnimmt. Das Signal des direkt mit Fluor verbundenen
Kohlenstoffatoms e ist auf Grund der Entschirmung durch den elektronegativen Substituenten stark
tieffeldverschoben. Die Uberlagerung der ausgeprigten 'Jc ;-Kopplung mit der deutlich schwicheren
5‘]C,P—Kopplung fiihrt zu einer Signalaufspaltung in Form eines doppelten Dubletts. Die tertidren
aromatischen Kohlenstoffatome d erzeugen durch “Jcz-Kopplung ein Dublettsignal, das auffillig
hochfeldverschoben ist. Bei den Signalen fiir die tertidiren Kohlenstoffatome ¢ ist wieder eine doppelte
Dublett-Aufspaltung zu erkennen, die *J-Kopplungen des Kohlenstoffs zu *'P und F sind hier von
vergleichbarer GroBe. Das quartire Kohlenstoffatom b erzeugt ein etwas verbreitertes Singulett-

Signal, bei dem die heteronuklearen Kopplungen nicht mehr aufgelost sind.

Die Resonanzsignale der direkt an Fluor gebundenen, aromatischen Kohlenstoffatome bilden bei den
difluorierten Verbindungen 27f (c,e) und 16b (f,g) durch die Uberlagerung zweier Kopplungen zu "°F
und einer Kopplung zu *'P stark tieffeldverschobene, dreifache Dubletts. Die Signale der beiden
fluorierten Kohlenstoffatome sind jeweils an ihrer chemischen Verschiebung und an der Grofe von
Jcp zu unterscheiden. Die Differenzierung ist bei 27f deutlich besser moglich als bei 16b. In den
Resonanzsignalen der aromatischen Kohlenstoffatome sind meist nur eine oder zwei heteronukleare
Kopplungen aufgelost, und nur die C,F-Kopplungen mit Kopplungskonstanten iiber 10 Hz kdnnen

zweifelsfrei zugeordnet werden.

AbschlieBend sollen noch einige Besonderheiten der 'H- und *C-NMR-Spektren von Verbindung 20i
gezeigt werden (Abb. 67). Durch die geringere Grofe des Trifluormethylsubstituenten ist die
Diastereotopie der Ethoxygruppen schwicher ausgeprégt als bei den arylsubstituierten Derivaten, wie
die geringere Differenz der chemischen Verschiebungen der Signalgruppen fiir a/a‘ und b/b* zeigt.
Die dem Chiralititszentrum am néchsten stehenden Methylen-Protonen d/d* bilden wegen chemischer
und magnetischer Indquivalenz ein AB-System, wahrend die weiter entfernte N-Methylgruppe e und
die Benzyl-Methylengruppe f keine Aufspaltung erfahren und Singulettsignale erzeugen. Auffillig ist
das Resonanzsignal der Methingruppe ¢, welches durch die Uberlagerung einer *Jj;p-Kopplung und
drei *Ji; -Kopplungen in ein doppeltes Quartett aufgespalten wird.
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Abb. 67: 'H- und "C-NMR-Spektrum der Verbindung 20i in CDCl;.

Im “C-NMR-Spektrum von 20i ist fiir die Methylgruppen der Ethoxygruppen a/a nur ein einziges
Dublett-Signal vorhanden, wihrend die dem Chiralititszentrum nédher gelegenen diastereotopen
Methylengruppen b/b¢ zwei getrennte Dubletts erzeugen. Das Resonanzsignal der Methingruppe c ist
durch die Uberlagerung der 'Jcp- und *Jc -Kopplungen in ein doppeltes Quartett aufgespalten. Eine
dhnliche Aufspaltung erfihrt auch das Signal des quartdren, trifluorierten Kohlenstoffatoms d: Dieses
wird durch die starken heteronuklearen 'Ji p-Kopplungen in ein Quartett aufgespalten, dessen Linien
durch die deutlich schwichere *Jcp-Kopplung verdoppelt erscheinen. Sowohl im 'H- als auch im
BC-NMR-Spektrum von 20i sind im Gegensatz zu den arylsubstituierten Verbindungen dieser

Substanzklasse keine heteronuklearen Fernkopplungen zu beobachten.
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IR-Spektroskopische Eigenschaften
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Abb. 68: IR-Spektrum der Verbindung 27h (KBr-Pressling).

Stellvertretend fiir die oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga ist in Abb. 68 das IR-Spektrum des
Fosmidomycin-Analogons 27h dargestellt. Die breiten Banden mit Absorptionsmaxima oberhalb von
3000 cm™ sind auf die O-H-Valenzschwingungen der Phosphonsiure- und Hydroxamsiuregruppe
zuriickzufiihren. In Ubereinstimmung mit Literaturangaben kann die Absorptionsbande bei 3162 cm™

“ Die Absorptionsbanden der

der N-substituierten Hydroxams&urefunktionalitidt zugeordnet werden.
aromatischen C-H-Valenzschwingungen werden durch die O-H-Valenzbande verdeckt, wiahrend die
aliphatischen C-H-Bindungen an ihrer Valenzschwingung knapp unterhalb 3000 cm’' zu erkennen
sind. Bei 1633 cm’ findet sich die charakteristische — Carbonyl-Absorption  der
Hydroxamsédurefunktionalitit. Zwei intensive Absorptionsbanden im Fingerprint-Bereich des

Spektrums werden den P-O- (1199 cm™)- und P=0-Valenzschwingungen (1030 cm™) zugeordnet.

3.4 Untersuchung der biologischen Aktivitit

Alle in diesem Kapitel vorgestellten, in Abb. 69 zusammengefassten oxa-isosteren Fosmidomycin-
Analoga (26a-28) wurden auf ihre Hemmwirkung gegeniiber den rekombinanten Dxr-Enzymen von
P. falciparum, E. coli und M. tuberculosis untersucht. Die antiplasmodiale in vitro-Aktivitit der
Testverbindungen wurde gegeniiber dem Chloroquin-senstitiven P. falciparum-Stamm 3D7 und dem
multiresistenten Stamm Dd2 evaluiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind zusammen mit den

Referenzwerten fiir Fosmidomycin (Fos-Na)  in Tabelle 6 dargestellt.

" Referenzsubstanz: Fosmidomycin-Mononatriumsalz von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg).
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Enzymassay Zellkulturassay'
Verbin-
dung PfDxr EcDxr MDxr P.fDd2 P.f3D7
I1Cso (LM) 1Cso (LM) 1Cso (LM) I1Cso (LM) 1Cso (LM)
26a 1.5+/-0.1 20 +/-2 466 +/- 60 n. b. > 50
26b 2.2+4/-0.1 17 +/-1 352 +/-29 n. b. > 50
26¢ 1.8 +/-0.1 12 +/-1 348 +/-29 n. b. > 50
26d 1.7+/-0.1 93+/-0.3 192 +/- 16 n. b. > 50
26e 3.9+/-0.2 49 +/-2 > 500 n.b > 50
27a 0.037 +/-0.002 | 0.94 +/- 0.05 16 +/-1 0.70 1.2
27b 0.039 +/- 0.004 4.6 +/-0.3 15+/-1 0.35 0.52
27c 0.046 +/- 0.004 | 0.45 +/-0.04 2.84/-0.2 0.34 0.31
27d 0.025 +/- 0.003 | 0.32 +/-0.02 4.04/-0.2 0.19 0.18
27e 0.027 +/- 0.001 | 0.16 +/- 0.01 51+/-04 0.35 0.48
27f 0.065 +/- 0.005 | 0.73 +/- 0.07 12 4+/-1 1.2 1.3
27g 0.012 +/-0.001 | 0.24 +/- 0.01 4.6 +/-0.2 0.13 0.54
27h 0.014 +/-0.001 | 0.20 +/- 0.02 1.6 +/-0.1 0.14 0.24
27i 0.15+/-0.01 0.16 +/- 0.01 4.2+/-0.3 0.81 1.1
27j 1.9+/-0.2 5.7+/-0.2 178 +/- 15 9.2 14
27k > 500 22 +/-1 > 500 >50 >50
28 0.205 +/- 0.009 25 +/-2 287 +/-21 3.8 8.1
Fos-Na 0.16 +/- 0.02 0.12+/-0.01 | 0.23 +/-0.01 0.81 0.88

Tabelle 6: /n vitro-Aktivititen der oxasteren Fosmidomycin-Analoga 26-28 (n.b. = nicht bestimmt).

" Mittelwerte +/- Standardabweichung aus nichtlinearer Regression aus 7—13 Messpunkten.

' Mittelwerte aus mindestens 2 unabhéngigen Doppelbestimmungen.

319,320



101

o0l o f o § ¢
HO" PYO N,OH o F\/\/NYO
. HO
R R H
26a-e: R'=H 27a-k: R' = Me Fos-Na
(Referenzverbindung)
a:R=Ph a: R=Ph
b: R = 4-OMe-Ph b: R = 1-Naphthyl
¢: R = 4-Me-Ph ¢: R =4-OMe-Ph 27
d: R =2,4-F-Ph d: R = 4-Me-Ph h: R = 3,4-CI-Ph
e: R = 3,4-F-Ph e: R=4-F-Ph it R=CF;
f: R=2,4-F-Ph j: R=CO,Et
28: R'=Et,R=Ph g: R=3,4-F-Ph k: R = tert-Butyl

Abb. 69: Ubersicht der in Kapitel 3 vorgestellten Verbindungen.

3.4.1 PfDxr-Inhibition und antiplasmodiale Aktivitit

Die Fosmidomycin-Analoga 26a-28 lassen sich nach ihrer P/Dxr-hemmenden und antiplasmodialen
Aktivitdt in drei Gruppen einteilen. Die stirksten Inhibitoren (27a-h) hemmen isolierte PfDxr im
niedrigen nanomolaren Konzentrationsbereich (ICsy = 12—65 nM) und inhibieren das Wachstum beider
P. falciparum-Staimme im niedrigen bis submikromolekularen Bereich (0,12—-1,2 pM). Nur 27f
inhibiert beide Plasmodienstimme in vitro schwacher als Fosmidomycin. Die Verbindungen aus dieser
Gruppe besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal eine N-methylierte Hydroxamséurefunktionalitét

und einen aromatischen Substituenten in a-Position.

Demgegeniiber steht die Gruppe der a-arylsubstituierten freien Hydroxamséurederivate 26a-e, die nur
im niedrigen mikromolekularen Konzentrationsbereich enzymhemmend wirken (ICso = 1,5-3,9 uM)

und im Zellkulturassay keine antiplasmodiale Aktivitit zeigen (ICso > 50 uM).

Die dritte Gruppe, die sich aus den in o-Position aliphatisch substituierten, N-methylierten
Fosmidomycin-Analoga 27i,j und dem N-ethylierten Derivat 28 zusammensetzt, ldsst sich nicht klar
von den beiden zuerst genannten abgrenzen. Sowohl in Enzym- als auch Zellkulturassays werden
vergleichbare oder bis zu 10fach geringere Aktivitdten im Vergleich zu Fosmidomycin gemessen. Die
ICso-Werte dieser Gruppe liegen gegeniiber der PfDxr im Bereich von 0,15-1,9 uM und gegeniiber

den beiden P. falciparum-Stammen im Bereich von 0,81-14 uM.

Die a-tert-butylsubstituierte Verbindung 27k ist das einzige in dieser Arbeit vorgestellte oxa-isostere
Fosmidomycin-Analogon, welches weder die P/Dxr hemmt noch in vitro Wachstumsinhibition zeigt.

In Abb. 70 sind die Inhibitonskurven ausgewahlter Derivate gegeniiber der PfDxr dargestellt.
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Abb. 70: Inhibitionskurven ausgewihlter Verbindungen aus dem PfDxr-Assay
(*:27h, 4:27e, ©:27b, ": Fos-Na, 4:28 +:26d, Grafik: B. lllarionov, Universitit Hamburg).

In den Zellkulturassays wurden fiir die N-alkylierten Fosmidomycin-Analoga 27a-j und 28 jeweils um
etwa eine Zehnerpotenz hohere ICso-Werte gemessen als im Enzymassay, die Aktivititsabstufungen
gegeniiber Dd2 und 3D7 sind jedoch édhnlich. Im Korrelationsdiagramm (Abb. 71, links) liegen die
meisten Datenpunkte daher anndhernd auf einer Diagonale, die in Richtung der Ordinate zu hoheren
ICso-Werten verschoben ist. Die hoheren ICsp-Werte im Erythrozytenassay konnten damit begriindet
werden, dass die hohe Polaritit der Phosphonohydroxamsduren ihre Durchdringung von
Erythrozyten-, Parasiten- und Apikoplastmembranen erheblich erschwert. So ist eine deutlich hohere
Konzentration des Inhibitors im Zellkulturmedium erforderlich, um eine 50 %ige
Wachstumsinhibition von P. falciparum zu erzielen, als zur 50 %igen Aktivititshemmung der

isolierten Zielstruktur PfDxr benétigt wird.
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Abb. 71: Links: Korrelation der ICs-Werte von 27a-j, 28 und Fos-Na aus den Dd2- und 3D7-
Zellkulturassays; die Regressionsgerade dhnelt der Funktion y = x. Rechts: Korrelation der im Dd2-
Zellkulturassay und im Enzymassay ermittelten I[Csi-Werte fiir 27a-j, 28 und Fos-Na.
(Grafik: T. Grdwert, Universitit Hamburg).
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Wie aufgrund des Wirkmechanismus zu erwarten ist, zeigen die Inhibitionswerte der Fosmidomycin-
Analoga gegeniiber dem Chloroquin-sensitiven und dem Chloroquin-resistenten Parasitensamm eine
gute Korrelation, so dass die Regressionsgerade liber die Datenpunkte im Korrelationsdiagramm

(Abb. 71, rechts) nahezu einer Diagonalen entspricht.

Auswirkung der N-Substitution der Hydroxamsdurefunktionalitdt

Die Ergebnisse der Enzym- und Zellkulturassays zeigen iibereinstimmend, dass die Substitution des
Hydroxamséure-Stickstoffatoms fiir die in vitro-Aktivitit der oxasteren Fosmidomycin-Analoga
entscheidend ist (Abb. 72). Vergleicht man die ICsp-Werte der unterschiedlich N-substituierten
Analoga 27a und 28 gegeniiber der PfDxr, ist beim Austausch des Methyl- gegen den
Ethylsubstituenten eine Zunahme des ICs,-Wertes um den Faktor 6 festzustellen, der auch bei der
Wachstumsinhibition der P. falciparum-Laborstimme auftritt. Die Aktivititsminderung von 28 kdnnte
durch eine Beeinflussung der Metallkoordinierung durch den FEthylrest bedingt sein. Der
Aktivitdtsunterschied zwischen der freien Hydroxamséure 26a und dem N-Methyl-Derivat 27a ist
gegeniiber der PfDxr noch deutlich stirker ausgepridgt und zeigt sich im Zellkulturassay am
vollstandigen Wirkungsverlust der Verbindung 26a. Moglicherweise ist die im Vergleich zu 27a und
28 viel geringere Aktivitit von 26a neben einer unterschiedlichen Wechselwirkung mit der PfDxr
auch auf eine geringere Stabilitit der freien Hydroxamsaurefunktionalitdt im in vitro-Experiment
zuriickzufiihren.” Die Aktivitit der freien Hydroxamséurederivate konnte deshalb — besonders unter
den Bedingungen der Zellkulturassays —zum Beispiel durch eine Hydrolyse der

Hydroxamséurefunktionalitdt vermindert werden.

(”) @]
p_o . on
H%O/ ITI 26a:R=H 27a: R = Me 28: R=Et
R ICsq (PfDxr) = 1.5 uM  ICsq (PfDxr) = 0.037 pM  I1C5q (PfDxr) = 0.205 pM

ICso (Pf3D7)=>50 M ICsq (Pf3D7) =12 UM ICsq (PF3D7) = 8.1 uM

Abb. 72: Vergleich der unterschiedlich N-substituierten Hydroxamséuren 26a, 27a und 28.

Verbindung 27a inhibiert wie auch die anderen Vertreter aus dieser Gruppe isolierte PfDxr verglichen
mit der Referenzsubstanz Fosmidomycin deutlich stirker. Die P. falciparum-Wachstumsinhibition
durch 27a (0,7-1,2 uM) und Fosmidomycin (0,8—0,9 uM) ist dagegen vergleichbar. Die Wirksamkeit
des effektiveren PfDxr-Inhibitors 27a wird im Zellkulturassay moglicherweise dadurch abgeschwécht,
dass nur ein geringer Anteil der Verbindung zum Wirkort gelangt. Bei Fosmidomycin konnte das

gegeniiber der PfDxr festgestellte Aktivititsdefizit im Vergleich zu 27a durch einen effektiveren

" Diese Vermutung wird aufgrund der beobachteten Zersetzung der freien Hydroxamsaurefunktionalitit bei der
Synthese und Derivatisierung von Verbindung 26e getroffen und durch die Tatsache unterstiitzt, dass die
Synthese der analogen, N-methylierten Verbindung 27g und deren Prodrugs ohne derartige Probleme verlief
(siehe auch Abschnitt 4.3.1).
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Transport in den Apikoplasten kompensiert werden. Wie in Abschnitt 1.3 erwihnt, erfolgt die
Aufnahme von Fosmidomycin in Plasmodien-infizierte Erythrozyten iiber parasitir induzierte
Transportwege, die fir das Analogon 27a aufgrund der Strukturmodifikation schlechter zugénglich
sein konnten. Bisher ist jedoch nicht bekannt, wie bei Fosmidomycin die Passage der weiteren, auf
dem Weg zum Zielenzym zu iiberwindenden Membranen erfolgt. Daher kdnnen die Aufnahmewege
verschiedener PfDxr-Inhibitoren in den Apikoplasten nicht miteinander verglichen oder zur

Interpretation von Aktivitdtsunterschieden herangezogen werden.

Aufgrund der oben  dargestellten  Aktivitdtsabstufungen wurde die  N-methylierte
Hydroxamséurefunktionalitdt bei der nachfolgenden Variation des a-Substituenten beibehalten und
Verbindung 27a als neue Leitstruktur ausgewahlt. Da inzwischen jedoch das im Vergleich zu XLVe
bessere in vivo-Potenzial der von Behrendt synthetisierten freien Hydroxamsaure XLVIe (Abb. 73)
bekannt war,”'® wurden exemplarisch die aromatisch a-substituierten, freien Hydroxamséuren 26b-e
synthetisiert, um durch Variation des a-Arylsubstituenten eventuell noch eine Aktivitétssteigerung
gegeniiber 26a zu erreichen. Enzymhemmung und Wachstumsinhibition konnten hierdurch allerdings

. *
nicht verbessert werden.

O o) XLVc: R =Me
P _OH ICso (PfDxr) = 3.4 nM
HOY | ICso (PFK1) = 0.29 M

XLVic: R = H
F ICso (PfDxr) = 3.9 nM
F ICso (PfK1) = 0.38 uM

Abb. 73: Antiplasmodial aktivste P/Dxr-Inhibitoren, synthetisiert von Behrendt, 2011.*

Uberlegungen und Versuche zur Strukturufklirung des PfDxr-Komplexes mit N-methylierten, [-oxa-

isosteren Fosmidomycin-Analoga

Die ausgeprigte Aktivitdt N-methylierter Phosphonohydroxamsiuren konnte analog den Folgerungen
von Umeda et al. interpretiert werden, die in den in Abschnitt 1.4 vorgestellten Kristallstrukturen die
unterschiedlichen Bindungsmodi von Fosmidomycin und dessen N-Methyl-Derivat FR900098
verglichen.'®™ So konnte der N-Methylrest durch zusitzliche hydrophobe Wechselwirkungen im
aktiven PfDxr-Zentrum und eine bessere Stabilisierung der Hydroxamsdure-Z-Konformation die
Affinitit zum Enzym erhdhen. Ahnlich wie bei dem a-arylsubstituierten, inversen Fosmidomycin-
Analogon XLVe (Abb. 73), dessen Bindungsmodus an die EcDxr von Behrendt et al. aufgeklart

wurde (siche Abschnitt 1.6.3), konnten auch bei den strukturell verwandten oxa-isosteren Inhibitoren

" Wie sich auch in den Ec- und MrDxr-Assays zeigt, besitzt die Verbindung 26e innerhalb dieser Substanzklasse
gegeniiber PfDxr die geringste Aktivitit, wihrend ansonsten keine eindeutige Aktivitdtsreihenfolge vorherrscht.
Vermutlich ist die Ursache in der geringeren Reinheit dieser Substanz im Vergleich zu 26a-d zu sehen.
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aus dieser Arbeit intramolekulare Wechselwirkungen zwischen N-Methyl- und a-Arylsubstituent zur
Stabilisierung des Enzym-Inhibitor-Komplexes beitragen. Dabei ist ebenfalls eine Ubertragbarkeit des

EcDxr-Bindungsmodus auf den PfDxr-Inhibitor-Komplex anzunehmen.

Die durch die Arbeitsgruppe von Michael Groll an der Technischen Universitdt Miinchen
durchgefiihrten Versuche zur Kokristallisation des Fosmidomycin-Analogons 27g mit PfDxr fiithrten
allerdings nicht zur Strukturaufklarung des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Eine Rontgenkristallstruktur-
analyse der aus PfDxr, 27g und Mn*"-Ionen erhaltenen Kristalle war nicht unterhalb einer Auflosung
von 3,0 A moglich. Als Strukturelement des Inhibitors ist lediglich die Phosphonatgruppe zu
erkennen, die anders als bei Fosmidomycin hier von den Aminosdureresten Ser270, Ser360 und
Lys312 koordiniert wird. Das ebenfalls im Enzymkomplex enhaltene Mg*'-lon wird wie im
quaterndren PfDxr-Fosmidomycin-Komplex (siehe Abschnitt 1.4) durch die Reste Asp231, Glu233
und Glu315 koordiniert, wihrend der Kofaktor NADPH fehlt. Der grofite Bereich der PfDxr-
Schleifenregion (Lys292-Lys297) zeigt keine definierte Elektronendichte.

Fosmidomycin-Analoga mit aliphatischen Substituenten in a-Position

Beim Vergleich der aromatisch (27a-h) und aliphatisch (27i-k) substituierten Fosmidomycin-Analoga
zeigt sich das geringere inhibitorische Potenzial der aliphatischen Derivate 27i-k (Tabelle 6). Die
fehlende Aktivitit des fert-butylsubstituierten Oxa-Analogons 27k ist sehr wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass der volumindse Alkylrest die Bindung des Molekiils an das katalytische Zentrum
der PfDxr verhindert. Verbindung 27j trdgt einen im Vergleich zu 27k sterisch etwas weniger
anspruchsvollen Alkylsubstituenten mit elektronenziehenden Eigenschaften, der sich auf die
enzymhemmende und antiplasmodiale in vifro-Aktivitdt deutlich gilinstiger auswirkt. Das
a-Trifluormethyl-Derivat 27i (Abb. 74) zeigt unter den aliphatischen Analoga die stérkste
Inhibitionswirkung. Wahrend 27i die PfDxr schwicher inhibiert als die aromatischen N-methylierten
Analoga 27a-h, ist die antiplasmodiale in vitro-Wirkung teilweise dhnlich oder besser (z. B. im
Vergleich zu 27a und f).
27i: X = CF,

ICso (PF3D7) = 1.1 pM
ICso (PfDd2) = 0.8 M

0 OH 0 0 0 OH
P N P OH p N
HO™/ HO™/ MN’ POMO”/
shdhend HO | POMO W/V g
X o] X e}
XLIXa,b: X=CI, F L: X=F XLb:
ICsp (PFGHA) = 0.7-0.8 M ICsp (PFGHA) = 0.7 pM 2
ICso (PFK1) = 0.3 uM ICso (PFK1) = 0.3 uM ICeo (PF3D7)=0.7 M

Abb. 74: Aliphatische und halogensubstituierte Fosmidomycin-Analoga.”***
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Der relativ kleine Trifluormethylsubstituent von 27i scheint die Bindung des Inhibitors an die PfDxr
sterisch nicht zu behindern. Die Kombination dieses lipophilen, elektronenziehenden Substituenten
mit dem inversen, N-methylierten Hydroxamsdure-Pharmakophor bringt allerdings keine
Wirkungssteigerung im Vergleich zu Fosmidomycin oder den aromatischen, oxa-isosteren Analoga.
Die Wachstumsinhibiton des P.f.3D7-Stamms durch 27i ist mit einem ICsp-Wert von ca. 1 pM etwas
schwécher als die antiplasmodiale Aktivitit des von Kurz et al. entwickelten a-Methyl-Analogons
XLb, das ebenfalls gegeniiber dem Stamm 3D7 evaluiert wurde (Abb. 74).*° Fiir die von Van
Calenbergh und Mitarbeitern synthetisierten a-halogenierten Fosmidomycin-Analoga XLIX und L,
deren gutes in vitro- und in vivo-Potenzial unter anderem die Motivation zur Synthese von 27i und k
darstellte, liegen gegeniiber P.£3D7 keine ICso-Werte vor.”® XLIX und L wurden auf ihre Aktivitit
gegeniiber anderen Chloroquin-sensitiven (P.f.GHA) und Chloroquin- bzw. multiresistenten (P.f K1)
P. falciparum-Stimmen getestet. Obwohl schon die eigenen Ergebnisse zeigen, dass in vitro-Daten
gegeniiber verschiedenen P. falciparum-Stimmen nicht direkt vergleichbar sind, ldsst sich die
Gegeniiberstellung der ICso-Werte in Abb. 74 doch entnehmen, dass die antiplasmodialen Aktivititen
von 27i, XLIX und L in derselben GroBenordnung liegen.”

Vergleich N-methylierter Fosmidomycin-Analoga mit aromatischen Substituenten in a-Position

Durch  Gegeniiberstellung der Fosmidomycin-Analoga 27a-h  konnen einige  Strukur-
Wirkungsbeziehungen fiir die aromatische Molekiilregion aufgezeigt werden. Die Inhibitionswerte aus
dem PfDxr-Assay korrelieren in den meisten Féllen gut mit den antiplasmodialen in vitro-Aktivititen,
insbesondere gegeniiber dem P. falciparum-Stamm Dd2 (Abb. 71 links). Gegeniiber dem Chloroquin-
sensitiven 3D7-Stamm liegen die ICsp-Werte meist um den Faktor 1,5-2 hoher als gegeniiber dem

multiresistenten Dd2-Stamm.

HO D O HO D Q Ho. Q
“P__O _OH “P__O _OH “P__O _OH
HO” \)LN HO \)J\N HO \)J\N
| | £
F
F F F
27e 27¢g 27f
ICso (PfDxr) = 27 nM ICso (PfDxr) = 12 nM ICsp (PfDxr) = 65 nM
ICs, (PfDd2) = 0.35 uM ICs (PfDA2) = 0.13 uM ICso (PfDA2) = 1.2 M
ICso (PF3D7) = 0.48 uM ICso (Pf3D7) = 0.54 uM ICso (PF3D7) = 1.3 M

Abb. 75: Vergleich der fluorierten aromatischen Fosmidomycin-Analoga 27e-g.

" Bei in vitro-Assays verwendeten die meisten in diesem Kapitel zitierten Autoren (Ausnahme: Behrendt et al.)
andere Auswertungsmethoden, so dass auch die Vergleichbarkeit von ICsy-Werten gegeniiber demselben
Erregerstamm meist eingeschrénkt ist.
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Die 3,4-dihalogenphenylsubstiuierten Verbindungen 27g und h sind die inhibitorisch aktivsten
Vertreter unter den aromatischen, oxasteren Fosmidomycin-Analoga. 3,4-Difluor- und
3,4-Dichlorsubstitution des Phenylrests sind im gleichen Mal aktivitdtssteigernd. Der Vergleich der
drei fluorierten Fosmidomycin-Analoga 27e-g zeigt, dass der elektronenziehende Einfluss der
Halogene die inhibitorische Aktivitdt im Vergleich zu 27a steigern kann, dass sich eine ungiinstige
rdumliche Anordung der Substituenten jedoch nachteilig auswirkt (Abb. 75): Wihrend die
monofluorphenylsubstituierte Phosphonohydroxamsaure 27e nur eine etwas schwichere Enzym- und
Wachstumsinhibiton zeigt als das 3,4-difluorphenylsubstituierte Analogon 27g, ist die
Aktivitdtsminderung durch die Verschiebung des meta-Fluorsubstituenten in die ortho-Position des

Aromaten bei 27f bezogen auf 27g viel hoher.

Die gute enzymhemmende und antiplasmodiale Aktivitdt des para-tolylsubstituierten Analogons 27d
(Abb. 76) lasst vermuten, dass elektronische Effekte eher einen untergeordneten Beitrag zur
Enzyminhibition der aromatischen Analoga leisten, da sowohl elektonenschiebende als auch -ziehende
a-Arylsubstituenten die Aktivitdt im Vergleich zur Leitstruktur 27a steigern konnen. Das zeigt sich an
der vergleichbaren Enzymhemmung durch 27d und 27e sowie an der besseren P. falciparum-

Wachstumsinhibition durch 27d im Vergleich zu 27e (Abb. 75 und Abb. 76).

HO.J i Ho % 0
o P OQJ\N,OH o P O\)J\N,OH
| | = 27b
ICso (PfDxr) = 39 nM
ICso (PfDd2) = 0.35 M
ICso (Pf3D7) = 0.52 M
R
27a:R=H 27¢: R = OMe 27d: R = Me
ICso (PfDxr) = 37 nM IC5o (PfDxr) = 46 nM ICso (PfDxr) = 25 "M
ICso (PfDd2) = 0.70 uM  ICsp (PfDd2) = 0.34 uM  ICsp (PfDd2) = 0.19 pM
ICso (Pf3D7) = 1.2 uM ICso (Pf3D7)=0.31 uM  ICsq (Pf3D7) = 0.18 uM

Abb. 76: Vergleich der Leitstruktur 27a mit den Analoga 27b-d.

Eine para-Methoxysubstitution des Phenylkerns (27¢) wirkt sich im Vergleich zur para-
Methylsubstitution (27d) etwas ungiinstiger auf die PfDxr-Inhibition und P. falciparum-

Wachstumshemmung aus.

Vergleicht man das a-naphthylsubstituierte Analogon 27b mit der die o-phenylsubstituierten
Verbindung 27a, ist eine vergleichbare Enzymhemmung sowie eine bessere antiplasmodiale Aktivitét
des Derivats 27b festzustellen (Abb. 76). Das aktive Zentrum der PfDxr toleriert demnach auch
groflere Arylsubstituenten, die im Erythrozytenassay durch ihre hohere Lipophilie giinstiger als

Phenylsubstituenten sein kdnnten.
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Vergleich der oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga mit ,, carba-analogen ** Derivaten

Durch die Arbeiten von Behrendt et al. stehen fiir einige der aromatischen oxasteren Fosmidomycin-
Analoga (26a,c,e, 27a,b,d,g,h und 28) die Vergleichsdaten von direkten [-,,Carba-Analoga“ zur
Verfiigung (XLV, XLVI, siche Abschnitt 1.6.3)". Beim Vergleich der P/Dxr-Inhibiton fillt auf, dass
die Carba-Derivate stidrker inhibierend wirken und der Aktivitdtsunterschied zwischen freien (XLVI)
und N-methylierten (XLV) Hydroxamsduren wesentlich geringer ausfillt als bei den Oxa-Analoga
(Abb. 77). Bei optimaler Aromatensubstitution der Carba-Analoga ist dieser Unterschied sogar kaum
noch messbar (XLVe und XLVIe, Abb.73), wihrend er bei den Oxa-Analoga iiber die
antiplasmodiale Aktivitit oder Inaktivitéit entscheidet (27a-h: ICsy < 1 uM, 26a-e: ICso > 50 uM).

0 o)
P _OH XLVI: R = H, ICs, (PDxr) = 3.9 - 187 nM
HO" N XLV: R = Me, ICsq (PfDxr) = 3.1 - 14 nM
HO .
Aryl R
Q \)OL 26: R = H, ICs, (PfDxr) = 1500 - 3900 nM
HO/F\(O N’OH 27: R = Me, IC5q (PfDxr) = 12 - 37 nM
HO .
Aryl R

Aryl = Ph, 4-Me-Ph, 3,4-F-Ph

Abb. 77: Vergleich der PfDxr-Inhibiton ausgewihlter oxasterer, a-arylsubstituierter Fosmidomycin-
Analoga mit entsprechenden ,,Carba-Analoga®, synthetisiert von Behrendt, 2010/2011 721849

Wie an fritherer Stelle schon diskutiert wurde, kdnnte die niedrige Aktivitdt von 26a-e unter anderem
durch die Instabilitdt der freien Hydroxamsaurefunktionalitdt bedingt sein. Dieses Problem scheint bei
den carba-analogen, freien Hydroxamsiduren XLVI nicht aufzutreten, moglicherweise aufgrund der

Abwesenheit des elektronegativen Heteroatoms in B-Position des Propyl-Spacers.

Auch die durch Einfiihrung dieses Sauerstoffatoms gebildete P,O-Acetalstruktur konnte fiir eine
geringere Stabilitidt und damit Aktivitit der oxa-isosteren Analoga im Vergleich zu den Carba-Analoga
verantwortlich sein. Bisher wurde in der Literatur allerdings nicht {iber die Hydrolyse, sondern nur
iiber Substitutionsreaktionen von P,O-Acetalen mit stirkeren Nukleophilen als Wasser berichtet.*'® Da
die Acetalstruktur den eigenen Beobachtungen nach unter verschiedenen Synthesebedingungen stabil

ist, scheint eine ungentigende Stabilitit unter physiologischen Bedingungen eher unwahrscheinlich.

Insgesamt ldsst sich an dieser Gegeniiberstellung erkennen, dass der Austausch der -Methylengruppe
gegen ein Sauerstoffatom trotz der durch diese Strukturmodifikation erwartete hohere Aciditit der
Phosphonsdurefunktionalitit bei den inversen Fosmidomycin-Analoga eine Reduktion der Aktivitit
mit sich bringt. Zwei Griinde sind dafiir — im Zusammenspiel oder unabhingig voneinander —

anzunehmen:

" In der Dissertation von Behrendt (2011) werden auch die para-tolylsubstituierten Derivate XLVe
(ICso (PfDxr) = 14 nM, ICs, (P.fK1) = 0,14 uM) und XLVId (ICs, (PfDxr) = 187 nM, 1C;s, (P.f K1) = 5,7 uM)
beschrieben, bei denen es sich um ,,Carba-Analoga" der para-tolylsubstituierten Oxa-Analoga 27d und 26¢
handelt.*”
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Einerseits konnte die zwischen dem [-Sauerstoffatom und dem Enzym vorausgesagte
Wasserstoffbriickenbindung nicht gebildet werden, andererseits konnte durch die Modifikation des

Spacers die Bindung der Pharmakophore im katalytischen PfDxr-Zentrum veréndert werden.

GemifB dem Zusammenhang zwischen der Anderung der freien Enthalpie AG und der Gleichgewichts-

bzw. Inhibitionskonstante K; einer enzymatischen Umsetzung
AG=RTInK;=-2,3 RT log K|

lassen sich die Auswirkungen von Strukturmodifikationen der Fosmidomycin-Analoga auf die PfDxr-
Bindungsaffinitit quantitativ vergleichen. Der ICsp-Wert eines Enzyminhibitors entspricht zwar nur
bei einem nichtkompetitiven Inhibitionsmodus dem K;-Wert, ist bei einem fiir die betrachteten
Inhibitoren angenommenen, kompetitivem Inhibitionsmodus’ jedoch iiber die Cheng-Prusoff-

411

Gleichung* mit dem K-Wert korreliert.*'' Aus der Beziehung

A(AG) = AGr-AGg = -2,3 RT (log Ki — log Kig) = -2,3 RT log (Ki/Kis)
=~ -2,3 RT 10g [ICSO(A) / IC50(B)]

folgt, dass sich der logarithmierte Quotient der ICso-Werte zweier Inhibitoren A und B proportional
zur Anderung der freien Bindungsenthalpie A(AG) verhilt, die durch den Strukturunterschied

zwischen A und B hervorgerufen wird.

Das in Abb. 78 links abgebildete Diagramm verdeutlicht den Einfluss des CH,/O-Austauschs in
B-Position auf die Anderung der freien Bindungsenthalpie AG.
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g 22e 279
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= ‘o u 26c -
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=] 27h 2;b c-27g
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logg ICs0 Oxa log1o ICso CH3

Abb. 78: Links: Einfluss des Carba-Oxa-Austauschs in p-Position des Propyl-Spacers (rot:
N-methylierte  Hydroxamséuren, griin: freie Hydroxamsduren). Rechts: Einfluss der
N-Methylsubstitution (hellblau: Carba-, dunkelblau: Oxa-Analoga). C-27a = carba-27a (XLVa),
C-27d = carba-27d (XLVe), C-27g = carba-27g (XLVe¢) (Grafik: 7. Grdwert, Universitit Hamburg).

" mit R = 8,315 J/(mol*K) und T = Temperatur in Kelvin.

" Ein kompetitiver Inhibitionsmodus wird aufgrund der stukturellen Ahnlichkeit der Oxa-Analoga zu dem Carba-
Analogon XLVa angenommen, fiir das experimentell ein kompetitiver Inhibitionsmodus bestimmt wurde.*'’

K =1Cso/ (1+[S]/K,,) mit [S] = Substratkonzentration und K., = [S] bei halbmaximaler Enzymaktivitét.
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Die Auftragung von A(AG) = log [ICso(oxa) / ICso(carba)] gegen den logarithmierten ICso-Wert des
jeweiligen Oxa-Derivats zeigt, dass sich diese Strukturmodifikation bei den schwicheren PfDxr-
Inhibitoren der Gruppe 26 im Durchschnitt stirker auswirkt als bei den stirkeren Inhibitoren der

Gruppe 27.

Die Auftragung von A(AG) = log [ICs¢(NCHj3) / ICso(NH)] im Diagramm Abb. 78 rechts zeigt, dass
der Austausch der freien gegen eine N-methylierte Hydroxamséurefunktionalitit bei den Carba-
Analoga einen geringeren Aktivititsunterschied bewirkt als bei den Oxa-Analoga: Die ICs,-
Quotienten der Carba-Analoga liegen nahe 1, wihrend der Mittelwert der I1Cso-Quotienten bei den
Oxa-Analoga zwischen 0,1 und 0,01 liegt. Dies entspricht einem Enthalpiegewinn um den Faktor
10-100 durch die N-Methylierung der Hydroxamsaurefunktionalitidt der Oxa-Analoga, der in dieser
GroBe bei den Carba-Analoga nicht gefunden wird. Ein einfacher Zusammenhang zwischen

N-Methylierung und p-Oxa-Modifikation besteht allerdings nicht.

Vergleich der Leitstruktur 27a mit o-unsubstituierten, oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga

Fiir eine direkte Gegeniiberstellung der Enzyminhibiton von 27a mit dem oxasteren Fosmidomycin-
Analogon LIIb von Haemers et al. (Abb. 79) liegen keine Daten vor, da LIIb nicht gegeniiber der
PfDxr getestet wurde.”” Der Vergleich der P.£:3D7-Wachstumsinhibition erfolgt unter dem Vorbehalt,
dass die ICs-Werte von 27a und LIIb mittels unterschiedlicher Auswertungsmethoden bestimmt

*
wurden.

(@] O Llla:R=H
I
PO _OH
HO I > Jkl}l Lllb: R = Me
H R ICs, (PF3D7) = 0.24 uM
9 \)Oj\ 26a:R=H
Ho T~ © N-OH ICso (PF3D7) > 50 uM
H |
R

27a: R = Me
ICsq (Pf3D7) = 1.2 yM

Abb. 79: Oxa-isostere, in a-Position substituierte und unsubstituierte inverse Fosmidomycin-Analoga.

LIIb besitzt gegeniiber dem 3D7-Stamm einen niedrigeren ICso-Wert als 27a, woraus ein
aktivitditsmindernder Einfluss des Phenylsubstituenten bei inversen -Oxa-Analoga abgeleitet werden
konnte. Moglicherweise kann LIIb dhnlich wie Fosmidomycin einen oder mehrere Transportwege

zum Wirkort nutzen, die fiir das grofere und lipophilere Molekiil 27a nicht zugéinglich sind. Die

" Die in vitro-Untersuchung der P. falciparum-Wachstumsinhibition durch LIIa und b erfolgte anders als in
dieser Arbeit iiber die Methode des [’H]Hypoxanthin-Einbaus mit anschliefender Radioaktivititsmessung.”**"
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inhibitorische Aktivitit der freien Hydroxamsduren LIIa und 26a gegeniiber P. falciparum 3D7 lésst

sich nicht vergleichen, da die antiplasmodiale Aktivitdt von LIIa nicht untersucht wurde.

Wie bereits diskutiert wurde, liegen die ICsp-Werte der Phosphonohydroxamsauren im Zellkulturassay
deutlich hoher als im Enzymassay. Fiir die beiden stirksten Dxr-Inhibitoren 27g und h sollten daher
zur Verbesserung der Bioverfiigbarkeit lipophile Prodrugs synthetisiert und gegeniiber den beiden

P. falciparum-Laborstimmen evaluiert werden. Diese Arbeiten sind Gegenstand von Kapitel 4.

Zusammenfassung: PfDxr-hemmende und antiplasmodiale Aktivitit der Fosmidomycin-Analoga

Unter den in dieser Arbeit synthetisierten, oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga sind mehrere
Inhibitoren, die sowohl auf die plasmodiale DOXP-Reduktoisomerase (PfDxr) als auch auf
verschiedene P. falciparum-Stamme in vitro eine stirkere funktions- bzw. wachstumsinhibierende
Wirkung ausiiben als Fosmidomycin. Diese Inhibitoren besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal
einen o-Arylsubstituenten sowie eine inverse, N-methylierte Hydroxamsdurefunktionalitdt. Durch
geeignete Substitution des Phenylsubstituenten, insbesondere eine 3,4-Dihalogensubstitution bei den
Analoga 27g und h, konnte die enzymhemmende und P. falciparum-wachstumsinhibierende Aktivitét

des als Leitstruktur gewéhlten Fosmidomycin-Analogons 27a deutlich gesteigert werden (Abb. 80).

(@] (0] 9 o
_P @) _OH
(lF?’ EH H HO”B O\)J\N/OH Haé T

/

g > HO | - -
HO
(e}
X
X

Fosmidomycin 27a 27g,h: X =F, CI
IC5o(PfDxr) = 0.16 uM IC50(PfDxr) = 0.037 uM IC5o(PfDxr) = 0.012-0.014 M
IC5o(PfDd2) = 0.81 uM IC5o(PfDd2) = 0.70 uM IC5o(PfDd2) = 0.13-0.14 uM

Abb. 80: Entwicklung oxa-isosterer Fosmidomycin-Analoga mit verbesserter inhibitorischer in vitro-
Aktivitdt gegeniiber rekombinanter P/Dxr und dem P. falciparum-Stamm Dd2.
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3.4.2 EcDxr-Inhibition

Die IC5p-Werte der inversen, oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga 26-28 gegeniiber der EcDxr liegen
durchschnittlich um eine Zehnerpotenz héher als gegeniiber der PfDxr. Auch hier zeigen die freien
Hydroxamséuren 26a-e eine geringere inhibitorische Aktivitét als die N-methylierten Analoga 27a-j
(Tabelle 6). Das N-cthylierte Derivat 28 inhibiert, anders bei der PfDxr beobachtet (Abb. 72), die
EcDxr schwicher als das freie Hydroxamsaure-Derivat 26a (Abb. 81).

HO. 9 o HO_ % HO_ % i
> P _OH P _OH
P o\)LN,OH o P o 0 o P O 0
H | §

26a 27a 28
IC5 (EcDxr) = 20 uM IC5q (EcDxr) = 0.94 uM ICs5q (EcDxr) = 25 uM

Abb. 81: Einfluss der N-Substitution auf die EcDxr-Inhibition.

Bei den N-methylierten oxasteren Fosmidomycin-Analoga 27¢-h (ICso=0,16-0,73 pM), die als
gemeinsames Strukturelement einen substituierten Phenylrest in a-Position besitzen, entspricht die
Aktivititsabstufung gegeniiber der EcDxr im Wesentlichen derjenigen gegeniiber der PfDxr. Die
Struktur-Aktivitdts-Beziehungen fiir diesen Molekiilbereich sind demzufolge iibertragbar. Allerdings
zeigt die Leitstruktur 27a mit 0,94 uM eine schwiéchere FEcDxr-Inhibition als die Derivate mit
substituierten Phenylresten. Eine mogliche Erkldarung konnte sein, dass die in 27c-h jeweils
enthaltenen mefa- und/oder para-Substituenten bindende Wechselwirkungen mit der EcDxr eingehen
konnen, die bei 27a nicht moglich sind. Die Vergréferung des Arylsubstituenten von Phenyl (27a) zu
Naphthyl (27b) bewirkt anders als im PfDxr-Assay gegeniiber der EcDxr einen deutlichen
Aktivitdtsverlust, wie auch die Aktivititsunterschiede der Carba-Analoga XLVa/b und XLVIa/b
gegeniiber der EcDxr bereits gezeigt hatten (siehe Abschnitt 1.6.3).

Gegeniiber der EcDxr zeigen die aliphatisch substituierten Verbindungen 27i-k die gleiche
Aktivitétsreihenfolge wie gegeniiber der PfDxr. Es fillt jedoch auf, dass das a-Trifluormethyl-Derivat
27i zusammen mit den aromatischen Analoga 27e und h zu den besten drei EcDxr-Inhibitoren gehort.
27j inhibiert das Enzym &hnlich effektiv wie 27b und deutlich stirker als das N-Ethyl-Derivat 28.
Selbst das gegeniiber der PfDxr inaktive tert-Butyl-Derivat 27k zeigt mit 22 pM noch eine moderate

Aktivitdt gegeniiber der EcDxr und liegt damit im Bereich der freien Hydroxamséuren 26a-e.

Aus den vorliegenden Ergebnissen lésst sich ableiten, dass sich die Unterschiede im Aufbau der
katalytischen Dxr-Zentren von P. falciparum und E. coli auf die Wirksamkeit Fosmidomycins und des
kleinen oxa-isosteren Analogons 27i kaum auswirken, bei Fosmidomycin-Analoga mit sterisch
anspruchsvollen a-Alkyl- und -Arylsubstituenten jedoch zu starken Aktivitatsunterschieden fiihren.

Wihrend eine aromatische o-Substitution in Kombination mit einer N-methylierten, inversen
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Hydroxamséurefunktionalitit gegeniiber der PfDxr eine deutliche Aktivititssteigerung im Vergleich
zu Fosmidomycin bringt, ist dies gegeniiber der EcDxr nicht der Fall. Mit Ausnahme von 27i ist eine
direkte Vorhersage der antiplasmodialen Aktivitdt der oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga 26-28

auf Basis der EcDxr-Inhibition nicht mdglich.

Der Vergleich der EcDxr-Inhibition durch die inversen, oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga 27a
und LIIb (Abb. 82) fiihrt zu der Annahme, dass der a-Phenylsubstiutent von 27a fiir dessen geringere
Aktivitidt gegeniiber der EcDxr verantwortlich ist. Die E. coli-Dxr bietet in der Fosmidomycin-

Binderegion vermutlich weniger Raum fiir Spacer-Substituenten als die plasmodiale Dxr.

@)
1 Lllb: R = H; IC5y (EcDxr) = 0.072 uyM
"o /P o\)L _OH
O 27a: R = Ph; IC5q (EcDxr) = 0.94 uM

Abb. 82: Vergleich der EcDxr-Inhibition durch LIIb und 27a.

Im Vergleich zu den a-arylsubstituierten, carba-analogen Derivaten des Strukturtyps XLV liegen die
ICso-Werte der oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga 27 gegeniiber der EcDxr etwas hoher, aber

ebenfalls im Bereich von 0,1-1 uM. (Abb. 83).

o XLV: X =C, ICsq (EcDxr) =0.12 - 0.29 uyM

HO® ,F’YXQJ\ OH 27: X =0, IC5) (EcDxr) = 0.24 - 0.94 M

© |
Aryl
Aryl = Ph, 4-Me-Ph, 3,4-F-Ph

Abb. 83: Vergleich der EcDxr-Inhibiton ausgewihlter oxasterer, a-arylsubstituierter Fosmidomycin-

Analoga mit entsprechenden ,,Carba-Analoga“, synthetisiert von Behrendt, 2010/2011.2'721%4%

Fir das zu dem arylsubstituierten Analogon 27g (ICs, (EcDxr) = 0,24 uM) ,,carba-analoge* Derivat
XLVe (ICsy (EcDxr)=0,12 uM) ist bekannt, dass die Bindung an die EcDxr wegen des
a-Arylsubstituenten nur in der offenen Enzymkonformation erfolgen kann und wahrscheinlich durch
intramolekulare Wechselwirkungen innerhalb des Inhibitors stabilisiert wird (siche Abschnitt 1.6.3).
Da der Platzbedarf der Arylsubstituenten von 27a und 27c-h mit dem von XLVe vergleichbar ist,
sollten diese Analoga ebenfalls in einer offenen Enzymkonformation binden (siehe auch
Abschnitt 1.6.3). Die Bindung konnte durch die Dbereits angesprochenen, potenziellen
Wechselwirkungen der aromatischen Substituenten von 27c-h mit dem Enzym im Vergleich zur

Bindung von 27a stabilisiert werden.
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Wie in Abschnitt 1.4 beschrieben und durch Kristallstrukturanalysen bewiesen wurde, nimmt die
EcDxr bei der Bindung von Fosmidomycin (ICsy (EcDxr) =0,12 pM) im Gegensatz zu XLVe eine
geschlossene Enzymkonformation ein. Das trifluormethylsubstituierte, oxa-isostere Fosmidomycin-
Analogon 27i (ICsy (EcDxr) = 0,16 uM), welches unter den hier vorgestellten Fosmidomycin-Analoga
den kleinsten Substituenten in a-Position besitzt, konnte ebenfalls in einer geschlossenen
Konformation binden, was den im Vergleich zu mehreren aromatischen Analoga niedrigeren

1Cso-Wert erklaren konnte.

Die Verbindungen 26a, 27a, 28 und 27g sowie zwei Prodrugs von 27g (35a und 39, siche
Abschnitt 4.3) wurden im Institut fiir Pharmazeutische Biologie der Heinrich-Heine-Universitit auf
ihre antibakterielle Aktivitit gegeniiber verschiedenen E. coli-Stimmen untersucht. Bei keinem
Fosmidomycin-Analogon wurde unterhalb einer minimalen Hemmkonzentration von 64 pg/mL eine

E. coli-Wachstumsinhibition festgestellt.

3.4.3 MrDxr-Inhibition

Die ICso-Werte der oxasteren Fosmidomycin-Analoga 26-28 gegeniiber rekombinanter M¢Dxr liegen
im ein- bis dreistelligen mikromolaren Konzentrationsbereich und damit um zwei Zehnerpotenzen
hoher als gegeniiber der PfDxr (Tabelle 6, S 99). Dagegen wurde fiir Fosmidomycin gegeniiber der
MDxr (0,23 uM) im Vergleich zu PfDxr (0,16 uM) und EcDxr (0,12 uM) ein nur leicht erhohter
ICso-Wert bestimmt.” Unter den oxasteren, inversen Fosmidomycin-Analoga zeigt der Vertreter mit
dem kleinsten Substiutenten, das a-trifluormethylierte Derivat 27i, den geringsten relativen
Aktivititsunterschied gegeniiber PfDxr und M¢Dxr. Ahnlich wie bei der Diskussion der EcDxr-
Inhibition festgestellt wurde, weisen auch die katalytischen Zentren der plasmodialen und
mykobakteriellen Dxr-Enzyme trotz hoher Konservierung der Aminosdurereste geniigend
Unterschiede auf, dass sterisch anspruchsvollere Modifikationen des Propyl-Spacers grof3ere

Unterschiede in die Hemmung der verschiedenen Dxr-Homologe zur Folge haben.

Anhand der Kristallstruktur von M¢Dxr im Komplex mit XXXVh (Abb. 84) hatten Andaloussi und
Henriksson bereits gezeigt, dass dieser Inhibitor im gebundenen Zustand nicht so tief im aktiven
Zentrum liegt wie Fosmidomycin und seine Spacer-Region eine von Fosmidomycin abweichende
Konformation einnimmt. Dadurch werden die Ordnung der flexiblen Schleife und die Stuktur der
Hydroxamat-Bindestelle beeinflussst. Ein vergleichbarer Effekt konnte die geringere Bindungsaffinitat

der oxasteren Analoga 26a-27h im Vergleich zu Fosmidomycin erkléren.

" Der hier ermittelte IC5,-Wert Fosmidomycins liegt im Bereich der bisher publizierten Daten (0,08—0,31 uM).
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Die a-dichlorphenylsubstituierte Verbindung 27h zeigt unter den in dieser Arbeit vorgestellten
oxasteren Fosmidomycin-Analoga die stirkste M¢Dxr-Inhibition (ICsy = 1,6 uM). Verglichen mit 27a
(ICso =16 uM) zeigt sich hier der gleiche aktivititssteigernde Effekt der Chlorsubstitution wie bei
XXXVh, dessen MtDxr-Inhibition im Vergleich zu XXXVd zehnfach stirker ist (Abb. 84).

0 QH ® 0
P N__O P._ _O _OH
HO”/ HO”/ \)LN
HO HO |
R R
R R
XXXV 27
d: R =H; IC5y (MtDxr) = 7.4 uM a: R=H; ICsq (MtDxr) = 16 uM
h: R = Cl; IC5y (MtDxr) = 0.7 uM h: R =ClI; IC5¢ (MtDxr) = 1.6 uM

Abb. 84: MtDxr-Inhibition durch a-arylsubstiutierte Fosmidomycin-Analoga.

Wie 2011 von Karlén, Larhed und Mitarbeitern gezeigt wurde, sind a-Aryl-Fosmidomycin-Analoga
in Form der freien Phosphonohydroxamsiuren gegeniiber M. tuberculosis inaktiv.”**" Die im
folgenden Kapitel vorgestellten Prodrugs oxa-isosterer Fosmidomycin-Analoga konnten aufgrund
ihrer lipophilen Eigenschaften eine Perspektive zur Verbesserung der antimykobakteriellen Aktivitit

von Fosmidomycin-Analoga bieten.
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4 Prodrugs a-substituierter, p-oxa-isosterer Fosmidomycin-Analoga

4.1 Das Prodrug-Prinzip in der Wirkstoffentwicklung

Der Begriff ,,pro-drug® wurde 1958 von Adrien Albert eingefiihrt,*'* das entsprechende Konzept
wurde allerdings schon wesentlich frither entwickelt.*"”> Prodrugs sind Arzneistoffe, die selbst keine
biologische Wirkung besitzen und erst in vivo durch chemische oder enzymatische Reaktionen in
aktive Wirkstoffe umgewandelt werden.*'®**® Eine besondere Art von Prodrugs stellen die so
genannten ,,Bioprecursor Prodrugs“ dar, die kein Prodrug-Strukturelement besitzen und deren
Bioaktivierung in vivo zum Beispiel durch enzymatische Oxidation oder Reduktion erfolgt.*'™*"
Prodrugs werden zur Optimierung von physikochemischen, biopharmazeutischen oder

pharmakokinetischen  Eigenschaften  entwickelt.*'*'®

Unzulédnglichkeiten in  Loslichkeit,
Permeationsvermogen, chemischer und metabolischer Stabilitdt, Geschmack oder Wirkdauer konnen
den klinischen Nutzen eines Arzneistoffs beeintrachtigen, durch den Einsatz von Prodrugs aber
iiberwunden werden.”'”*" Die Bioverfiigbarkeit eines Wirkstoffs ldsst sich beispielsweise verbessern,
indem durch geeignete Prodrug-Strukturelemente die fiir parenterale oder orale Administration
maBgebliche Wasserloslichkeit erhoht wird, ein vorzeitiger metabolischer Abbau verhindert wird oder
korpereigene Transportsysteme genutzt werden.*”! Dariiber hinaus ist es moglich, Arzneistoffe in
Prodrug-Form gezielt und selektiv in Geweben anzureichern,” wodurch eine hohere Effizienz am
Wirkort erreicht und toxische Nebenwirkungen vermieden werden konnen.*”*'” Bei der Entwicklung
von Prodrugs miissen mehrere dieser Aspekte zugleich beriicksichtigt werden. So sollte beispielsweise
die gewlinschte metabolische Labilitit nicht die chemische Stabilitit und damit die Synthese

beeintrichtigen. Das Prodrug-Strukturelement sollte keine toxischen Abbauprodukte freisetzen und

eine erhdhte Lipophilie darf nicht zu einem iibermiBigen First-Pass-Effekt fithren.**'

Am  hiufigsten werden Carboxyl-, Hydroxyl-, Amino-, Phosphat-/Phosphonat- und
Carbonylfunktionalititen fiir das Design von Prodrugs genutzt und typischerweise als Ester,
Carbonate, Carbamate, Amide, Phosphate und Oxime derivatisiert. Ester stellen die gebrauchlichste
Prodrug-Stoffklasse dar. Ihre Bioaktivierung erfolgt durch die im Organismus allgegenwirtigen
Esterasen’ und CYP450-Enzyme.*'****® Im folgenden Abschnitt sollen die wichtigsten
Phosphonsdure-Prodrugs und die in dieser Arbeit eingesetzten Prodrug-Funktionalititen fiir

Hydroxamséuren vorgestellt werden.

" Beispiele fiir solche Prodrug-Anwendungen sind die gezielte Anreicherung von L-Dopa im ZNS zur
Parkinsontherapie oder die tumorspezifische Anreicherung antineoplastischer Wirkstoffe.**’

" Dazu zihlen Carboxylesterasen, Acetylcholinesterasen, Cholinesterasen, Paraoxonasen und Arylesterasen. *'***
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4.1.1 Phosphonsiure-Prodrugs

Phosphate, Phosphonate und Phosphinate besitzen eine hohere Aciditit als vergleichbare
Carbonsiuren und liegen daher bei physiologischem pH-Wert in der Regel deprotoniert vor.” In der
ionisierten Form sind diese Substanzen jedoch normalerweise nicht zur passiven Membranpermeation
befdhigt. Dies fiithrt dazu, dass Phosphate und Phosphonate eine geringe orale Bioverfiigbarkeit
besitzen und intrazelluldre Wirkorte nur schwer erreichen konnen. Durch den Einsatz von Prodrugs, in
denen die ionisierbaren Funktionalititen maskiert sind, konnen die nachteiligen Eigenschaften dieser
Substanzklassen umgangen werden.*”****’ Lipophile Prodrugs sind in der Lage, Plasmamembranen zu
durchdringen und anschlieBend die aktive Form freizusetzen, die dann in geladener Form praktisch

nicht mehr aus der Zelle herausdiffundieren kann.*”’

Einfache Phosphonsdurealkylester eignen sich nicht als Prodrugs, da sie anders als Carbonséureester
keine guten Substrate von Esterasen sind. Arylester sind auf Grund der besseren phenolischen
Abgangsgruppe labiler, wegen der Freisetzung von toxischen Phenol-Derivaten jedoch
problematisch.**® Reichenberg et al. synthetisierten Diarylester-Prodrugs von FR900098 (XXIII, siche
Abschnitt 1.6.2), die im Mausmodell eine erhohte antiplasmodiale Aktivitdt im Vergleich zu der

Stammsubstanz zeigten.>”

Acyloxyalkylester zihlen zu den am hiufigsten verwendeten lipophilen Phosphonsiure-Prodrugs.*’
Diese Verbindungen enthalten eine Carbonsdureesterfunktionalitit, die {iber einen Spacer mit der
Phosphonsiurefunktionalitit verkniipft ist, und werden auch als Doppelester-Prodrugs bezeichnet.”*
Bei dem Spacer handelt es sich um einen maskierten Aldehyd, der in Form eines Acylals vorliegt.” Die
Bioaktivierung von Acyloxyalkylester-Prodrugs zu freien Phosphonsduren beginnt mit der Hydrolyse
einer Carbonsdureestergruppe durch unspezifische Esterasen, gefolgt von einem spontanen Zerfall der

instabilen Halbacetal-Zwischenstufe unter Abspaltung des Aldehyds (Schema 24).*

Ein hdufiger Vertreter dieser Prodrug-Klasse ist der Bis-Pivaloyloxymethyl (POM)-Ester, dessen
Doppelester-Einheiten aus Pivalinsdure und Formaldehyd aufgebaut sind. Adefovir-Dipivoxil ist das
Bis-POM-Prodrug des virustatischen Nucleotid-Analogons Adefovir und wird zur Therapie von
Hepatitis B eingesetzt (Abb. 85). Die orale Bioverfiigbarkeit des Prodrugs ist etwa vier- bis sechsmal
so hoch wie die der freien Phosphonsiure.*'®*® Verschiedene Acyloxyalkyl-Prodrugs des Dxr-
Inhibitors FR900098 (z. B. XXXVa, siche Abschnitt 1.6.2) zeigen in vitro gegeniiber den
P. falciparum-Laborstimmen 3D7 und Dd2 sowie in vivo gegeniiber P. vinckei hohere antiplasmodiale
Aktivitit als die Stammverbindung.”® Diese Prodrugs zeigen eine erhdhte orale Bioverfiigbarkeit und

werden besser am Wirkort angereichert.”®

" Diese Eigenschaft wird bei Phoshpat-Prodrugs von Alkoholen oder Aminen zur Steigerung der
Wasserlslichkeit genutzt, um z.B. eine parenterale Applikation zu erméglichen.*!”
" Acylsubstituierte Acetale werden auch als Acylale bezeichnet.
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Schema 24: Aktivierungsmechanismus von Acyloxyalkylestern (modifiziert nach Hecker, 2008*).

Die Freisetzung von Formaldehyd bei der Bioaktivierung von Acyloxyalkyl-Prodrugs lésst vor allem
die chronische Anwendung von POM-Prodrugs bedenklich erscheinen. Im Vergleich mit der téglich
durch Nahrung und Umwelteinfliisse aufgenommenen Formaldehyd-Menge steuert eine therapeutisch
eingenommene Menge an Prodrug allerdings nur einen geringen Mehranteil bei, der keine merkliche
Zusatzbelastung des menschlichen Organismus darstellen sollte.*” In Carbonsiure-POM-Prodrugs ist
das acetalische Kohlenstoffatom oft mit einer einfachen Alkylgruppe substituiert, so dass bei der
Aktivierung kein Formaldehyd, sondern zum Beispiel toxikologisch unbedenklicherer Acetaldehyd
freigesetzt wird.” Diese Art von Phosphonsiure-Prodrugs finden jedoch kaum Anwendung, da deren

Synthese und Reinigung durch das Auftreten einer Vielzahl von Stereoisomeren erschwert wird.*

Auch durch die freigesetzte Pivalinsdure konnen POM-Prodrugs unerwiinschte Wirkungen
hervorrufen.*° Pivalinsiure wird im menschlichen Organismus als Coenzym A-Thioester aktiviert und
als Pivaloylcarnitin renal eliminiert. Die Acylierung von Carntin kann zu einer Storung des
Fettsdurestoffwechsels fithren, so dass eine ldngerfristige Therapie mit POM-Prodrugs oder hohe

Dosierungen als problematisch angesehen werden.*>*°

Eine strukturell verwandte Klasse von Phosphonsdure-Prodrugs stellen die  Bis-

Alkyloxycarbonyloxyalkylester dar, deren Bioaktivierung nach einem dhnlichen Mechanismus wie

in Schema24 erfolgt.*”’

In diesen Verbindungen ist die Carbonsdure- durch eine
Kohlensdurekomponente ersetzt, so dass neben der freien Phosphonsiure ein Aldehyd, ein Alkohol
und Kohlenstoffdioxid entstehen. Ein aktuelles Arzneistoffbeispiel fiir diese Stoffklasse ist das zur
Behandlung von HIV-Infektionen verwendete Virustatikum Tenofovir-Disoproxil (Abb. 85).4'7*%
Auch von FR900098 wurden Alkyloxycarbonyloxyalkylester (XXV, siehe Abschnitt 1.6.2)

hergestellt, die in vivo eine hohere Aktivitit als der freie Inhibitor zeigten.”’
NH,

NTX—N ,
L > 2 /\O>L R Adefovir-Dipivoxil: R = H, R' = t-Butyl
N I:J\\O Tenofovir-Disoproxil: R = Me, R' = Oi-Propyl

0—"% o
\\/ _\o—/<

Rl

Abb. 85: Acyloxyalkyl- und Alkyloxycarbonyloxyalkyl-Prodrugs in klinischer Anwendung.

" Eine weitere Moglichkeit zur Vermeidung der Formaldehyd-Freisetzung ist die kovalente Verkniipfung der
beiden Abspaltungsprodukte in Form eines Phosphonsiure-Phthalidylesters.**
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Weitere Prodrugs und ihre besonderen Merkmale sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Dioxolenon-Prodrugs: keine Stereozentren, relativ untoxische Abspaltungsprodukte****!

O
0J< Esterase 9 O
O] —_— P + O + CO
R‘P ng( R” g_OH 2
6 Rl R‘

S-Acylthioethanol (SATE)- und Dithioethanol (DTE)-Ester: Potenziell toxisches Nebenprodukt**?
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o — M o} o} o}
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R/ \\O/\/ Y _— R/ \\O/\/ —_— R/ \\O_ R/ \\O_
O-sATE o O-sate - S O~sATE OoH
DTE
0 o) 0 o)
R< S. Redukt |l N |l |l
RO g eduktase P SH . P — P
O-ptE [ _oH RGO s RB2 — R
~DTE VAN ~DTE
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HepDirect-Prodrugs: Bioaktivierung in der Leber, Nebenprodukt wird durch Glutathion inaktiviert**®
O
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Tabelle 7: Weitere in der Wirkstoffentwicklung eingesetzte Phosphonséure-Prodrugs.
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4.1.2 Carbonate und Carbamate als Prodrugs von Hydroxyfunktionalititen

Carbonate werden auf Grund ihrer Hydrolyseempfindlichkeit selten als Prodrugs eingesetzt.*'’ Es sind
jedoch Beispiele bekannt, bei denen die Derivatisierung einer Hydroxyfunktion zum Carbonat hdhere
Wirksamkeit und verldngerte Serum-Halbwertszeit zur Folge hatte. Viieghe et al. evaluierten
verschiedene 5°-O-Carbonat-Prodrugs (Beispiele: LXXXIX) des HIV-Therapeutikums AZT
(Zidovudin, Retrovir®), die sowohl groBere Anti-HIV-Aktivitit als auch verringerte Zytotoxizitit
zeigen (Abb. 86). ¥3*¢

AZT LXXXIX
n=2-8,X=H, OH, NH, u.a.

Abb. 86: Carbonat-Prodrugs von AZT.

Carbamate sind deutlich hydrolysestabiler als Carbonate und werden als Prodrugs eingesetzt, um zum
Beispiel die Halbwertszeit eines Wirkstoffs zu verldngern.*”” Fiir die Bioaktivierung der meisten
Carbamate sind Esterasen notwendig.*'”*” Als Beispiele fiir phenolische Carbamat-Prodrugs kann der
Topoisomerase-I-Inhibitor Irinotecan angefiihrt werden, der durch Esterasen in die Wirkform SN-38

iiberfiihrt wird (Abb. 87).**

Im Jahr 2011 wurde ein Prodrugkonzept fiir HDAC-Inhibitioren vorgestellt, das eine Steigerung der
Wirksamkeit von Hydroxamsiuren durch Carbamat-Derivatisierung erméglicht.*  Die
Hydroxamséure XC und ihr Carbamat-Derivat XCI wurden iiber ein virtuelles Screening einer 55.000
Verbindungen umfassenden Substanzbibliothek als potenzielle Inhibitoren des HDACG6-Subtyps
identifiziert (Abb. 87). Wihrend XC rekombinante HDACG6 stirker inhibiert als das Carbamat-
Prodrug XCI, zeigt letzteres im Ganzzellassay eine stirkere Hyperacetylierung des HDACG6-
spezifischen Substrats Tubulin. Die hohere Effizienz des Carbamat-Prodrugs, das in vitro langsam zur
Hydroxamsédure hydrolysiert wird, liegt wahrscheinlich in dessen besserer Zellpermeabilitit
begriindet. Docking-Studien zeigten auBerdem, dass moglicherweise auch die Hydroxamat-
Carbamatstruktur selbst zur Metallkomplexierung {iber die beiden Carbonylgruppen befihigt ist und

der Isopropylrest mit einer kleinen, nahe dem Zinkion lokalisierten Bindetasche interagieren konnte.

" AZT = 3'-Azido-2°,3‘-didesoxythymidin.
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Abb. 87: Beispiele fiir Carbamat-Prodrugs von Phenolen und Hydroxamsauren.

4.2 Synthesestrategie der Prodrugs p-oxa-isosterer Fosmidomycin-Analoga

Im Rahmen der eigenen Arbeiten sollte das Prodrug-Konzept exemplarisch auf die in Kapitel 3
vorgestellten inversen, oxasteren Fosmidomycin-Analoga angewendet werden. Am Beispiel von
FR900098 war bereits gezeigt worden, dass eine Derivatisierung der Phosphonsiurefunktionalitit als
Acyloxyalkyl- und Alkyloxycarbonyloxyalkylester zu einer deutlichen Steigerung der
antiplasmodialen Aktivitit in vitro und in vivo filhren kann (siehe Abschnitt 1.6.2). Lipophile
Phosphonsdure-Prodrugs von FR900098 zeigen im Gegensatz zu der Stammverbindung
(MIC > 2000 uM) in vitro auch eine Wachstumsinhibition von M. tuberculosis mit MIC-Werten im
mikromolaren Konzentrationsbereich (z. B. XXIVe, MIC = 54-215 uM).** Die in vitro-Aktivitit des
von Haemers et al. synthetisierten oxasteren Fosmidomycin-Analogons LIIb konnte durch
Derivatisierung als Bis-POM-Prodrug LIII um den Faktor 5 gesteigert werden.”” Derartige Prodrug-
Funktionalititen haben sich bereits in zugelassenen Wirkstoffen bewidhrt. Auf diese Erkenntnisse
aufbauend sollten entsprechende Prodrugs der wirksamsten oxasteren Fosmidomycin-Analoga
synthetisiert werden. Weiterhin sollte ein in unserem Arbeiskreis erstmalig entwickelter, lipophiler
Doppelester-Prodrug-Typ synthetisiert werden, in dem sowohl Phosphonsdure- als auch

Hydroxamséurefunktionalitét derivatisiert vorliegen.
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4.3 Synthese und Eigenschaften der Prodrugs

4.3.1 Synthese der Prodrugs

Um zu iiberpriifen, ob die Aktivitit der oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga im Zellkulturassay
durch die Maskierung der hydrophilen funktionellen Gruppen verbessert werden kann, sollten
verschiedene Prodrugs der inhibitorisch aktivsten Vertreter 27g und h synthetisiert werden. Die
Phosphonsduregruppen sollten als Bis-Pivaloyloxymethylester (XCII) und als Isopropyl- und
n-Butyloxycarbonyloxymethylester (XCIII bzw. XCIV) derivatisiert werden. Die acetalischen
Methylenbriicken der Doppelester-Funktionalitdten sollten jeweils unsubstituiert bleiben, um die
Synthese nicht durch Trennprobleme aufgrund von Stereoisomeren zu erschweren. Zusétzlich sollte in
zweil Phosphonsédureester-Prodrugs die Hydroxamsdurefunktionalitit als Carbonat (XCV) und als

Carbamat (XCVI) geschiitzt werden, um die Lipophilie weiter zu erhhen (Schema 25).

. o}
o XCV
P 0
/\/\O O/\O//\eAj € ----- HO/P e)
o} /
o [ HO

_LO__N
X Ny
RN | S
~a-Ps 27g: X =F
~ XCVi
o0 Oé; 27h: X =Cl

Schema 25: Geplante Prodrug-Funktionalitéten fiir oxastere Fosmidomycin-Analoga.

Als Ausgangsmaterial fiir die Synthese der Phosphonsdure-Prodrugs 35-37 (Schema 26) eignen sich
die geschiitzten Phosphonohydroxamsiuren 20g und h, deren Phosphonséureestergruppen analog zu
der in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen Umesterung zunéchst hydrolysiert und dann alkyliert werden
konnen. AnschlieBend kann die Hydroxamsdurefunktionalitit hydrogenolytisch freigesetzt und weiter

derivatisiert werden.
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Die Desalkylierung der Diethylphosphonate 20g und h erfolgte durch Behandlung mit {iberschiissigem
TMSBr und anschlieender Hydrolyse, worauf die freien Phosphonsduren ohne weitere Reinigung zur
Alkylierung eingesetzt wurden (Schema 26).2'"* Als Alkylierungreagenzien wurde fiir die Synthese
der Bis-POM-Ester 32a und b das kommerziell erhéltliche Chlormethylpivalat (XCVIIa) verwendet.
Die Herstellung der Alkyl-Chlormethylcarbonate XCVIIb und ¢ erfolgte in Anlehnung an eine
Literaturvorschrift durch Umsetzung von Chlormethylchloroformiat mit Isopropanol bzw. n-Butanol

in Gegenwart von Pyridin,*****!

(ONI o
~oF o\)LN/OBn ; mg-ﬁro j\ _\O\(IF?’ 5 O o8
| . , M2 . R’ O/\O/ N~ n
3. TEA, DMF, 6h, 70 °C |
R 0
R RJLO/\CI R
R
20g:R=F XCVlla: R' = tert-Butyl
20h: R=Cl XCVIlb: R'=nBuO 32-34
XCVlic: R' =/PrO
o)
Rl
o 9\ o 0
)k [ONI 32a, 35a: R=F, R' = tert-Butyl
H, / Pd-C R o/\o’P OQLN/OH 32b, 35b: R = Cl, R' = tert-Butyl
- 33,36: R=F, R =nBuO
MeOH / EtOAc | ey e o
T o 34,37: R=F,R =/PrO
R
R
35-37

Schema 26: Synthese der dihalogenphenylsubstituierten Phosphonsédure-Prodrugs 35-37.

Die Umsetzung der Phosphonsdure mit den Alkylanzien XCVIla-c erfolgte in Anlehnung an eine
Literaturvorschrift in Dimethylformamid und in Gegenwart von Triethylamin, wobei das

Reaktionsgemisch einige Stunden unter Riickfluss erhitzt wurde.**'

Die O-benzylgeschiitzten Prodrugs
32-34 wurden nach chromatographischer Reinigung einer Pd-katalysierten Hydrogenolyse unterzogen,

die zu den Zielverbindungen 35-37 fiihrte.

Zur Derivatisierung der Hydroxamsdurefunktionalitit wurde das Bis-POM-Prodrug 35a in
wasserfreiem Dichlormethan geldst und bei Raumtemperatur in Gegenwart von Triethylamin mit
Ethylchloroformiat (XCVIII) bzw. Ethylisocyanat (XCIX) umgesetzt (Schema 27). Die Carbonat-
und Carbamat-Prodrugs 38 und 39 wurden als zihfliissige Ole nach sdulenchromatographischer

Reinigung in 90-100 % Ausbeute analysenrein erhalten.
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Schema 27: Synthese der Prodrugs 38 und 39 mit geschiitzter Hydroxamséurefunktionalitét.

Da die Synthese der Phosphonohydroxamsiure 25e iiber die in Abschnitt 3.3.3 beschriebenen Wege
nicht in ausreichender Reinheit gelang, sollte auch diese Zielverbindung in Form eines Prodrugs
hergestellt werden, da dann die chromatographische Reinigung des lipophilen Produkts
unproblematisch sein sollte. Versuche zur Synthese des Bis-POM-Prodrugs LXXXVIII (siche
Abschnitt 3.3.3, Schema 20) oder eines der beiden Alkyloxycarbonyloxyalkyl-Prodrugs XCX und
XCXI (Schema 28) scheiterten allerdings. Im letzten Kapitel wurde bereits beschrieben, dass nach der
TMSBr-vermittelten Desalkylierung des Diethylphosphonats 19e und anschlieBender Umsetzung mit
Chlormethylpivalat das Bis-POM-Prodrug LXXXVIII nicht isoliert werden konnte.
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2. THF, H,O P o) _OB
H 2 %~ RO” D070 N "
3. TEA, DMF, 6h, 70 °C H
] iy
F ~ XCX: R =nBu F
RO™ 0" C XCXI:R = jPr F
19e XCVIIb: R' = nBu
XCVlic: R' = iPr O
RO
2708
P (0]
L~ RO 0O JkOMe

40: R =nBu F
41: R=jPr F

Schema 28: Versuche zur Synthese von Phosphonsiure-Prodrugs ausgehend von 19e.

Nach Umsetzung von 19e mit TMSBr und den Alkylchlormethylcarbonaten XCVIIb und ¢ konnten
anstatt der gewiinschten Verbindungen XCX und XCXI nur die Nebenprodukte 40 und 41 isoliert
werden (Schema 28). Bei beiden ist die Prodrug-Funktionalitit zwar vorhanden, die
Hydroxamséurefunktionalitit jedoch durch einen Methylester ausgetauscht. Die Methylester 40 und
41 konnten durch IR- und NMR-Spektren sowie Elementaranalyse identifiziert werden und dhneln

dem in Abschnitt 3.3.3 bereits beschriebenen Nebenprodukt 30 aus der Phosphonséure-
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Umesterungsreaktion von 19e. Diese Beobachtung bestétigt die zuvor gewonnene Erkenntnis, dass die
freie Hydroxamsaurefunktionalitdt bei dem in 19e vorliegenden Substitutionsmuster zu reaktiv fiir die
Reaktionsbedingungen der Phosphonsiure-Derivatisierungen zu sein scheint. Weshalb bei der
Umsetzung von 19e eine Methanolyse und nicht eine Hydrolyse des Hydroxamats auftrat, konnte auch
in diesen Fillen nicht geklart werden. Bei einer Nachstellung der Reaktionsbedingungen ohne Zugabe

von Alkylanzien konnte keine Methylesterbildung festgestellt werden.

4.3.2 Spektroskopische Eigenschaften

NMR-Spektroskopische Eigenschaften
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Abb. 88: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 33 in CDCl;.

Die NMR-Spektren der Prodrugs oxasterer Fosmidomycin-Analoga weisen durch die Prodrug-
Funktionalititen einige Besonderheiten auf, die hier am Beispiel des 'H-NMR-Spektrums von
Verbindung 33 vorgestellt werden sollen (Abb. 88). Sdmtliche Resonanzsignale der diastereotopen
Alkyloxycarbonyloxymethylgruppen (a/a‘—e/e®) treten auf Grund der chemischen und magnetischen
Indquivalenz der Protonen doppelt auf. Besonders hervorzuheben ist das Aufspaltungsmuster der
acetalischen Methylengruppen e/e‘: Wihrend eine der Methylengruppen ein AB-System bildet, dessen
Signale durch eine >Jip-Kopplung verdoppelt sind, erfihrt das Resonanzsignal der anderen
Methylengruppe nur eine Dublett-Aufspaltung durch die Kopplung mit Phosphor. Die beiden Reste

der Prodrug-Funktionalitit sind vermutlich so angeordnet, dass sich Diastereotopie- und Anisotropie-
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Effekte nur auf die Methylengruppe auswirken, die dem Chiralitdtszentrum ndher liegt. Die andere
Methylengruppe wird hingegen so wenig beeinflusst, dass Unterschiede in den chemischen
Verschiebungen der Methylengruppen e und e‘ im Spektrum nicht mehr aufgelost werden und die

Protonen isochron erscheinen.

Das durch die Methylen-Protonen g/g* gebildete AB-System zeigt ebenfalls ein unsymmetrisches
Aufspaltungsmuster, welches auch bei mehreren in Abschnitt 3.3.4 beschriebenen Verbindungen
auftritt: Nur das zu tieferem Feld verschobene Dublett des dachférmigen AB-Signalsystems zeigt eine
zusitzliche Aufspaltung durch Fernkopplung zum Phosphor, bei dem hochfeldverschobenen Signalteil
ist nur die geminale H,H-Kopplung aufgldst. Die unterschiedliche rdumliche Anordung von g und g¢
relativ zur Phosphonsdurefunktionialitit ist vermutlich auch hier die Ursache des unterschiedlichen
Kopplungsverhaltens der diastereotopen Protonen. Die Verdoppelung der Resonanzsignale fiir die
Protonen f, g und h deutet auf die Anwesenheit zweier verschiedener Konformationen von 33 hin, die
auf Grund einer eingeschrinkten Rotationsfahigkeit der grofen Alkylsubstituenten nur langsam im
Sinn der NMR-Zeitskala ineinander iibergehen und zu einer Signalaufspaltung entsprechend einem

Rotamerenverhiltnis von etwa 9:1 fiihren.

IR-Spektroskopische Eigenschaften
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Abb. 89: IR-Spektrum der Verbindung 38 (NaCl-Film).

Im IR-Spektrum des Doppelester-Prodrugs 38 tritt erwartungsgemall keine Absorptionsbande einer
0O-H-Valenzschwingung auf (Abb. 89). Besonders fallen im Spektrum die drei dicht nebeneinander
liegenden Carbonyl-Absporptionsbanden im Bereich von 1700-1800 cm™ auf. Die C=0O-

Valenzschwingungen der Carbonatgruppe fithren zu der starken Absorptionsbande bei 1792 cm™,
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wihrend die zu etwas niedrigeren Wellenzahlen verschobene Bande bei 1755 cm™ durch die Ester-
Carbonylgruppe entsteht. Etwas schwicher ausgeprigt ist die Absorptionsbande bei 1700 cm™, die
durch die Carbonyl-Valenzschwingung der Hydroxamsaurefunktionalitit verursacht wird. Da hier
formal ein gemischtes Anhydrid vorliegt, ist diese Bande im Vergleich zu C=0O-Absorptionsbanden
freier Hydroxamséuren zu hoheren Wellenzahlen hin verschoben. Im Fingerprint-Bereich tritt neben
den Absorptionsbanden der Phosphonsiurefunktionalitit (1246 und 1025 cm™: P=O- und P-O) eine
starke Absorptionsbande bei 1140 cm™ hervor, die auf Valenzschwingungen der zahlreichen im

Molekiil enthaltenen C-O-Einfachbindungen zuriickgefiihrt werden kann.

4.4 Untersuchung der biologischen Aktivitat

Die biologische Evaluation der Prodrugs oxasterer Fosmidomycin-Analoga 35-39 (Abb. 90) erfolgte
gegeniiber den P. falciparum-Laborstimmen Dd2 und 3D7. Zum Vergleich sind in Tabelle 8 auch die
ICso-Werte der freien Phosphonohydroxamséuren 27g und h sowie von Fosmidomycin (Fos-Na)

angegeben.
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Abb. 90: Ubersicht iiber die in Kapitel 4 vorgestellten Prodrugs 35-39.

Alle Phosphonséure-Prodrugs zeigen im Vergleich zu den Stammverbindungen im Zellkulturassay
gegeniiber P. falciparum Dd2 und 3D7 eine deutlich gesteigerte Wachstumsinhibiton. Vergleicht man
beispielsweise die antiplasmodialen Aktivititen der Prodrugs 35a und 36 gegeniiber P.f3D7
(ICso=13-14nM) und die hervorragende Wachstumshemmung des Dd2-Stamms durch 36
(ICso = 9 nM) mit der P/Dxr-Hemmung durch die freie Phosphonohydroxamsiure 27g (ICs, = 12 nM),
so ist von einer nahezu vollstindigen Uberfiihrung des Prodrugs an den Wirkort und anschlieBender

Freisetzung der Wirkform auszugehen. Die hohe Lipophilie der Prodrugs scheint die passive Diffusion
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der Prodrugs in den Apikoplasten zu begiinstigen und so mdglicherweise das Fehlen eines aktiven
Transportwegs zu kompensieren. Der Unterschied zwischen den POM-Prodrugs mit freier (35a) und
geschiitzter Hydroxamséurefunktionalitdt (38 und 39) macht sich gegeniiber Dd2 nicht bemerkbar,
wihrend gegeniiber 3D7 leicht erhohte 1Cso-Werte der modifizierten Bis-POM-Prodrugs 38 und 39 im
Vergleich zu 35a auftreten. Im Zellkulturassay scheint die Lipophilie des ,.einfachen* Prodrugs 35a
fiir eine maximale Verfiigbarkeit der Wirkform am Enzym auszureichen. Im Zellkulturassay scheinen
hydrolytische Vorginge aufzutreten, durch die analog zu den Phosphonsédure-Prodrugs auch die

Hydroxamséure-Prodrugfunktionalitdten gespalten werden.

Zellkulturassay Enzymassay’
Verbindung
P.fDd2 P.f3D7 PfDxr
I1Cso (uM) I1Cso (uM) 1Cso (uM)
27g 0.13 0.54 0.012 +/- 0.001
Prodrug 35a 0.022 0.013 -
Prodrug 36 0.009 0.014 -
Prodrug 37 0.029 0.035 -
Prodrug 38 0.019 0.023 -
Prodrug 39 0.022 0.031 -
27h 0.14 0.24 0.014 +/- 0.001
Prodrug 35b 0.019 0.037 -
Fos-Na' 0.81 0.88 0.16 +/- 0.02

Tabelle 8: /n vitro-Aktivititen der Prodrugs oxasterer Fosmidomycin-Analoga.

Vor der Planung von in vivo-Versuchen zur Antimalaria-Aktivitit ausgewihlter Prodrugs sollen
zunidchst noch weitere in vitro-Daten, unter anderem gegeniiber verschiedenen P. falciparum-
Patientenisolaten aus dem Albert Schweitzer Krankenhaus in Lambaréné (Gabun) erhoben werden.
Ausgewidhlte Prodrugs aus dieser Arbeit werden gegenwartig im Institut fiir Pharmazeutische Biologie
der Heinrich-Heine-Universitdt auf ihre Aktivitit gegen Mycobacterium smegmatis und

Mpycobacterium bovis untersucht.

" Mittelwerte aus mindestens 2 unabhingigen Doppelbestimmungen.
' Mittelwerte +/- Standardabweichung aus nichtlinearer Regression aus 7—13 Messpunkten.
! Referenzsubstanz: Fosmidomycin-Mononatriumsalz von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg).

319,320



129

S Experimenteller Teil

5.1 Verzeichnis der Gerite und Analysenmethoden

Schmelzpunkte: Mettler FP 51/FP5, Gallenkamp MPD350.BM2.5
IR-Spektren: Varian 800 FT-IR Scimitar series

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte bei Feststoffen in Form von KBr-Presslingen und bei

fliissigen Substanzen als Film auf einer NaCl-Platte (im Text gekennzeichnet als KBr bzw. Film).

'H-NMR-Spektren: Bruker Avance DRX 500 (500 MHz), Bruker Avance DRX 200 (200 MHz)

Die Angabe der chemischen Verschiebung & erfolgt in ppm. Als interner Standard wurde
Tetramethylsilan (TMS) eingesetzt. Die Protonenverhéltnisse wurden durch Integration ermittelt.
Signalmultiplizitdten werden wie folgt abgekiirzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett
und m = Multiplett. Die Kopplungskonstanten J werden in Hz angegeben, fiir Spin-Spinsysteme

héherer Ordnung nur bei vollstandig aufgeldsten Signalsétzen.

C-NMR-Spektren: Bruker Avance DRX 500 (125 MHz)

Die chemischen Verschiebungen & werden relativ zum internen Standard TMS in ppm angegeben. Die
Signalmultiplizitdten werden abgekiirzt als s = Singulett und d = Dublett angegeben. Die Angabe der
Kopplungskonstanten J erfolgt in Hz, bei Spin-Spinsystemen hoherer Ordnung nur fiir vollstindig

aufgeloste Signalsitze.

Elementaranalysen: Perkin Elmer PE 2400 CHN Elemental Analyzer

Massenspektren (FAB-HRMS): VG Analytical VG-70S (doppeltfokussierendes Sektorfeld-MS)

Trockenmittel fiir organische Phasen: wasserfreies Natriumsulfat oder Magnesiumsulfat

Chromatographische Verfahren:

Fiir diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden DC-Aluminiumplatten der Firma Merck,
beschichtet mit Kieselgel 60 und Fluoreszenzindikator (F,s4), verwendet. Die Chromatographie
erfolgte unter Kammerséttigung {liber eine Laufstrecke von 6—8 cm, die Detektion erfolgte durch
Fluoreszenzloschung bei UV-Licht der Wellenlinge 254 nm oder Anfirbung mit wéssriger

Kaliumpermanganat-Losung.

Saulenchromatographische Reinigungen wurden an Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm / 230—400 mesh,
PorengrdBe 60 A) der Hersteller Fluka oder Macherey-Nagel durchgefiihrt.

Analytische HPLC-Untersuchungen wurden analog einer literaturbekannten Methode durchgefiihrt.**

Dazu stand das HPLC-System LaChrom Elite® (VWR-Hitachi) mit Pumpe L-2130 und UV-Detektor
L-2400 zur Verfigung. Als Trennsdule wurde die RP-Sidule Phenomenex Luna C-18(2)

(250 mm x 4.6 mm, PartikelgroBe 1.8 pm) in Kombination mit einer Phenomenex Security Guard”
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Standard C18-Vorsdule verwendet. Als Laufmittel wurden Gemische aus Acetonitril und Wasser oder
wissriger Ammoniumacetat-Losung (5 mmol/L) eingesetzt. Die Laufzeit der Methoden A—E betrigt

jeweils 20 Minuten.

Methode A: Gradientenelution (0 — 95%Acetonitril in 5 mM Ammoniumacetat-Losung)
Methode B: isokratische Elution (1:1 Acetonitril / 5 mM Ammoniumacetat-Losung)
Methode C: isokratische Elution (95:5 Acetonitril / 5 mM Ammoniumacetat-Lésung)
Methode D: isokratische Elution (1:1 Acetonitril / Wasser)

Methode E: isokratische Elution (95:5 Acetonitril / Wasser)

5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAYV 1: Synthese der Anilide 1a,b. 2a,b. 3a.b und 4a.b ausgehend von den Carbonsduren LVIIa-d

3 mmol der ausgewdhlten Carbonsdure LVII werden in einem Rundkolben mit aufgesetztem
Trockenrohr in 15 ml wasserfreiem Toluen geldst und mit 0,3 ml trockenem Dimethylformamid
(4 mmol) versetzt. Uber eine Spritze werden langsam 1,1 ml Oxalylchlorid (13 mmol) so langsam
zugetropft, dass die Gasentwicklung nicht zu heftig erfolgt. Nach ein- bis zweistiindigem Stunden
Riihren des Reaktionsansatzes bei Raumtemperatur wird der Reaktionsfortschritt mittels Infrarot-
Spektroskopie iiberpriift. Die vollstindige Umsetzung der Carbonsdure zeigt sich an der Abwesenheit
der Carbonylvalenzschwingung bei ca. 1720 cm™ und dem gleichzeitigen Auftreten einer Carbonyl-
Absorptionsbande bei etwa 1800 cm™. Die Losung des Sdurechlorids wird von der wissrigen Phase
abdekantiert und in einen trockenen 50-mL Rundkolben tiberfiihrt. Nach zweimaligem Nachspiilen des
Reaktionskolbens mit Toluen werden die vereinigten organischen Phasen am Rotationsverdampfer

eingeengt, um Losungsmittel und liberschiissiges Oxalylchlorid zu entfernen.

Der Riickstand wird in 10 ml wasserfreiem Dichlormethan geldst und zu einer eisgekiihlten Losung
von 3 mmol des Anilins LVIIIa (auch als Trifluoracetat) oder LVIIIb und 0,48 ml trockenem Pyridin
(6 mmol) in 10 ml wasserfreiem Dichlormethan hinzugetropft. AnschlieBend wird die Eiskiihlung
entfernt und die Losung bei Raumtemperatur 12 Stunden geriihrt. Die Entstehung des
Reaktionsprodukts wird mittels Diinnschichtchromatographie und IR-Spektroskopie tiberpriift. Nach
vollstindiger Umsetzung des Carbonsdurechlorids zum Amid wird die Losung mit 10 ml Wasser, 2x
10 ml 5 %iger Zitronensdureldsung und 10 ml Wasser gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Produkt wird zur Kristallisation gekiihlt gelagert.
Feste Produkte werden durch Umkristallisation aus Ethylacetat/n-Hexan oder Waschen mit
Ethylacetat/n-Hexan gereinigt, bei Olen erfolgt die Reinigung durch Chromatographie an Kieselgel
mit Ethylacetat als Elutionsmittel.
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AAV 2: Abspaltung der Benzylschutzgruppe bzw. Reduktion der Nitrogruppe zur Gewinnung der
Anilin- und Phenol-Derivate 5a,b. 6a,b. 7 und 8a,b sowie der Zielverbindungen 13b und 15a.b

1 mmol der ausgewihlten Benzyl- oder Nitroverbindung (1a,b, 2a,b, 3a, 4a,b, 9 oder 11a,b) wird in
einem Druckgefal in 20 ml Methanol gelost und mit 15-20 % (w/w) Palladium auf Aktivkohle (10 %)
versetzt. Das Gefall wird mehrmals evakuiert und anschlieend mit Wasserstoff befiillt, die Reaktion
erfolgt unter einem Wasserstoff-Uberdruck von 2 bar bei Raumtemperatur. Nach 1-2 Stunden wird
der Reaktionsfortschritt diinnschichtchromatographisch tiberpriift. Ist kein Edukt mehr zu detektieren,
wird der Katalysator iiber Kieselgur abfiltirert. Die Losung wird unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Reaktionsprodukt wird unter Kiithlung zur Kristallisation gebracht. Phenole und aromatische
Amine mit geschiitzter Phosphonsdurefunktionalitdt werden durch Umkristallisation aus Ethylacetat
oder Chromatographie an Kieselgel mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt. Zielverbindungen mit
freier Phosphonsdurefunktionalitit werden gegebenenfalls aus Ethylacetat/Isopropanol oder

Isopropanol/Wasser umkristallisiert.

AAYV 3: Diethylphosphonat-Hydrolyse zur Gewinnung der freien Phosphonsduren 9, 10, 11a.b und 12

sowie der Zielverbindungen 13a und 14a,b

1 mmol des ausgewihlten Diethylphosphonats (1b, 2a, 3a,b, 4a,b, 5a oder 6a,b) wird in 5 ml {iber
Calciumhydrid getrocknetem Dichlormethan geldst. Das Reaktionsgefall wird mit Stickstoff begast.
Unter Eiskiihlung werden bei freien Phenolen 0,80 ml (6 mmol) und bei geschiitzten Phenolen sowie
aromatischen Nitro- und Aminoverbindungen jeweils 0,66 ml (5 mmol) Trimethylsilylbromid iiber
eine Spritze zugetropft. Das Reaktionsgefdl3 wird dicht verschlossen und der Ansatz wird eine Stunde
unter Eiskithlung geriihrt. Anschlieend wird die Eiskiihlung entfernt, um weitere 12 Stunden bei
Raumtemperatur zu rithren. Unter vermindertem Druck wird das Losungsmittel entfernt, der dlige
Riickstand wird in 5 ml trockenem Tetrahydrofuran geldst. 0,05-0,06 ml Wasser (3—4 mmol) werden
zugegeben und die Losung wird anschlieBend bei offenem Reaktionskolben 30-60 Minuten geriihrt.
Danach wird das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand wird im
Hochvakuum iiber Nacht getrocknet. Kristallisiert das Produkt, evtl. nach Zugabe von Ethylacetat oder
Diethylether, erfolgt gegebenenfalls eine  Reinigung durch  Umkristallisation  aus
Isopropanol/Ethylacetat. Andernfalls wird die Substanz in 30 ml Ethylacetat oder Dichlormethan
aufgenommen und zweimal mit 2 ml verdiinnter Salzséureldosung (1 mol/l) gewaschen. Nach Trocknen
iiber Magnesiumsulfat und Filtration wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Zur
Unterstiitzung des Kristallisationsvorgangs wird die Substanz gekiihlt gelagert. Die Kristalle werden

anschlieend mit Ethylacetat/Diethylether oder Ethylacetat/n-Hexan gewaschen.
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AAYV 4: Synthese der Diethyl-((dihalogenpheny!)(hydroxy)methyl)phosphonate 16a-c

Zu 10 mmol des ausgewdhlten aromatischen Aldehyds LXXVf,g oder h werden 1,4 ml
Diethylphosphit (11 mmol) gegeben. AnschlieBend werden unter Eiskiihlung 3,1 ml Triethylamin
(22 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur geriihrt. Die Umsetzung
des Aldehyds wird infrarotspektroskopisch und diinnschichtchromatographisch kontrolliert. Ist kein
Aldehyd mehr vorhanden, wird das Reaktionsgemisch in 50 ml Ethylacetat aufgenommen und mit
3x 15 ml verdiinnter Salzsdurelosung (1 mol/l) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
eingeengt. Kristallisiert das Produkt wunter Kiihlung aus, werden die Kristalle mit
Diethylether/Petrolether (1:1) gewaschen. Die Reinigung von Olen erfolgt durch Chromatographie an
Kieselgel mit Ethylacetat als Elutionsmittel.

AAYV 5: Synthese der Benzylester 17a-k aus den Hydroxyphosphonaten 16a-¢ und LXXI1a-h

5mmol des ausgewihlten Hydroxyphosphonats 16 oder LXXII werden in 5 ml trockenem
Dimethylformamid gelost und mit 0,96 ml Bromessigsdurebenzylester (6 mmol) versetzt. Unter
Rithren werden 1,74 g neutrales Silberoxid hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wird bei
Raumtemperatur unter Feuchtigkeitsausschluss 12 Stunden geriihrt. AnschlieBend wird der Feststoff
iiber Kieselgur abfiltriert, mit Ethylacetat nachgespiilt, das Filtrat wird unter vermindertem Druck
eingeengt. Der Riickstand wird in 50 ml Ethylacetat geldst und mit 3x 10 ml Wasser gewaschen. Die
organische Phase wird {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wird
durch Chromatographie an Kieselgel (Elutionsmittel: Ethylacetat oder Ethylacetat/n-Hexan (1:1 — 1:0)

gereinigt.

AAYV 6: Katalytische Hydrogenolyse der Benzylester 17a-K zu den Carbonsduren 18a-k

1 mmol des ausgewdhlten Benzylesters 17 wird in 30 ml Ethylacetat oder Methanol geldst und mit
15-20 % (w/w) Palladium auf Aktivkohle (10%) versetzt. Das Reaktionsgefdl wird mehrmals
evakuiert und wieder mit Wasserstoff befiillt. AnschlieBend wird die Suspension unter
atmosphérischem Wasserstoffdruck bei Raumtemperatur mehrere Stunden geschiittelt. Sobald die
vollstindige Hydrolyse der Benzylester diinnschichtchromatographisch nachzuweisen ist, wird der
Katalysator iiber Kieselgur abfiltriert. Nach Einengen der Losung unter vermindertem Druck wird ein
Ol erhalten, welches in den meisten Fillen bei gekiihlter Lagerung langsam auskristallisiert.
Gegebenenfalls wird Diethylether zugegeben, um die Kristallisation zu beschleunigen. Eine weitere

Reinigung ist in der Regel nicht erforderlich.



133

AAYV 7: Synthese der N-benzylgeschiitzten Phosphonohydroxamsduren 19a-e, 20a-k und 21 aus den

Carbonsduren 18a-K und den Hydroxylaminen LXXa-¢

5 mmol der ausgewéhlten Carbonsdure 18 werden in 20 ml trockenem Dichlormethan geldst und mit
0,89 g Carbonyldiimidazol (5,5 mmol) versetzt. Unter Feuchtigkeitsausschluss wird bei
Raumtemperatur 30-60 Minuten geriihrt, bis die Gasentwicklung beendet ist. Dann werden 5 mmol
des O-benzylgeschiitzten Hydroxylamins LXXa,b oder ¢, gelost in etwa 5 mL trockenem
Dichlormethan, zum Reaktionsansatz gegeben. Es wird weiter bei Raumtemperatur geriihrt. Der
Reaktionsfortschritt wird mittels Diinnschichtchromatographie und IR-Spektroskopie tiberpriift. Ist die
Carbonyl-Absorptionsbande der Carbonsdure verschwunden und statt dessen eine Hydroxamsdure-
Carbonylbande im Bereich von 1680 cm™ aufgetreten, wird die Reaktionslosung mit 10 ml Wasser
versetzt und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wird in 30 ml Ethylacetat
aufgenommen und nacheinander mit 3x 15 ml 10 %iger Zitronensdureldosung, 10 ml geséttigter
Natriumcarbonatlosung und 10 ml Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen der organischen Phase
iiber Magnesiumsulfat wird diese filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Gegebenenfalls

wird das Produkt chromatorgraphisch an Kieselgel mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt.

AAYV 8: Katalytische Hydrogenolyse der Benzylester-Schutzgruppen von 19a.d.e. 20a-k und 21 zur

Gewinnung der Hydroxamsduren 22a-c, 23a-K und 24

1 mmol der ausgewdhlten O-benzylgeschiitzten Hydroxamséure 19-21 wird in 30 ml Methanol geldst
und mit 15-20 % (w/w) Palladium auf Aktivkohle (10 %) versetzt. Das Reaktionsgefal wird evakuiert
und anschlieBend mit Wasserstoff befiillt. Bei atmosphérischem Druck und Raumtemperatur wird die
Suspension 1-2 Stunden geschiittelt, bis diinnschichtchromatographisch keine Ausgangssubstanz mehr
nachweisbar ist. Die Anwesenheit der Hydroxamsdurefunktionalitdt wird auBerdem durch eine
Tiipfelprobe mit 1 %iger methanolischer Eisen(IIl)-chlorid Losung iiberpriift: eine dunkel violette
Férbung zeigt ein positives Ergebnis an. Der Katalysator wird durch Filtration iiber Kieselgur
abgetrennt, Katalysator-Riickstinde werden gegebenenfalls durch Filtration iiber eine kleine Menge
Kieselgel entfernt. Die Losung wird eingeengt und das Produkt kristallisiert bei gekiihlter Lagerung
aus. Gegebenenfalls wird das Produkt aus Ethylacetat umkristallisiert, eine weitere Reinigung ist in

den meisten Fillen jedoch nicht erforderlich.
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AAV 9: Synthese der Dibenzylphosphonate 25a-d aus den Diethylphosphonaten 19a-d

3 mmol des ausgewdhlten Diethylphosphonats 19 werden in 15 ml trockenem Dimethylformamid
gelost und unter Eiskithlung und Schutzgasatmosphére mit 1,98 ml Bromtrimethylsilan (15 mmol)
versetzt. Der Reaktionskolben wird verschlossen und das Reaktionsgemisch wird fiir eine Stunde bei
0 °C und weitere 23 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 10—15 ml trockenem Tetrahydrofuran geldst und
nach Zugabe von 0,15-0,18 ml Wasser (9—10 mmol) bei offenem Kolben 30-60 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wird das

zuriickbleibende Ol iiber Nacht im Hochvakuum getrocknet.

Die Substanz wird in 15 ml Benzen gelost und es werden 1,89 g nach Lit.*** hergestellter O-Benzyl-
N,N’-Dicyclohexylisoharnstoff LXXXVI (6 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 4 Stunden
unter Riickfluss erhitzt und die entstandene Suspension wird nach Abkiihlen am Rotationsverdampfer
eingeengt. Nach Entfernen des Losungsmittels wird der Riickstand unter Kiihlung in 30 ml Ethylacetat
aufgenommen und zur moglichst vollstdndigen Ausfdllung des Nebenproduktes iiber Nacht gekiihlt
gelagert. Nach dem Abfiltrieren des Nebenprodukts wird die Losung mit 10 ml Wasser und 3x 20 ml
gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wird iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck eingeengt. Das erhaltene Ol wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten von Ethylacetat/n-Hexan

(3:7-6:4) gereinigt.

AAV 10:  Hydrogenolyse der tris-benzylgeschiitzten Phosphonohydroxamsduren 25a-d _zu den

Zielverbindungen 26a-d

0,5 mmol der benzylgeschiitzten Phosphonohydroxamséure 25 werden in 30 ml Methanol gelést und
mit 15-20 % (w/w) Palladium auf Aktivkohle (10 %) versetzt. Das Reaktionsgefa3 wird mehrfach
evakuiert und mit Wasserstoff befiillt und die Suspension bei Raumtemperatur unter atmosphérischem
Wasserstoffdruck 1-2 Stunden geschiittelt. Die Vollstdndigkeit der Umsetzung wird mittels
Diinnschichtchromatographie iiberpriift und die Freisetzung der Hydroxamsidure durch eine
Tiipfelprobe mit 1 %iger methanolischer Eisen(Ill)-chlorid-Losung nachgewiesen. Nach vollstéindiger
Umsetzung wird der Katalysator tiber Kieselgur abfiltriert und die Losung unter vermindertem Druck
eingeengt. Der Riickstand wird anschlieBend iiber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Das erhaltene Ol

schaumt dabei auf und wird fest.
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AAYV 11: Herstellung der freien Phosphonsduren 29a-¢ und der Zielverbindungen 26e, 27a-K und 28
durch TMSBr-vermittelte Hydrolyse der Diethylphosphonate 19a, 20a, 21 sowie 22¢. 23a-K und 24

1 mmol des ausgewdhlten Phosphonsidurediethylesters 19-24 wird unter Schutzgasatmosphére in
5-10 ml iiber Calciumhydrid getrocknetem Dichlormethan gelost. Nachdem die Losung im Eisbad auf
0 °C gekiihlt wurde, werden 0,79 ml (6 mmol) Trimethylsilylbromid zugetropft. Der Reaktionskolben
wird anschlieBend luftdicht verschlossen und der Ansatz eine Stunde unter Eiskiihlung und weitere
23 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Unter vermindertem Druck wird dann das Losungsmittel
entfernt, der Riickstand wird in 5-10 ml trockenem Tetrahydrofuran geldst. Nach Zugaben von 0,05—
0,06 ml Wasser (3—4 mmol) wird die Losung 30-60 Minuten bei offenem Kolben geriihrt.
AnschlieBend wird die Losung am Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand {iber Nacht im
Hochvakuum getrocknet. Das erhaltene Ol wird in einer kleinen Menge Ethylacetat, in einigen Fillen
auch in etwas Dichlormethan geldst und kristallisiert bei Raumtemperatur langsam aus. Tritt keine
Kristallisation ein, wird das Losungsvolumen auf 20-30 ml Ethylacetat vergroBert. Die Losung wird
zweimal mit 1-2 ml verdiinnter Salzsdurelosung (1-2 mol/l) gewaschen, die organische Phase wird
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und nach Filtration unter vermindertem Druck konzentriert. Aus der

erhaltenen Losung kristallisiert das Produkt aus.

AAYV 12: Synthese der benzylgeschiitzten Phosphonsdurediester-Prodrugs 32a.b, 33 und 34 aus den

geschiitzten Phosphonohyvdroxamsduren 208 und 20h

4 mmol des Diethylphosphonats 20g oder h werden unter Schutzgasatmosphére in 20 ml {iber
Calciumhydrid getrocknetem Dichlormethan gelost und unter Eiskithlung mit 2,64 ml
Trimethylsilylbromid (20 mmol) versetzt. Die Losung wird unter Luftausschluss erst eine Stunde bei
0 °C und dann weitere 23 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels
und des iiberschiissigen Reagenzes unter vermindertem Druck wird der Riickstand in 10 ml
wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und mit 0,15 ml Wasser (8 mmol) versetzt. Das Gemisch wird
30-60 Minuten geriihrt und anschlieBend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird

iiber Nacht im Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 15 ml trockenem Dimethylformamid geldst und mit 1,66 ml Triethylamin
(12 mmol) versetzt. Nach zehnminiitigem Riihren bei Raumtemperatur werden 40 mmol XCVIla,b
oder ¢ zu der Losung gegeben. Unter Feuchtigkeitsausschluss wird der Reaktionsansatz bei 70 °C
geriihrt. Nach 2 und 4 Stunden werden jeweils weitere 0,55 ml Triethylamin (4 mmol) und 6—7 mmol
Alkylierungsreagenz zugegeben. Nach insgesamt 6 Stunden Riihren bei 70 °C wird die Heizquelle
entfernt und der Ansatz wird weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden
120 ml Diethylether zugegeben und die organische Phase mit 60 ml Wasser, 2x 60 ml geséttigter

Natriumhydrogencarbonat-Losung und ein weiteres Mal mit 60 ml Wasser gewaschen. Nach Trocknen
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iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Ol

wird durch Chromatographie an Kieselgel mit Diethylether als Elutionsmittel gereinigt.

AAV 13: Abspaltung der Benzylschutzgruppen aus 32a,b. 33 und 34 zur Gewinnung der
Phosphonsdure-Prodrugs 35a,b, 36 und 37

0,5 mmol der benzylgeschiitzten Hydroxamsédure 32-34 werden in 20 ml Methanol, im Falle der
chlorierten Verbindung in 30 ml Ethylacetat, gelost. Es werden 15-20 % (w/w) Palladium auf
Aktivkohle (10 %) hinzugegeben. Das Reaktionsgefdll wird wiederholt evakuiert und mit Wasserstoff
begast. Bei einem atmosphérischen Wasserstoffdruck wird die Suspension eine Stunde (bei 32b 4—
5 Stunden) bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Entstehung der freien Hydroxamsdure kann
diinnschichtchromatographisch, infrarotspektroskopisch und mittels Tiipfelprobe mit 1 %iger
methanolischer Eisen(III)-chloridlésung nachgewiesen werden. Ist die Umsetzung vollstindig, wird
der Katalysator liber Kieselgur abfiltriert. Das nach Einengen der Losung am Rotationsverdampfer
erhaltene Ol wird gegebenenfalls durch Chromatographie an Kieselgel mit Ethylacetat als

Elutionsmittel gereinigt.

AAYV 14: Synthese der N-Ethoxycarbonyl- und N-Ethylcarbamoy!l-Prodrugs 38 und 39 aus dem
Bis-POM-Prodrug 35a

0,3 mmol 35a werden in 5 ml trockenem Dichlormethan gelost. Nach Zugabe von 0,05 ml
Triethylamin (0,3 mmol) wird die Losung unter Feuchtigkeitsausschluss im Eisbad auf 0 °C gekiihlt.
Uber eine Spritze wird langsam eine Losung von 0,3 mmol Ethylchloroformiat (XCVIII) oder
Ethylisocyanat (XCIX) in 3 ml trockenem Dichlormethan zugetropft. Nach 10 Minuten wird die
Eiskiihlung entfernt und der Ansatz bei Raumtemperatur weiter geriihrt. Falls die Umsetzung nach
30 Minuten noch nicht vollstandig ist, werden noch 0,01-0,02 ml Reagenz hinzugegeben. Sobald
mittels Diinnschichtchromatographie und Infrarotspektroskopie eine vollstdindige Umsetzung
nachgewiesen werden kann, wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Ol wird in 30 ml Ethylacetat geldst und die organische Phase mit 2x 10 ml Wasser gewaschen. Nach
Trocknen iiber Magnesiumsulfat wird die Losung am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Produkt
wird durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgemisch von Ethylacetat/n-Hexan

(1:1) gereinigt.
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5.3 Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 2

Diethyl-(2-((2-(benzyloxy)phenyl)amino)-2-oxoethyl)phosphonat 1a

Hergestellt aus 0,63 g 3-Diethoxyphosphorylpropansdure (3 mmol) und 0,60 g 2-Benzyloxyanilin
(3 mmol) nach AAV 1.

Ausbeute 51 %, farblose Kristalle
Schmelzpunkt 87 °C
IR ¥ (cm™) 3348 (N-H), 2978 (C-Hujpn), 1672 (C=O, AmidI), 1540 (Amid II),

1255 (P=0), 1055/1031 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 1.30 (t, /=7.1 Hz, 6H, POCH,CH;), 2.12—
2.22 (m, 2H, PCH,), 2.60-2.68 (m, 2H, PCH,CH,), 4.02-4.16 (m, 4H,
POCH,CH;), 5.12 (s, 2H, OCH,Ph), 6.92—7.24 (m, 3H, arom.), 7.34-7.50
(m, 5H, arom.), 7.85 (s, 1H, NH), 8.36 (d, J/=7.5 Hz, 1H, arom.)

PC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.41 (d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CHj3), 21.09
(d, 'Jcp=144.0 Hz, PCH,), 30.61 (d, *Jc»=3.3 Hz, PCH,CH,), 61.81 (d,
*Jep=6.4 Hz, POCH,CHj3), 71.02 (OCH,Ph), 111.74 (C,H,: C3), 120.00
(CeHy: €6), 121.50 (CeHy: C5), 123.82 (CeHy: C4), 127.63 (CeHs: C2,
C6), 127.83 (CH,: Cl), 128.43 (CeHs: C4), 128.84 (C¢Hs: C3, C5),
136.29 (CeHs: C1), 147.04 (CHy: C2), 168.92 (d, *Jep=17.2 Hz, C=0)

C20HysNOsP (391.40)

Berechnet (%) C61.37 H6.70 N 3.58
Gefunden (%) C61.15 H 6.62 N 3.50
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Diethyl-(4-((2-(benzyloxy)phenyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonat 1b

O O
11
~_© H o

Hergestellt aus 0,67 g 4-Diethoxyphosphorylbutansdure (3 mmol) und 0,78 g 2-Benzyloxyanilin

(3 mmol) nach AAV 1 und anschlieBender Sdulenchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat).

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

C21HasNOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

73 %, gelbes Ol

3420 (N-H), 2981 (C-Hyn), 1682 (C=0, AmidI), 1526 (Amid II),
1259 (P=0), 1052/1026 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = 6 (ppm) 1.30 (t, J=7.1 Hz, 6H, POCH,CH5), 1.80—
1.88, 1.97-2.08 (2m, 4H, PCH,CH,), 249 (t, J=7.2Hz, 2H,
PCH,CH,CH,), 4.03-4.15 (m, 4H, POCH,CHs), 5.13 (s, 2H, OCH,Ph),
6.92—6.96 (m, 1H, arom.), 6.98 (dd, /=7.7, 1.4 Hz, 1H, arom.), 6.00—7.04
(m, 1H, arom.), 7.34-7.39 (m, 1H, arom.), 7.39-7.43 (m, 3H, arom.),
7.85 (s, 1H, NH), 8.37 (dd, J=7.9, 0.9 Hz, 1H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.46 (d, *Jcp=6.1 Hz, POCH,CHs3), 18.60
(d, %Jep=4.8 Hz, PCH,CH,), 24.73 (d, 'Jcp=141.0 Hz, PCH,), 37.60 (d,
*Jep=13.9 Hz, PCH,CH,CH,), 61.58 (d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,CHj3), 70.95
(OCH,Ph), 111.76 (CsHy: C3), 120.12 (C¢Hu: C6), 121.49 (C¢Hy: C5),
123.73 (CeHy: C4), 127.56 (C¢Hs: C2, C6), 127.91 (CeH,: C1), 128.36
(CeHs: C4), 128.80 (C¢Hs: C3, C5), 136.41 (C¢Hs: C1), 147.08 (CeHy:
C2), 170.06 (C=0)

(405.42)

C62.21 H 6.96 N 3.45
C61.96 H7.13 N 3.49
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Diethyl-(3-((2-(benzyloxy)phenyl)amino)-3-oxo-1-phenylpropyl)phosphonat 2a

Hergestellt aus 2,86 g 3-Diethoxyphosphoryl-3-phenylpropansdure (10 mmol) und 1,99 g

2-Benzyloxyanilin

Ethylacetat/n-Hexan.
Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ca6H3oNOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

(10 mmol) nach AAV1 und anschlieBender Umkristallisation aus

70 %, farblose Kristalle
92 °C

3282 (N-H), 3031 (C-Hyrom), 2981/2910 (C-Hyipn), 1673 (C=0, Amid I),
1531 (Amid IT), 1248 (P=0), 1048/1021 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.05 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHj3), 1.27 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 2.92 (dt, J/=15.4, 10.6 Hz, 1H, PCHCH,),
3.15 (ddd, J=15.3, 10.8, 4.6 Hz, 1H, PCHCH,), 3.62-3.72 (m, 1H,
POCH,CHj3), 3.78 (ddd, J=22.1, 10.0, 4.6 Hz, 1H, PCH), 3.83-3.92 (m,
1H, POCH,CHj;), 4.01-4.13 (m, 2H, POCH,CH;), 5.06 (dd, J=15.9,
11.8 Hz, 2H, OCH,Ph), 6.85-6.92 (m, 2H, arom.), 6.59 (dt, J=7.7,
1.0 Hz, 1H, arom.), 7.14-7.30 (m, 3H, arom.), 7.35-7.45 (m, 7H, arom.),
7.73 (s, 1H, NH), 8.26 (dd, J=8.1, 0.8 Hz, 1H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.16 (d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH3), 16.36
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CHs), 38.62 (PCHCH,), 40.38 (d, 'Jc=139.9 Hz,
PCH), 62.01 (d, *Jcp=7.0 Hz, POCH,CH;), 63.01 (d, *Jcp=7.0 Hz,
POCH,CHj3), 70.83 (OCH,Ph), 111.58 (CeH,: C3), 119.98 (CeH,: C6),
121.34 (CgHy: C5), 123.71 (CoHy: C4), 127.47 (d, Jep=2.7 Hz), 127.55
(CeHs: C2, C6), 127.72 (C¢Hy: C1), 128.40 (CeHs: C4), 128.65 (d,
Jep=2.3 Hz, 2C), 128.82 (C¢Hs: C3, C5), 129.13 (d, Jcp=6.5 Hz, 2C),
135.40 (d, Jcp=6.6 Hz), 136.33 (Benzyl: C1), 146.89 (CeH,: C2), 167.87
(C=0)

(467.49)

C 66.80 H 6.47 N 3.00
C 66.60 H 6.54 N3.10
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Diethyl-(4-((2-(benzyloxy)phenyl)amino)-4-oxo0-1-phenylbutyl)phosphonat 2b

Hergestellt aus

O O
|1

3,00 g 4-Diethoxyphosphoryl-4-phenylbutansdure (10 mmol) und 1,99 g

2-Benzyloxyanilin (10 mmol) nach AAV 1 und anschliefender Séulenchromatographie an Kieselgel

(Ethylacetat).
Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C»H;,NOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

96 %, gelbes Ol

3422 (N-H), 2982 (C-Hyp), 1682 (C=0, AmidI), 1526 (Amid II),
1247 (P=0), 1051/1027 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = 6 (ppm) 1.09 (t, /=7.0 Hz, 3H, POCH,CH5), 1.28 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH5), 2.14-2.23, 2.26-2.39, 2.50-2.60 (3m, 4H,
PCHCH,CH,), 3.16 (ddd, J=22.1, 10.4, 4.1 Hz, 1H, PCH), 3.68-3.78 (m,
1H, POCH,CHj3), 3.85-3.94 (m, 1H, POCH,CHj;), 4.01-4.10 (m, 2H,
POCH,CH;), 5.09 (s, 2H, OCH,Ph), 6.91 (dd, J=7.8, 1.6 Hz, 1H, arom.),
6.94-7.02 (m, 2H, arom.), 7.21-7.40 (m, 10H, arom.), 7.64 (s, 1H, NH),
8.37 (dd, /=7.7, 1.4 Hz, 1H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.24 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CH3), 16.42
(d, *Jcp=6.1 Hz, POCH,CHj3), 25.70 (d, *Jcp=1.5, PCHCH,), 35.24 (d,
}Jep=14.7 Hz, PCHCH,CH,), 43.46 (d, 'Jcp=137.6 Hz, PCH), 61.96 (d,
*Jer=7.3 Hz, POCH,CHj3), 62.57 (d, *Jcp=6.8 Hz, POCH,CHj3), 70.91
(OCH,Ph), 111.74 (CeH,: C3), 120.04 (CoH,: C6), 121.50 (CeH,: C5),
123.64 (CH,: C4), 127.34 (d, Jcp=2.8 Hz), 127.46 (CeHs: C2, C6),
127.92 (CH,: Cl), 128.31 (CeHs: C4), 128.64 (d, Jop=2.3 Hz, 2C),
128.78 (CeHs: C3, C5), 129.33 (d, Jep=6.9 Hz, 2C), 135.54 (d,
Jep=7.0 Hz), 136.38 (Benzyl: C1), 146.96 (C¢Hy: C2), 170.07 (C=0)

(481.52)

C67.35 H6.70 N 291
C67.09 H6.77 N 293
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Diethyl-(3-((2-nitrophenyl)amino)-3-oxopropyl)phosphonat 3a

~_O H' No,

Hergestellt aus 0,95 g 3-Diethoxyphosphorylpropansédure (4,5 mmol) und 0,62 g 2-Nitroanilin

(4,5 mmol) nach AAV 1 und anschlieBender Reinigung des Produkts durch Waschen mit

n-Hexan/Ethylacetat (1:1) und n-Hexan.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

Ci3H19N,OgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

77 %, gelbe Kristalle
108 °C

3183/3122 (N-H), 3054/3018 (C-Hyrom), 2981 (C-Hyipn), 1704 (C=0,
Amid I), 1549/1534 (Amid 1I), 1212 (P=0), 1025 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 1.34 (t, /=7.1 Hz, 6H, POCH,CHs), 2.20
(ddd, J=17.9, 8.8, 7.0 Hz, 2H, PCH,), 2.79 (ddd, J=12.4, 9.0, 7.0 Hz, 2H,
PCH,CH,), 4.07-4.19 (m, 4H, POCH,CH;), 7.20 (ddd, J=8.4, 7.4,
1.1 Hz, 1H, arom. H4), 7.66 (ddd, J=8.6, 7.3, 1.4 Hz, 1H, arom. HS), 8.22
(dd, J=8.5, 1.4 Hz, 1H, arom. H6), 8.74 (dd, J=8.4, 0.8 Hz, 1H, arom.
H3), 10.40 (s, IH, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.44 (d, *Jcp=6.1 Hz, POCH,CHj3), 20.96
(d, 'Jep=144.8 Hz, PCH,), 31.45 (d, *Jcp=3.7 Hz, PCH,CH,), 61.92 (d,
*Jep=6.4 Hz, POCH,CH;), 122.28, 123.46, 125.80, 134.58, 135.99,
136.49, 170.03 (d, *Jcp=16.5 Hz, C=0)

(330.27)

C47.28 H 5.80 N 8.48
C47.15 H 5.83 N 8.44
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Diethyl-(4-((2-nitrophenyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonat 3b

o o
I
/\0’ F:\/\)J\N
~_© H

NO,

Hergestellt aus 0,67 g 4-Diethoxyphosphorylbutansidure (3 mmol) und 0,41 g 2-Nitroanilin (3 mmol)

nach AAYV 1 und anschlieBender Sdulenchromatographie iiber Kieselgel (Ethylacetat).

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC.NMR

Ci4H N,OP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

76 %, gelbes Ol

3364 (N-H), 2924 (C-Hyp), 1693 (C=0, AmidI), 1526 (Amid II),
1210 (P=0), 1051/1030 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 1.34 (t, /=7.0 Hz, 6H, POCH,CH;), 1.83—
1.92, 2.03-2.13 (2m, 4H, PCH,CH,), 2.64 (t, J=7.2Hz, 2H,
PCH,CH,CH,), 4.06-4.19 (m, 4H, POCH,CHj3), 7.19 (dd, J=8.3, 7.4 Hz,
1H, arom. H4), 7.66 (t, J/=7.9 Hz, 1H, arom. H5), 8.22 (d, /=8.4 Hz, 1H,
arom. H6), 8.76 (d, J/=8.5 Hz, 1H, arom. H3), 10.35 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.49 (d, *Jc=6.0 Hz, POCH,CH3), 18.38
(d, *Jcp=4.8 Hz, PCH,CH,), 24.80 (d, 'Jop=141.6 Hz, PCH,), 38.22 (d,
*Jep=14.1Hz, PCH,CH,CH,), 61.67 (d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,CHj),
12229, 123.32, 125.77, 134.70, 135.95, 136.45, 171.03 (C=0)

(344.30)

C48.84 H6.15 N 8.14
C48.87 H6.14 N 7.96
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Diethyl-(3-((2-(benzyloxy)phenyl)amino)-3-oxo-1-phenylpropyl)phosphonat 4a

Hergestellt aus

(@)
0 Q
/\O/l? H

~_O NO,

2,86 g 3-Diethoxyphosphoryl-3-phenylpropansdure (10 mmol) und 1,38 g

2 -Nitroanilin (10 mmol) nach AAV 1.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CioH23N,OgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

93 %, gelbe Kristalle
125 °C

3256 (N-H), 2987 (C-Hup), 1706 (C=0, AmidI), 1532 (Amid II),
1221 (P=0), 1054/1023 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.10 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.30 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHs), 3.09 (dt, J=15.6, 10.5 Hz, 1H, PCHCH,),
3.28 (ddd, J=15.1, 10.2, 4.6 Hz, 1H, PCHCH,), 3.71-3.78 (m, 1H,
POCH,CH3), 3.79 (ddd, /=22.5, 10.3, 4.7 Hz, 1H, PCH), 3.88-3.93 (m,
1H, POCH,CH;), 4.03-4.15 (m, 2H, POCH,CHs), 7.14 (ddd, J=8.3, 7.1,
0.9 Hz, 1H, CeHy: H4), 7.22-7.27 (m, 1H, CeHs), 7.32 (t, J=7.6 Hz, 2H,
CsHs), 7.40-7.43 (m, 2H, CsHs), 7.57 (ddd, J=8.6, 7.3, 1.4 Hz, 1H, CsHy:
H5), 8.16 (dd, J= 8.5, 1.4 Hz, 1H, C¢H,: H6), 8.62 (dd, J=8.5, 0.7 Hz, 1H,
CsHy: H3), 10.29 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.20 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CH3), 16.40
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CHs3), 39.27 (d, *Jcp=1.1 Hz, PCHCH,), 40.44 (d,
'Jcp=140.7 Hz, PCH), 62.18 (d, *Jcp=7.3 Hz, POCH,CHj3), 63.04 (d,
2Jep=71.1Hz, POCH,CH;), 122.25, 123.38, 125.67, 127.63 (d,
Jep=2.8 Hz), 128.75 (d, Jep=2.1 Hz, 2C), 129.06 (d, Jcp=6.4 Hz, 2C),
134.40, 135.01 (d, Jcp=6.8 Hz), 135.84, 136.36, 169.00 (d, *Jp=18.0 Hz,
C=0)

(406.37)

C56.16 H5.70 N 6.89
C 56.22 H 5.95 N6.72
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Diethyl-(4-((2-nitrophenyl)amino)-4-oxo-1-phenylbutyl)phosphonat 4b

0 o)
o N
H

(0]
\/ N02

Hergestellt aus 3,00 g 4-Diethoxyphosphoryl-4-phenylbutansdure (10 mmol) und 1,38 g 2-Nitroanilin
(10 mmol) nach AAV 1 und Reinigung des kristallinen Produktes durch Waschen mit #-Hexan.

Ausbeute 93 %, hellgelbe Kristalle
Schmelzpunkt 193 °C
IR ¥ (cm™) 3171/3110 (N-H), 3001 (C-Hajipn), 1692 (C=0, Amid I), 1528 (Amid II),

1231/1210 (P=0), 1056/1021 (P-O)

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.11 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHs), 1.30 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH), 2.32-2.43, 2.43-2.52, 2.53-2.63 (3m, 4H,
PCHCH,CH,), 3.16 (ddd, J=22.6, 10.6, 4.7 Hz, 1H, PCH), 3.70-3.79 (m,
1H, POCH,CH3), 3.87-3.96 (m, 1H, POCH,CH;), 4.02-4.15 (m, 2H,
POCH,CH;), 7.17 (ddd, J=8.4, 7.2, 1.0 Hz, 1H, CsH,: H4), 7.23-7.37 (m,
SH, C4Hs), 7.63 (ddd, J=8.6, 7.3, 1.4 Hz, 1H, CsHy: H5), 8.19 (dd, J= 8.5,
1.4 Hz, 1H, C¢Hy: H6), 8.73 (dd, J=8.5, 0.8 Hz, 1H, CsHy: H3), 10.16 (s,
1H, NH)

PC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.25 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CHj3), 16.44
(d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CHs), 25.46 (d, *Jc»=1.6 Hz, PCHCH,), 36.05 (d,
}Jep=15.2 Hz, PCHCH,CH,), 43.61 (d, 'Jcp=138.2 Hz, PCH), 62.00 (d,
*Jep=7.2 Hz, POCH,CHj3), 62.69 (d, *Jc=7.0 Hz, POCH,CH;), 122.21,
123.22, 125.71, 127.53 (d, Jep=3.1 Hz), 128.76 (d, Jep=2.4 Hz, 2C),
129.29 (d, Jop=6.6 Hz, 2C), 134.67, 135.18 (d, “Jcp=6.6 Hz), 135.92,
136.30, 171.12 (C=0)

C20H2sN>O6P (420.40)

Berechnet (%) C57.14 H 5.99 N 6.66
Gefunden (%) C 56.88 H 5.97 N 6.59
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Diethyl-(3-((2-hydroxyphenyl)amino)-3-oxopropyl)phosphonat 5a

~_ O OH

Hergestellt aus 0,24 g 1a (0,6 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

Ci3H2oNOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, farblose Kristalle
105 °C

3332 (N-H), 3154 (O-H), 2989 (C-H,y,), 1688 (C=0, AmidI),
1532 (Amid II), 1209 (P=0), 1029 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = 6 (ppm) 1.32 (t, J/=7.1 Hz, 6H, POCH,CH,), 2.21
(ddd, J=17.4, 8.4, 7.2 Hz, 2H, PCH,), 2.77-2.84 (m, 2H, PCH,CH,),
4.04-4.16 (m, 4H, POCH,CHs), 6.83 (dt, J=7.6, 1.3 Hz, 1H, arom.), 6.99
(dd, J=8.07, 1.1 Hz, 1H, arom.), 7.08 (dt, J/=7.7, 1.4 Hz, 1H, arom.), 7.30
(dd, J=7.9, 1.2 Hz, 1H, arom.), 9.21 (br. s, 1H, OH), 9.51 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.36 (d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CH3), 21.01
(d, 'Jep=143.6 Hz, PCH,), 29.28 (d, *Jcp=3.1 Hz, PCH,CH,), 62.43 (d,
*Jcp=6.6 Hz, POCH,CHj3), 118.92 (C¢H,: C3), 120.01 (CoH,: C6), 122.43
(C¢Hy: C5), 126.00 (CoHy: C1), 126.58 (CsHy: C4), 148.68 (CgHy: C2),
170.89 (d, *Jcp=14.7 Hz, C=0)

(301.28)

C51.83 H 6.69 N 4.65
C 52.08 H 6.90 N 4.40
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Diethyl-(4-((2-hydroxyphenyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonat 5b

(@] (@]
I
/\O/I?\/\)J\”/gj

O OH

Hergestellt aus 0,41 g 1b (1 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

C4H,NOsP

HPLC
Methode A

87 %, gelbliches Ol

3237 (br., N-H), 2984 (C-Hypn), 1656 (C=0, Amid I), 1528 (Amid IT),
1217 (P=0), 1053/1031 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 1.34 (t, J/=7.0 Hz, 6H, POCH,CH,), 1.88
(dt, /~=17.7, 6.8 Hz, 2H, PCH,), 2.08 (ddt, J=19.7, 12.9, 6.5 Hz, 2H,
PCH,CH,), 2.66 (t, J/=6.8 Hz, 2H, PCH,CH,CH,), 4.05-4.17 (m, 4H,
POCH,CHj,), 6.84 (dt, J/=7.8, 1.2 Hz, 1H, arom.), 7.00 (dd, /=8.1, 1.3 Hz,
1H, arom.), 7.07-7.12 (m, 1H, arom.), 7.17 (dd, J=8.0, 1.0 Hz, 1H,
arom.), 9.08 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.42 (d, *Jcp=6.1 Hz, POCH,CH3), 18.99
(d, %Jep=5.3 Hz, PCH,CH,), 23.82 (d, 'Jcp=140.3 Hz, PCH,), 36.15 (d,
}Jcp=9.8 Hz, PCH,CH,CH,), 62.07 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CH3), 118.89
(CeHy: C3), 120.08 (CoHy: C6), 122.26 (CsHy: C5), 125.99 (CeHy: C1),
126.53 (CeH,: C4), 148.53 (CHy: C2), 172.20 (C=0)

(315.30)

Retentionszeit: 13.04 min

AUC: 98.6 %
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Diethyl-(3-((2-hydroxyphenyl)amino)-3-oxo-1-phenylpropyl)phosphonat 6a

(@)
0 Q
/\O/F: H

~_O OH

Hergestellt aus 0,94 g 2a (2 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CoH24NOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

83 %, farblose Kristalle
157 °C

3282/3249 (N-H, O-H), 3085 (C-Hyom), 2983 (C-Huipn), 1659 (C=O0,
Amid I), 1558 (Amid II), 1225 (P=0), 1046/1019 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.01 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHj3), 1.31 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH,), 3.30-3.37 (m, 2H, PCHCH,), 3.53-3.62 (m,
1H, POCH,CHj5), 3.76-3.85 (m, 1H, POCH,CH3), 3.90 (ddd, J=21.6, 8.5,
6.8 Hz, 1H, PCH), 4.05-4.17 (m, 2H, POCH,CH3;), 6.70-6.74 (m, 2H,
arom.), 6.94 (dd, J=8.1, 1.2 Hz, 1H, arom.), 7.00-7.05 (m, 1H, arom.),
7.06 (dd, J=8.0, 1.4 Hz, 1H, arom.), 7.25-7.34 (m, 3H, arom.), 7.45-7.48
(m, 1H, arom.), 9.11 (br. s, 1H, OH), 9.75 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.08 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CH3), 16.34
(d, *Jep=6.0 Hz, POCH,CHj3), 36.92 (PCHCHS,), 40.10 (d, 'Jcp=140.4 Hz,
PCH), 62.42 (d, *Jop=7.4 Hz, POCH,CH;), 63.85 (d, *Jcp=7.3 Hz,
POCH,CHj), 119.25 (CeHy: C3), 119.78 (CeHy: C6), 122.33 (CeH,: C5),
126.03 (CgHy: C4), 126.62 (CeHy: C1), 127.86 (d, Jep=2.7 Hz), 128.76
(d, Jep=2.3 Hz, 2C), 129.15 (d, Jcp=6.5 Hz, 2C), 134.70 (d, Jcp=6.5 Hz),
148.85 (CsH,: C2), 169.87 (d, Jep=15.6 Hz, C=0)

(377.37)

C 60.47 H 6.41 N3.71
C 60.52 H 6.26 N 3.69
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Diethyl-(4-((2-hydroxyphenyl)amino)-4-oxo0-1-phenylbutyl)phosphonat 6b

9 (@]
o F N
\/O H

OH

Hergestellt aus 0,96 g 2b (2 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

CaoHa6NOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

88 %, farblose Kristalle
145 °C

3219/3123 (N-H, O-H), 3040 (C-Hyom), 2989 (C-Hupn), 1652 (C=O,
Amid I), 1545 (Amid II), 1244/1223 (P=0), 1027 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.07 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.17 (4,
J=7.1Hz, 3H, POCH,CH;), 2.18-2.32, 2.39-2.51 (2m, 4H,
PCHCH,CH,), 3.10 (ddd, J=22.0, 9.2, 5.2 Hz, 1H, PCH), 3.69-3.78 (m,
1H, POCH,CHj3;), 3.81-3.90 (m, 1H, POCH,CH3;), 3.90-3.99 (m, 2H,
POCH,CHj3), 6.74 (dt, J/=7.9, 1.3 Hz, 1H, arom.), 6.90 (dd, J/=8.1, 1.3 Hz,
1H, arom.), 6.96-7.01 (m, 1H, arom.), 7.16 (dd, J=8.0, 1.3 Hz, 1H,
arom.), 7.17-7.27 (m, 6H, arom.), 8.35 (s, 1H, NH), 9.12 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.23 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CH3), 16.33
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CHj3), 26.30 (d, *Jcp=1.3, PCHCH,), 34.46 (d,
}Jep=12.3 Hz, PCHCH,CH,), 43.29 (d, 'Jcp=137.8 Hz, PCH), 64.42 (d,
*Jep=6.9 Hz, POCH,CHj3), 62.84 (d, *Jcp=7.2 Hz, POCH,CHj;), 118.73
(CsHy: C3), 120.09 (CgHy: C6), 122.01 (CgHy: C5), 125.92 (CeHy: C4),
126.41 (CeH,: C1), 127.58 (d, Jop=1.8 Hz), 128.75 (d, Jop=1.7 Hz, 2C),
129.17 (d, Jep=6.6 Hz, 2C), 135.38 (d, Jp=6.9 Hz), 148.36 (C¢H,: C2),
172.03 (C=0)

(391.40)

C61.37 H6.70 N 3.58
C61.50 H 6.92 N 3.60
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Diethyl-(3-((2-aminophenyl)amino)-3-oxopropyl)phosphonat 7

~_O NH,

Hergestellt aus 0,26 g 3a (0,8 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

Ci3HyN,O4P

HPLC
Methode A

100 %, farblose Kristalle
106 °C

3446/3356/3265 (N-H), 2983 (C-Hyp), 1690 (C=0, AmidT), 1531
(Amid 1), 1205 (P=0), 1058/1031 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 1.32 (t, /=7.1 Hz, 6H, POCH,CHs), 2.19
(dt, J=17.5, 7.5 Hz, 2H, PCH,), 2.72 (dt, J/=16.8, 7.5 Hz, 2H, PCH,CH.,),
3.70 (br. s, 2H, NH,), 4.05-4.14 (m, 4H, POCH,CH3), 6.72-6.79 (m, 2H,
arom. H3,5), 7.03 (dt, J= 7.7, 1.2 Hz, 1H, arom. H4), 7.27 (dd, J=7.6,
1.7 Hz, 1H, arom. H6), 8.32 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.39 (d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CH3), 21.10
(d, 'Jep=142.9 Hz, PCH,), 29.46 (d, *Jcp=3.7 Hz, PCH,CH,), 62.09 (d,
*Jep=6.5 Hz, POCH,CH;), 117.44, 11881, 123.98, 125.41, 126.90,
140.80 (CeH,: C2), 169.90 (d, *Jcp=13.2 Hz, C=0)

(300.29)

Retentionszeit: 11.65 min

AUC: 95.1 %
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Diethyl-(3-((2-aminophenyl)amino)-3-o0x0-1-phenylpropyl)phosphonat 8a

(@)
0 Q
o F|) H

~_O NH,

Hergestellt aus 2,44 g 4a (6 mmol) nach AAV 2 und anschlieBender Umkristallisation aus

Ethylacetat/Diethylether.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

CioHysN,O4P

HPLC
Methode A

97 %, gelbliche Kristalle
147 °C

3381/3229 (N-H), 2989 (C-H,ipn), 1679 (C=0, Amid I), 1528 (Amid II),
1238 (P=0), 1049 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.02 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.31 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH), 3.09-3.20 (m, 2H, PCHCH,), 3.60-3.69 (m,
1H, POCH,CH3), 3.78-3.83 (m, 2H, PCH, POCH,CH;), 4.05-4.15 (m,
2H, POCH,CH3), 6.64-6.70 (m, 2H, CeH,: H3,5), 6.97 (dt, J=7.7, 1.3 Hz,
1H, CeHy: H4), 7.02 (dd, J=7.8, 0.9 Hz, 1H, CsH,: H6), 7.24-7.34 (m,
3H, CeHs), 7.42-7.47 (m, 2H, C¢Hs), 8.40 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.12 (d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CH3), 16.39
(d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CHj3), 37.40 (PCHCH,), 40.62 (d, 'Jcp=140.2 Hz,
PCH), 62.24 (d, *Jcp=7.3 Hz, POCH,CH;), 63.31 (d, *Jcp=6.9 Hz,
POCH,CH;), 117.28, 118.76, 123.74, 125.67, 127.00, 127.59 (d,
Jep=2.8 Hz), 128.69 (d, Jep=1.8 Hz, 2C), 129.31 (d, Jcp=6.5 Hz, 2C),
135.38 (d, Jep=6.4 Hz), 140.81 (CcH,: C2), 168.74 (d, *Jpc=16.4 Hz,
C=0)

(376.39)

Retentionszeit: 14.16 min

AUC: 954 %



151

Diethyl-(4-((2-aminophenyl)amino)-4-oxo-1-phenylbutyl)phosphonat 8b

0 o)
o h N
H NH
2

Hergestellt aus 0,42 g 4b (1 mmol) nach AAYV 2.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CyH»N,O4P

HPLC
Methode A

92 %, gelbliches Ol

3350/3252 (N-H), 3032 (C-Hayom), 2983 (C-Hyipn), 1665 (C=0, Amid I),
1535 (Amid IT), 1230 (P=0), 1052/1026 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.15 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.24 (t,
J=1.1Hz, 3H, POCH,CH;), 226239, 246257 (2m, 4H,
PCHCH,CH,), 3.20 (ddd, J=21.8, 9.2, 5.5 Hz, 1H, PCH), 3.77-3.87 (m,
1H, POCH,CH;), 3.89-3.96 (m, 1H, POCH,CHs), 3.96-4.06 (m, 2H,
POCH,CH3), 6.73-6.80 (m, 2H, CsH,: H3,5), 7.03 (dt, /=7.7, 1.1 Hz,
CeHy: H4), 7.19 (dd, /=82, 1.1 Hz, 1H, C¢Hy: H6), 7.25-7.35 (m, SH,
CeHs), 7.63 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.22 (d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH3), 16.32
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CHj3), 26.35 (d, *Jc»=2.5 Hz, PCHCH,), 34.44 (d,
3Jcp=12.4 Hz, PCHCH,CH,), 43.28 (d, 'Jc=137.4 Hz, PCH), 62.10 (d,
*Jep=7.1 Hz, POCH,CHj3), 62.54 (d, *Jc=6.9 Hz, POCH,CH;), 117.83,
119.19, 124.17, 124.99, 126.89, 127.38 (d, Jcp=2.8 Hz), 128.64 (d,
Jep=1.6 Hz, 2C), 129.17 (d, Jcp=6.8 Hz, 2C), 135.85 (d, Jcp=6.8 Hz),
140.51 (CgH,: C2), 170.71 (C=0)

(390.41)

Retentionszeit: 14.62 min

AUC: 94.5 %
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(4-((2-(Benzyloxy)phenyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonsdure 9

o

0] O [ J
|l
HO H

Hergestellt aus 0,61 g 1b (1,5 mmol) nach AAV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

Ci7H0NOsP

HPLC
Methode A

48 %, farblose Kristalle
97 °C

3412/3309 (N-H), 3032 (C-Hyom), 2936 (C-Hajpn), 1652 (C=0, Amid T),
1532 (Amid II), 1256 (P=0), 1016/1001 (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.30 (t, J/=7.1 Hz, 6H, POCH,CH,),
1.58-1.63, 1.75-1.85 (2m, 4H, PCH,CH,), 2.47 (t, J=7.2 Hz, 2H,
PCH,CH,CH,), 5.20 (s, 2H, OCH,Ph), 6.86-6.91 (m, 1H, arom.), 6.99—
7.03 (m, 2H, arom.), 7.30 (t, /=7.3 Hz, 1H, arom.), 7.39 (t, J/=7.6 Hz, 2H,
arom.), 7.50 (d, J/=7.4 Hz, 2H, arom.), 7.84 (d, J/=7.7 Hz, 1H, arom.), 9.09
(s, 1H, NH)

(125 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 19.26 (d, *Jcp=3.4 Hz, PCH,CH,),
27.01 (d, 'Jep=136.7 Hz, PCH,), 36.62 (d, *Jcp=16.3 Hz, PCH,CH,CH,),
69.44 (OCH,Ph), 112.81 (CsHy: C3), 120.33 (CsHy: C6), 122.89 (CsHa:
C5), 124.37 (CHy: C4), 127.17 (CsHs: C2, C6), 127.53 (CsHy: C),
127.59 (CgHs: C4), 128.30 (CsHs: C3, C5), 137.00 (CsHs: C1), 148.87
(CeHy: C2), 170.80 (C=0)

(349.32)

Retentionszeit: 10.99 min

AUC: 99.0 %
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(3-((2-(Benzyloxy)phenyl)amino)-3-o0xo0-1-phenylpropyl)phosphonséure 10

Hergestellt aus 0,47 g 2a (1 mmol) nach AAV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Cy,H;,NOsP

HPLC
Methode A

49 %, farblose Kristalle
110 °C

3409 (N-H), 3032 (C-Huom), 1671/1657 (C=0, Amid T), 1528 (Amid II),
1255 (P=0), 1006 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = 6 (ppm) 2.92 (ddd, J=12.9, 9.3, 3.1 Hz, 1H,
PCHCH,), 3.21 (ddd, J=15.6, 11.9, 7.0 Hz, 1H, PCHCH,), 3.37 (br. s,
OH), 3.47 (ddd, J=21.8, 11.6, 3.2 Hz, 1H, PCH), 5.12 (s, 2H, OCH,Ph),
6.77-6.82 (m, 2H, arom.), 6.93-7.00 (m, 2H, arom.), 7.15 (dt, J=7.0,
1.0 Hz, 1H, arom.), 7.21 (t, J=7.5 Hz, 2H, arom.), 7.29-7.35 (m, 3H,
arom.), 7.39 (t, J/=7.5 Hz, 2H, arom.), 7.46 (d, J=7.3 Hz, 2H, arom.), 7.62
(d, /=7.7 Hz, 1H, arom.), 9.17 (s, 1H, NH)

(125 MHz, DMSO-d)) = & (ppm) 36.46 (PCHCH,), 41.53 (d,
Jerp=134.8 Hz, PCH), 69.29 (OCH,Ph), 112.72 (C¢Hs: C3), 120.17
(CéHy: C6), 12278 (CsHy: C5), 12432 (CgHy C4), 126.05 (d,
Jep=1.7Hz), 127.16 (Benzyl: C2, C6), 127.31 (C¢Hy: Cl), 127.58
(Benzyl: C4), 127.62 (d, Jep=1.6 Hz, 2C), 128.23 (Benzyl: C3, C5),
128.98 (d, Jep=5.9Hz, 2C), 13699 (Benzyl: Cl), 137.62 (d,
Jer=6.5 Hz), 148.67 (CsHa: C2), 168.96 (d, *Jep=18.7 Hz, C=0)

(411.39)

Retentionszeit: 11.90 min

AUC: 96.9 %
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(3-((2-Nitrophenyl)amino)-3-oxopropyl)phosphonsdure 11a

Hergestellt aus 0,33 g 3a (1 mmol) nach AAV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC.NMR

C9H1 1N206P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

78 %, gelbe Kristalle
156 °C

3381 (N-H), 2936 (C-Hyp), 1689 (C=0, AmidI), 1511 (Amid II),
1282 (P=0), 1047/1012 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d¢) = 6 (ppm) 1-75-1.84 (m, 2H, PCH,), 2.50-2.55
(m, 2H, PCH,CH,, iiberlappend mit DMSO), 3.90 (br. s, OH), 7.36 (ddd,
J=8.4, 7.4, 1.3 Hz, 1H, arom. H4), 7.59 (dd, J=8.1, 1.2 Hz, 1H, arom.
H6), 7.70 (dt, J/=7.7, 1.4 Hz, 1H, arom. HS), 7.93 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1H,
arom. H3), 10.36 (s, 1H, NH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 23.07 (d, 'Jc»=138.5 Hz, PCH,), 29.80
(d, *Jcp=2.8 Hz, PCH,CH,), 124.73, 125.13, 125.30, 130.93, 133.76,
142.55 (CgH,: C2), 170.30 (d, *Jep=19.2 Hz, C=0)

(274.17)

C39.43 H 4.04 N 10.22
C39.17 H3.78 N9.99
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(4-((2-Nitrophenyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonsdure 11b

@] O [ ]
|
HO/I?\/\)J\N
HO H

NO,

Hergestellt aus 0,61 g 3b (1,8 mmol) nach AAV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

CIOHIB»I\IZOGP

HPLC
Methode A

88 %, gelbe Kristalle
131 °C

3325 (N-H), 1669 (C=O, AmidI), 1520 (AmidII), 1280 (P=0),
1028 (P-0)

(500 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 1.53-1.62, 1.73-1.84 (2m, 4H,
PCH,CH,), 2.44 (t, J=7.4 Hz, 2H, PCH,CH,CH,), 5.72 (br. s, OH), 7.36
(t, J=7.8 Hz, 1H, arom. H4), 7.59 (d, J=8.1 Hz, 1H, arom. H6), 7.69 (t,
J=1.7 Hz, 1H, arom. H5), 7.92 (d, J=8.2 Hz, 1H, arom. H3), 10.30 (s, 1H,
NH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 18.77 (d, “Jcp=3.8 Hz, PCH,CH,),
26.84 (d, 'Jcp=136.6 Hz, PCH,), 36.26 (d, *Jcp=15.7 Hz, PCH,CH,CH,),
124.70, 124.99, 125.13, 130.98, 133.74, 142.53 (C.H,: C2), 170.82
(C=0)

(288.19)

Retentionszeit: 8.83 min

AUC: 98.9 %
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(3-((2-Nitrophenyl)amino)-3-oxo-1-phenylpropyl)phosphonsiure 12a

(@)
0 J@
HO T N

HO NO,

Hergestellt aus 0,48 g 4a (1,2 mmol) nach AAV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

CisHisN2OgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

86 %, gelbe Kristalle
162 °C
3364 (N-H), 1708 (C=0, Amid I), 1277 (P=0), 1023/1006 (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 2.94 (ddd, J=15.6, 9.1, 3.8 Hz, 1H,
PCHCH,), 3.05 (ddd, J=15.6, 11.5, 7.5 Hz, 1H, PCHCH,), 3.43 (ddd,
J=21.9, 11.4, 3.8 Hz, 1H, PCH), 7.14-7.19 (m, J=8.3, 7.1, 0.9 Hz, 1H,
CsHy: H4), 7.23-7.32 (m, 15H, CsHs), 7.42 (dd, J=8.2, 1.0 Hz, 1H, CsHa:
H6), 7.61 (dt, J= 7.9, 1.4 Hz, 1H, CsHy: H5), 7.87 (dd, J=8.2, 1.3 Hz, 1H,
CsHy: H3), 10.28 (s, 1H, NH)

(125MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 3649 (PCHCH,), 4122 (d,
'Jep=134.7 Hz, PCH), 124.67, 125.02, 126.16 (d, Jcp=2.4 Hz), 127.71 (d,
Jep=2.0 Hz, 2C), 128.86 (d, Jc,=5.7 Hz, 2C), 130.77, 133.69, 137.32 (d,
Jer=6.6 Hz), 142.15 (CiHy C2), 169.07 (d, *Jpc=18.9 Hz, C=0)

(350.26)

C51.44 H4.32 N 8.00
Cs51.17 H 4.28 N 7.87
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(4-((2-Nitrophenyl)amino)-4-oxo-1-phenylbutyl)phosphonséure 12b

P
HO™ | N
HO I

NO,

Hergestellt aus 0,42 g 4b (1 mmol) nach AAYV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

C16H17I\1206P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

82 %, gelbe Kristalle
150 °C

3389/3356 (N-H), 2931 (C-Hypn), 1702 (C=0, Amid I), 1278 (P=0),
1001 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 1.97-2.08, 2.15-2.25, 2.30-2.40 (3m,
4H, PCHCH,CH.), 2.91 (ddd, J=21.9, 11.2, 4.1 Hz, 1H, PCH), 7.19-7.24
(m, 2H, CeH,: H4), 7.27-7.37 (m, 5H, C¢Hs), 7.50 (dd, J=8.1, 1.1 Hz,
CeHy: H6), 7.66 (dt, J=7.8, 1.4 Hz, 1H, CsHy: H5), 7.90 (dd, J=8.2,
1.4 Hz, 1H, CeHy: H3), 10.17 (s, 1H, NH)

(125MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 25.46 (PCHCH,), 33.93 (d,
}Jer=14.8 Hz, PCHCH,CH,), 44.40 (d, 'Jo;=133.8 Hz, PCH), 124.65,
124.96, 125.12, 126.18 (d, Jep=2.3 Hz), 127.98 (d, Jep=1.3 Hz, 2C),
129.04 (d, Jop=6.2 Hz, 2C), 130.89, 133.67, 137.99 (d, Jop=6.5 Hz),
142.57 (CgH,: C2), 170.64 (C=0)

(364.29)

C52.75 H4.70 N 7.69
C 5247 H 4.66 N 7.51
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(3-((2-Hydroxyphenyl)amino)-3-oxopropyl)phosphonséure 13a

Hergestellt aus 0,18 g 5a (0,6 mmol) nach AAV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

CoH,NOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

82 %, farblose Kristalle
135°C

3394 (N-H), 3233 (br., O-H), 1664 (C=0, AmidI), 1541 (Amid II),
1197 (P=0), 1003 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 1.78-1.83, 2.53-2.61 (2m, 4H,
PCH,CH,), 6.75 (t, J=7.3 Hz, 1H, arom.), 6.84 (d, J=7.8 Hz, 1H, arom.),
6.95 (t, J=7.4 Hz, 1H, arom.), 7.60 (d, J=7.7 Hz, 1H, arom.), 9.36 (s, 1H,
NH), 9.64 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 23.37 (d, 'Jcp=138.6 Hz, PCH,), 29.64
(d, Jep=2.7Hz, PCH,CH,), 115.81 (C¢Hy: C3), 118.77 (CeHy: C6),
123.00 (CsH: C5), 124.87 (CsHa: C4), 125.91 (CgHy: C1), 148.37 (CsHa:
C2), 170.67 (d, *Jep=17.2 Hz, C=0)

(245.17)

C44.09 H 4.93 N5.71
C 44.09 H 4.86 N 5.54
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(4-((2-Hydroxyphenyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonsdure 13b

O O
11
HO/FI,\/\)LN/@
HO H

OH

Hergestellt aus 0,24 g 9 (0,7 mmol) nach AAYV 2.

Ausbeute 77 %, gelbliche Kristalle
Schmelzpunkt 136°C
IR ¥ (cm™) 3404 (N-H), 3180 (O-H), 2973 (C-Huipn), 1647 (C=O, AmidI),

1539 (Amid IT), 1198 (P=0), 1230/1219 (P=0), 1024 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) = o (ppm) 1.51-1.60, 1.73-1.84 (2m, 4H,
PCH,CH,), 2.47 (t, J/=7.3 Hz, 2H, PCH,CH,CH,), 6.73-6.78 (m, 1H,
arom.), 6.85 (dd, J=7.9, 0.9 Hz, 1H, arom.), 6.94 (dt, /=7.7, 0.7 Hz, 1H,
arom.), 7.68 (d, /=7.6 Hz, 1H, arom.), 9.25 (s, 1H, NH)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 19.27 (d, *Jcp=3.7 Hz, PCH,CH,),
26.95 (d, 'Jep=136.4 Hz, PCH,), 36.44 (d, *Jcp=16.4 Hz, PCH,CH,CH,),
115.77 (CgHy: C3), 118.84 (CsHy: €6), 122.28 (CeHy: C5), 124.54 (CeHy:
C4), 126.19 (CH,: Cl), 147.80 (C¢Hy: C2), 17130 (C=0)

CoH,NOSP (259.20)

Berechnet (%) C46.34 H5.44 N 5.40
Gefunden (%) C46.44 H5.33 N 5.33
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(3-((2-Hydroxyphenyl)amino)-3-oxo-1-phenylpropyl)phosphonsdure 14a

(@)
0 Q
o F N

HO OH

Hergestellt aus 0,38 g 6a (1 mmol) nach AAV 3.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Cy5sHsNOsP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

51 %, farblose Kristalle
180 °C

3399 (N-H), 1614 (C=0, AmidI), 1547 (Amid II), 1211/1198 (P=0),
1018 (P-0)

(500 MHz, DMSO-dg) = 6 (ppm) 2.94 (ddd, J=14.9, 9.8, 3.9 Hz, 1H,
PCHCH,), 3.13 (ddd, J=15.3, 10.6, 8.9 Hz, 1H, PCHCH,), 3.48 (ddd,
J=21.8, 11.0, 3.9 Hz, 1H, PCH), 3.50 (br. s, OH), 6.67 (t, J=7.6 Hz, 1H,
arom.), 6.78 (d, /=7.9 Hz, 1H, arom.), 6.89 (t, /=7.4 Hz, 1H, arom.), 7.16
(t, J=7.2 Hz, 1H, arom.), 7.25 (t, J/=7.6 Hz, 2H, arom.), 7.32 (d, J=7.5 Hz,
2H, arom.), 7.44 (d, J/=7.8 Hz, 1H, arom.), 9.33 (s, 1H, NH), 9.57 (br. s,
1H, OH)

(125MHz, DMSO-d)) = & (ppm) 36.45 (PCHCH,), 4155 (d,
'Jep=134.8 Hz, PCH), 115.77 (CgH.: C3), 118.70 (CsHy: C6), 122.50
(CsHy: C5), 12472 (CeHy: C4), 12590 (CeHs: Cl), 126.11 (d,
Jep=2.2 Hz), 127.68 (d, Jop=1.4 Hz, 2C), 128.99 (d, Jcp=5.6 Hz, 2C),
137.69 (d, Jop=6.5 Hz), 147.99 (CsHy: C2), 169.48 (d, *Jep=17.7 Hz,
C=0)

(321.27)

C 56.08 H5.02 N 4.36
C56.27 H 4.90 N 4.35
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(4-((2-Hydroxyphenyl)amino)-4-oxo-1-phenylbutyl)phosphonséure 14b

P
HO™ | N
HO H

OH

Hergestellt aus 0,39 g 6b (1 mmol) nach AAV 3. Es wurde kein kristallines Produkt erhalten.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

C¢HsNOsP

HPLC
Methode A

88 %, farbloser Schaum

3393 (N-H), 1645 (C=O, AmidI), 1538 (AmidI), 1198 (P=0),
1236/1195 (P=0), 993 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 2.00-2.12, 2.20-2.30, 2.30-2.40 (3m, 4H,
PCHCH,CH,), 2.91 (ddd, J=21.9, 11.2, 3.8 Hz, 1H, PCH), 3.52 (br.s,
OH), 6.74 (t, J=7.2 Hz, 1H, arom.), 6.83 (dd, /=7.9, 1.0 Hz, 1H, arom.),
6.93 (t, J/=7.6 Hz, 1H, arom.), 7.18-7.35 (m, 5H, arom.), 7.59 (d,
J=7.5 Hz, 1H, arom.), 9.16 (s, 1H, NH), 9.64 (br. s, I|H, OH)

(125 MHz, CDCL;) = § (ppm) 25.92 (PCHCH,), 34.09 (d, *Jc,=14.8 Hz,
PCHCH,CH,), 44.58 (d, 'Jer=133.6 Hz, PCH), 115.88 (CsHy C3),
118.83 (CsH,: C6), 122.47 (CsHy: C5), 124.63 (CsHy: C4), 126.13 (CgHy:
Cl), 126.14 (d, Jep=2.8 Hz), 127.94 (d, Jcp=1.2 Hz, 2C), 129.06 (d,
Jep=6.4Hz, 2C), 137.99 (d, Jor=6.4 Hz), 147.92 (C¢Hy: C2), 171.24
(C=0)

(325.29)

Retentionszeit: 8.71 min

AUC: 92.2 %
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(3-((2-Nitrophenyl)amino)-3-oxopropyl)phosphonsdure 15a

Hergestellt aus 0,21 g 11a (0,8 mmol) nach AAYV 2. Das Produkt kristallisierte bereits wahrend der

Umsetzung aus und wurde durch anschlieBende heifle Filtration vom Katalysator abgetrennt. Beim

Einengen der methanolischen Losung kristallisierte das Produkt aus.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC.NMR

C9H 1 3N204P

HPLC
Methode B

38 %, gelbliche Kristalle
>300 °C

3224 (N-H), 1627 (C=O, AmidI), 1574 (AmidI), 1220 (P=0),
1064 (P-0)

(500 MHz, D,0) = & (ppm) 2.05 (dt, J=12.9, 6.4 Hz, 2H, PCH,), 3.27 (dt,
J=11.9, 8.2 Hz, 2H, PCH,CH,), 7.44 (dd, J=6.2, 3.1, 2H, arom.), 7.63
(dd, J=6.1, 3.2 Hz, 2H, arom.)

Zur Herstellung einer ausreichend konzentrierten Losung fiir C-NMR-

Spektroskopie ist die Loslichkeit von 15a zu gering.
(244.18)

Retentionszeit: 1.84 min

AUC: 99.3 %
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(4-((2-Aminophenyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonsiure 15b

O O [ ]
11
HO H

NH,

Hergestellt aus 0,23 g 11b (0,8 mmol) nach AAV 2 und anschlieBender Umkristallisation aus

Isopropanol/Ethylacetat.
Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CioHisN,O4P

HPLC
Methode B

82 %, gelbliche Kristalle
>300 °C

3738/3678 (N-H), 3448 (O-H), 2934 (C-Hipn), 1655 (C=0, Amid ),
1542 (Amid IT)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 1.53-1.62, 1.74-1.85 (2m, 4H,
PCH,CH,), 2.40 (t, J/=7.3 Hz, 2H, PCH,CH,CH,), 5.10 (br. s, OH), 6.54
(dt, J/=7.5, 1.2 Hz, 1H, arom. H5), 6.72 (dt, /=8.0, 1.1 Hz, 1H, arom. H3),
6.89 (dd, J=7.8, 1.3 Hz, 1H, arom. H4), 7.16 (dt, J/=7.8, 1.1 Hz, 1H,
arom. H6), 9.13 (s, 1H, NH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 19.29 (d, “Jcp=3.6 Hz, PCH,CH,),
27.01 (d, 'Jcp=136.5 Hz, PCH,), 36.26 (d, *Jc»=15.6 Hz, PCH,CH,CH,),
115.76, 116.04, 123.39, 125.11, 125.57, 141.69 (C.H,: C2), 170.62
(C=0)

(258.21)

Retentionszeit: 1.83 min

AUC: 99.9 %
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5.4 Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3

Diethyl-((2.4-difluorphenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 16a

Hergestellt aus 1,42 g 2,4-Difluorbenzaldehyd (10 mmol) und 1,52 g Diethylphosphit (11 mmol) nach

AAYV 4.
Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

CIIH15F204P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, farblose Kristalle
55°C
3268 (O-H), 2992 (C-Hyjipn ), 1208 (P=0), 1051/1024 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.24 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.31 (t,
J=1.1POCH,CH), 4.05-4.20 (m, 4H, POCH,CHj3), 4.77 (br. s, 1H, OH),
534 (d, *Jyp=10.7 Hz, 1H, PCH), 6.80 (dt, *Jy=9.5 Hz, *Jyyp=2.1 Hz,
1H, arom. H3), 6.93 (dt, *Jiy="Jus=8.5 Hz, *J;p=2.0 Hz, 1H, arom. H5),
7.68 (ddt, *Jyyy="J115=8.6 Hz, *Jy7=6.5 Hz, *Ji;p=2.2 Hz, 1H, arom. H6)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.33 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.36
(d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CHj;), 63.20 (d, *Jc»=7.3 Hz, POCH,CHj3), 63.38
(dd, 'Jep=164.5Hz, *Jep= 2.4Hz, PCH), 63.68 (d, *Jcp=7.2 Hz,
POCH,CHj3), 103.40 (dt, *Jo="Jcr=25.7 Hz, *Jcp=1.7 Hz, CH;F,: C3),
111.55 (dt, *Je= 21.2 Hz, *Joy="Jcp=3.0 Hz, C(H;F,: C5), 120.62 (dd,
Jor=137Hz, “Jep=3.1Hz, C¢HsF;: Cl), 130.02  (ddd,
Jor=Jer=9.2Hz, ‘Jcp=4.4Hz, CHsF,; C6), 159.77 (ddd,
'Jer=249.5 Hz, *Jcy=12.0 Hz, *J;=6.8 Hz, CH3F,: C2), 162.66 (ddd,
'Jcr=249.3 Hz, *Joy=11.9 Hz, *Jcp= 3.3 Hz, arom. C4)

(280.20)

C47.15 H 5.40
C47.25 H524
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Diethyl-((3.4-difluorphenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 16b

Hergestellt aus 7,10 g 3,4-Difluorbenzaldehyd (50 mmol) und 7,60 g Diethylphosphit (55 mmol) nach

AAV 4.
Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CiHsF,04P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

74 %, farblose Kristalle
67 °C
3233 (O-H), 2987 (C-Hajipn.), 1230/1200 (P=0), 1059/1027 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = § (ppm) 1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH), 1.29 (t,
J=1.1POCH,CH;), 4.02-4.16 (m, 4H, POCH,CH;), 4.99 (d,
*Jup=10.6 Hz, 1H, PCH), 7.10-7.23 (m, 2H, arom. H), 7.36 (tdd,
“Jur=11.4 Hz, *Jy=7.6 Hz, *Jyy="Jip=2.0 Hz, 1H, arom. H)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.39 (d, *Jc=5.6 Hz, POCH,CHs3), 16.40
(d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CHs;), 63.21 (d, *Jc»=7.6 Hz, POCH,CHj3), 63.68
(d, *Jcp=7.0 Hz, POCH,CHj3), 69.66 (d, 'Jcp=160.5 Hz, PCH), 116.15
(dd, *Jer=18.5Hz, ’Jey="Jcp=5.3Hz, CeHiF,: C2), 116.95 (dd,
Jer=174Hz, Jei="Jcp=19Hz, CHiF: C5), 123.08 (ddd,
Jer="Jcy=6.1 Hz, *J=3.9 Hz, C{H3F,: C6), 133.80 (m, C¢HsF,: C1),
150.00 (ddd, 'Je=248.4 Hz, *Jc=12.7 Hz, *Jop=3.5 Hz, C;HsF,: C3),
150.20 (ddd, 'J;=248.2 Hz, *Jc=12.7 Hz, *Jcp=2.9 Hz, CHsF,: C4)

(280.20)

C47.15 H 5.40
C47.07 H 5.64
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Diethyl-((3.4-dichlorphenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 16¢

Cl
Cl

Hergestellt aus 1,75 g 3,4-Dichlorbenzaldehyd (10 mmol) und 1.52 g Diethylphosphit (11 mmol) nach

AAV 4.
Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

CH,5CL,0,P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

89 %, farblose Kristalle
68 °C
3215 (O-H), 2981 (C-Hajipn ), 1223 (P=0), 1056/1020 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.27 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.30 (t,
J=1.0POCH,CH;), 4.054.15 (m, 4H, POCH,CH;), 4.99 (d,
*Jup=11.1 Hz, 1H, PCH), 7.31 (ddd, *Jiy4=8.3 Hz, “Jyy="Jur=2.1 Hz,
1H, arom. H), 7.43 (d, *Jyuy=8.3 Hz, 1H, arom. H), 7.61 (dd,
*Jiun="Jur=1.9 Hz, 1H, arom. H)

(125 MHz, CDCly) = & (ppm) 16.39 (d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CH3), 16.41
(d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CHj;), 63.28 (d, *Jcp=7.4 Hz, POCH,CHj3), 63.79
(d, *Jcp=7.0 Hz, POCH,CHj), 69.64 (d, 'Jc=159.6 Hz, PCH), 126.32 (d,
*Jer=5.0 Hz, C¢H;Cly: C6), 128.92 (d, *Jcp=5.5 Hz, C,H;Cl,: C2), 130.12
(d, *Jep=1.6 Hz, C¢H;Cly: C5), 131.94 (d, *Jcp=3.5 Hz, C,H;Cl,: C3),
132.43 (d, *Jcp=2.5 Hz, C¢H;Cl,: C4), 137.06 (CeH;Cly: C1)

(313.11)

C42.19 H 4.83
C42.00 H 4.98
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(phenyl)methoxy)acetat 17a

Hergestellt aus

\/O\9

o " Oono
b O

1,22 g  Diethyl-((phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (5 mmol) und 1,38 g

Bromessigsdurebenzylester (6 mmol) nach AAV S.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)
'"H-NMR

BC-NMR

CaoH2506P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

72 %, farbloses Ol

2986 (C-Hyipn), 1756 (C=0), 1284/1253 (P=0),1051/1027 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.20 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHs), 1.26 (t,
J=7.1 HzPOCH,CH,), 3.94-4.03 (m, 1H, POCH,CH;), 4.04-4.14 (m,
3H, POCH,CH,), 4.05 (d, J=16.5 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.27 (dd, J=16.5,
0.9 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.94 (d, °Jip=14.9 Hz, 1H, PCH), 5.15 (s, 2H,
OCH,Ph), 7.29-7.39 (m, 8H, arom.), 7.42—7.46 (m, 2H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.31 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CHj3), 16.40
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CHs), 63.14 (d, *Jc»=6.5 Hz, POCH,CHj3), 63.39
(d, *Jcp=6.7 Hz, POCH,CHj3), 66.41 (d, *Jcp=13.8 Hz, OCH,C=0), 66.62
(OCH,Ph), 7842 (d, 'Jep=167.9Hz, PCH), 128.36, 12837 (d,
3Jcp=2.9 Hz, 2C), 128.43, 128.47, 128.53 (d, *Jcp=1.9 Hz), 128.61 (2C),
128.78 (d, *Jcp=2.8 Hz, 2C), 133.57 (d, *Jcp=2.5 Hz), 135.30, 169.49
(C=0)

(392.38)

C61.22 H 6.42
C61.09 H 6.44
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(1-naphthyl)methoxy)acetat 17b

Hergestellt aus 2,80 g Diethyl-((naphthyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (9,5 mmol) und 2,62 g

Bromessigsdurebenzylester (11,4 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C14H»7,06P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

74 %, gelbes Ol
2983 (C-Hupn), 1756 (C=0), 1257 (P=0), 1052/1024 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = 6 (ppm) 1.04 (t, /=7.1 Hz, 3H, POCH,CH5), 1.24 (t,
J=7.1POCH,CH;), 3.75-3.85 (m, 1H, POCH,CHj3;), 3.95-4.05 (m, 2H,
POCH,CH;), 4.01 (d, J=17.0 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.08-4.18 (m, 1H,
POCH,CH;), 4.28 (dd, J=16.6, 1.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 5.13 (dd, J=17.8,
12.2 Hz, OCH,Ph) 5.82 (d, *Jip=16.1 Hz, 1H, PCH), 7.25-7.29 (m, 2H,
arom.), 7.30-7.34 (m, 3H, arom.), 7.46-7.53 (m, 3H, arom.), 7.79 (dd,
J=6.9, 2.7 Hz, 1H, arom.), 7.82-7.89 (m, 2H, arom.), 8.11 (d, J=7.8 Hz,

1H, arom.)

(125 MHz, CDCly) = & (ppm) 15.57 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CH3), 16.81
(d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CHj), 63.58 (d, *Jc»=6.6 Hz, POCH,CHj3), 63.87
(d, *Jcp=6.7 Hz, POCH,CHj3), 66.62 (d, *Jcp=14.1 Hz, OCH,C=0), 67.01
(OCH,Ph), 75.45 (d, 'Jep=1722Hz, PCH), 124.19, 125.76 (d,
Jep=3.3 Hz), 12621, 126.75, 127.42 (d, Jcp=5.8 Hz), 128.75 (20),
128.85, 128.99 (2C), 129.14, 129.74 (d, Jcp=2.6 Hz), 129.80 (d,
Jep=3.4 Hz), 132.18 (d, Jcp=5.4 Hz), 134.16 (d, Jcp=1.9 Hz), 135.61,
169.99 (C=0)

(442.44)

C65.15 H6.15
C 64.97 H 5.98
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(4-methoxyphenyl)methoxy)acetat 17¢

Hergestellt aus 1,22 g Diethyl-((4-methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (5 mmol) und 1,38 g

Bromessigsédurebenzylester (6 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

C21H2706P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

53 %, farbloses Ol
2983 (C-Hyipn), 1756 (C=0), 1253 (P=0), 1053/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.20 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.28 (t,
J=7.1 Hz, 3H,POCH,CH3), 3.81 (s, 3H, OCH;), 3.91-3.99 (m, 1H,
POCH,CHj;), 4.02 (d, J=16.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.04-4.17 (m, 3H,
POCH,CH;), 4.23 (dd, J=16.6, 1.0Hz, 1H, OCH,C=0), 4.89 (d,
*Jur=14.4 Hz, 1H, PCH), 5.15 (s, 2H, OCH,Ph), 6.89 (d, J=8.6 Hz, 2H,
arom.), 7.29-7.39 (m, 7H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.34 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CHs3), 16.44
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH3), 55.28 (OCH;), 63.05 (d, *Jcp=6.5 Hz,
POCH,CH;), 6332 (d, %Jep=7.0Hz, POCH,CH;), 6590 (d,
*Jep=14.3 Hz, OCH,C=0), 66.58 (OCH,Ph), 77.82 (d, 'Jcp=146.9 Hz,
PCH), 114.01 (d, “Jep=1.6 Hz, 2C), 125.19 (d, *Jcp=2.7 Hz), 128.36
(2C), 128.46, 128.60 (2C), 129.88 (d, *Jcp=6.0 Hz, 2C), 135.26, 160.04
(d, >Jep=2.7 Hz), 169.61 (C=0)

(422.41)

C59.71 H 6.44
C 59.65 H 6.50
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(p-tolyl)methoxy)acetat 17d

Hergestellt aus 1,22 g Diethyl-((p-tolyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (5 mmol) und 1,38 g

Bromessigsdurebenzylester (6 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute 40 %, farbloses Ol
IR ¥ (cm) 2982 (C-Hyipn), 1755 (C=0), 1256 (P=0), 1024 (P-O)
'H-NMR (500 MHz, CDCly) = & (ppm) 121 (¢, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.27 (t,

J=7.1 HzPOCH,CH5), 2.35 (d, J=1.5 Hz, 3H, CH;), 3.93-4.01 (m, 1H,
POCH,CHj3;), 4.03 (d, J=16.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.06-4.16 (m, 3H,
POCH,CH;), 4.25 (dd, J=16.6, 1.2Hz, 1H, OCH,C=0), 491 (d,
*Jur=14.8 Hz, 1H, PCH), 5.15 (s, 2H, OCH,Ph), 7.17 (d, J=7.9 Hz, 2H,
arom.), 7.29-7.37 (m, 7H, arom.)

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.33 (d, *Jcp=6.1 Hz, POCH,CHj3), 16.42
(d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CH3), 21.25 (CHs), 63.07 (d, *Jcp=6.7 Hz,
POCH,CH3), 63.33 (d, %Jep=7.1Hz, POCH,CH;), 66.09 (d,
*Jep=14.0 Hz, OCH,C=0), 66.57 (OCH,Ph), 78.11 (d, 'Jcp=168.8 Hz,
PCH), 128.35 (2C), 128.36, 128.43 (d, *Jcp=5.2 Hz, 2C), 128.59 (20),
129.27 (d, *Jcp=2.2 Hz, 2C), 130.28 (d, *Jcp=2.7 Hz), 135.27, 138.66 (d,
*Jep=3.4 Hz), 169.57 (C=0)

C21H2706P (406.41)

Berechnet (%) C62.06 H6.70
Gefunden (%) C61.97 H6.83
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(4-fluorphenyl)methoxy)acetat 17e

Hergestellt aus 2,62 g Diethyl-((4-fluorphenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (10 mmol) und 1,75 g

Bromessigsdurebenzylester (12 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CyHa4FOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

73 %, gelbliches Ol
2984 (C-Hyipn), 1756 (C=0), 1256/1224 (P=0), 1052/1027 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = § (ppm) 1.22 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH), 1.27 (t,
J=1.1POCH,CHs), 3.97-4.15 (m, 4H, POCH,CH3), 4.05 (d, J=16.8 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.27 (dd, J=16.6, 1.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.91 (d,
*Jup=14.5Hz, 1H, PCH), 5.15 (s, 2H, OCH,Ph), 7.05 (t,
= Ju=8.6 Hz, 2H, C.H,F: H3, H5), 7.29-7.33 (m, 5H, C¢Hs), 7.42
(ddd, *Jy=8.4 Hz, *Jy;=5.3 Hz, “Jyp=2.1 Hz, 2H, C,H,F: H2, H6)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.33 (d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CH3), 16.41
(d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CHj), 63.16 (d, *Jp=6.9 Hz, POCH,CHj3), 63.44
(d, *Jcp=7.0 Hz, POCH,CHj3), 66.37 (d, *Jcp=13.5 Hz, OCH,C=0), 66.70
(OCH,Ph), 77.60 (d, 'Jcp=169.2 Hz, PCH), 115.56 (dd, *Jcs=21.6 Hz,
“Jep=2.0 Hz, CsH,F: C3, C5), 128.41 (2C, CHs), 128.53 (CgHs), 128.62
(2C, CgHs), 129.40 (t, *Jep="Jcp= 2.7Hz, C¢H,F: Cl), 130.13 (dd,
*Jer=8.2 Hz, *Jcp=5.8 Hz, CH,F: C2, C6), 135.16 (C4¢Hs), 162.98 (dd,
'Je=247.6 Hz, *Jcp=3.4 Hz, CH,F: C4), 169.40 (C=0)

(410.37)

C 58.54 H5.89
C 58.65 H5.74
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(2.4-difluorphenyl)methoxy)acetat 17f

Hergestellt aus 1,40 g 16a (5 mmol) und 1,38 g Bromessigsdurebenzylester (6 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

CaoHa3F>0¢6P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

83 %, gelbes Ol
2984 (C-Hyipn), 1756 (C=0), 1257 (P=0), 1052/1025 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.22 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.30 (t,
J=1.1POCH,CH), 4.00-4.15 (m, 2H, POCH,CHj3), 4.08 (d, J=16.6 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.16-4.23 (m, 2H, POCH,CH;), 4.25 (dd, J=16.5,
0.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 5.16 (s, 2H, OCH,Ph), 5.23 (d, *J;»=14.6 Hz,
1H, PCH), 6.80 (dt, *J;,7=9.4 Hz, *J;p=1.9 Hz, 1H, C¢H5F,: H3), 6.93 (dt,
*Jun="Jur=8.5 Hz, *Jup=2.1 Hz, 1H, C¢H:F,: H5), 7.30-7.40 (m, 5H,
CeHs), 7.64 (ddt, *Jyy="Jur= 8.5 Hz, “Jyr=6.4 Hz, “Jy,=2.1 Hz, 1H,
CeH:F,: H6)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.29 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.40
(d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CHj), 63.27 (d, *Jc»=6.9 Hz, POCH,CHj3), 63.54
(d, *Jep=6.7 Hz, POCH,CHj), 66.78 (OCH,Ph), 66.90 (d, *Jcp=12.7 Hz,
OCH,C=0), 70.50 (dd, 'Jep=173.2 Hz, *J=1.0 Hz, PCH), 103.80 (dt,
Jer=Jep=25.6 Hz, “Jep=13Hz, CHiFy: C3), 112.12 (dt, *Jep=
21.5Hz, “Je="Jcp=2.8 Hz, CHsF,: C5), 117.16 (ddd, *Jc=13.8 Hz,
*Jep=3.4Hz, “Je=1.9 Hz, CHiF,: Cl), 128.42 (2C, CeHs), 128.53
(CsHs), 128.62 (2C, CeHs), 130.55 (ddd, *Je="Jcr=9.1 Hz, *Jcp=4.1 Hz,
C¢H3F,: C6), 135.12 (C¢Hs), 160.80 (ddd, 'Jc=250.6 Hz, *J-=12.1 Hz,
*Jep=1.0 Hz, C¢H3F,: C2), 163.07 (ddd, 'Je=250.6 Hz, *Jc=11.9 Hz,
*Jer= 2.9 Hz, C¢H5F,: C4), 169.16 (C=0)

(428.36)

C 56.08 H541
C 56.26 H5.37
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(3.4-difluorphenyl)methoxy)acetat 17g

Hergestellt aus 5,60 g 16b (20 mmol) und 5,50 g Benzylbromoacetat (24 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CaoH23F206P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

82 %, farbloses Ol
2984 (C-Hyipn), 1754 (C=0), 1282/1259 (P=0), 1052/1020 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.25 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.27 (t,
J=1.1POCH,CH), 4.03-4.17 (m, 4H, POCH,CH;), 4.08 (d, J=16.6 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.30 (dd, J=16.6, 1.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.87 (d,
2Jup=14.6 Hz, 1H, PCH), 5.16 (s, 2H, OCH,Ph), 7.11-7.18 (m, 2H,
CoHsF»), 7.27-7.37 (m, 6H, CeHs, CoH5F>)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.35 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CH3), 16.40
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH;), 63.29 (d, *Jc»=6.8 Hz, POCH,CHj3), 63.55
(d, *Jcp=7.1 Hz, POCH,CHj3), 66.69 (d, *Jcp=12.6 Hz, OCH,C=0), 66.80
(OCH,Ph), 77.24 (d, 'Jcp=168.7 Hz, PCH), 117.20 (dd, *Jc=18.2 Hz,
Jer=Jcp=53Hz, CgHsF;: (C2), 117.46 (dd, *Jey=17.3Hz,
Jer="Jep=1.7Hz, CeHiF,: C5), 12440 (ddd, ‘Jcp="Jc=6.1 Hz,
‘Jer=4.1 Hz, CgHsFy: C6), 128.44 (2C, CgHs), 128.59 (C¢Hs), 128.64
(2C, CeHs), 130.95 (m, CeHiF,: Cl), 135.07 (C¢Hs), 150.34 (ddd,
'Jer=249.0 Hz, *Jcy=12.3 Hz, *Jcp=2.5 Hz, CsHsF,: C4), 150.51 (ddd,
'Jer=249.6 Hz, *Joy=12.5 Hz, *Jcp=3.1 Hz, CHsF,: C3), 169.24 (C=0)

(428.36)

C 56.08 H5.41
C 55.93 H5.70
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Benzyl-2-((3.4-dichlorphenyl)(diethoxyphosphoryl)methoxy)acetat 17h

Cl

Hergestellt aus 1,57 g 16¢ (5 mmol) und 1,38 g Bromessigsdurebenzylester (6 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Cy0H,3CLOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

76%, gelbliches Ol
2984 (C-Hyipn), 1756 (C=0), 1255 (P=0), 1051/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCly) = 8 (ppm) 1.26 (t, J=6.9 Hz, 3H, POCH,CHj), 1.28 (t,
J=6.9POCH,CH;), 4.054.16 (m, 4H, POCH,CH;), 4.09 (d, J=17.1 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.31 (dd, J=16.6, 0.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.87 (d,
21 »=14.7 Hz, 1H, PCH), 5.16 (s, 2H, OCH,Ph), 7.26-7.38 (m, 6H, CsHs,
CoHiCL), 743 (d, J=83Hz, 1H, CeHiCly), 7.53 (i, J=1.9Hz 1H,
CsH,Cl)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.36 (d, *Jcp=>5.8 Hz, POCH,CH3), 16.39
(d, *Jcp=5.2 Hz, POCH,CHj), 63.37 (d, *Jcp=6.7 Hz, POCH,CHj3), 63.59
(d, *Jcp=6.8 Hz, POCH,CHj), 66.82 (OCH,Ph), 66.87 (d, *Jcp=11.9 Hz,
OCH,C=0), 77.22 (d, 'Jcp=167.8 Hz, PCH), 127.37 (d, *Jcp=5.5 Hz,
CeH,Cly: C6), 128.43 (CeHs, 2C), 128.59 (C¢Hs), 128.64 (C¢Hs, 2C),
129.92 (d, *Jcp=5.9 Hz, CsH;Cly: C2), 130.48 (d, *Jcp=2.0 Hz, C¢H;Cl:
C5), 132.74 (d, Jcp=2.7 Hz, C¢H;Cl,), 132.79 (d, Jcp=3.6 Hz, C¢H;Cl,),
134.32 (d, *Jcp=2.0 Hz, C¢H;Cly: C4), 135.04 (C¢Hs), 169.19 (C=0)

(461.27)

C 52.08 H 5.03
C51.91 H5.25
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Benzyl-2-(1-(diethoxyphosphoryl)-2.2.2-trifluoroethoxy)acetat 17i

Hergestellt aus 1,37 g Diethyl-(2,2,2-trifluor-1-hydroxyethyl)phosphonat (7,5 mmol) und 2,06 g

Bromessigsédurebenzylester (9 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

CisHaF306P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

63 %, gelbliches Ol
2987 (C-Hyipn), 1763 (C=0), 1256 (P=0), 1046/1024 (P-O)

(500 MHz, CDCLy) = & (ppm) 1.34 (t, J=7.0 Hz, 6H, POCH,CHj), 4.20—
4.32 (m, SH, POCH,CH; + PCH), 4.43 (d, J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0),
4.55 (d, J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 5.20 (s, 2H, OCH,Ph), 7.30-7.40

(m, 5H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.33 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CHj3), 63.90
(d, %Jcp=7.0 Hz, POCH,CHj3), 64.36 (d, *Jc=6.7 Hz, POCH,CHj3), 66.96
(OCH,Ph), 6930 (d, ‘*Jep=5.5Hz, OCH,C=0), 74.53 (dq,
Jep=162.6 Hz, °Jc;=322Hz, PCH), 122.86 (qd, 'Jcy=282.5Hz,
2Jcp=5.8 128.55 (2C), 128.63, 128.66 (2C), 135.00, 168.32 (C=0)

(384.28)

C 46.88 H5.25
C 46.86 H5.10
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Ethyl-2-(2-(benzyloxy)-2-oxoethoxy)-2-(diethoxyphosphoryl)acetat 17j

Hergestellt aus

\/gjﬁ o\)ok o
3 OICL s

1,92 g Ethyl-2-(diethoxyphosphoryl)-2-hydroxyacetat (8 mmol) und 2,20g

Bromessigsdurebenzylester (12 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C17H2508P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

40 %, gelbliches Ol
2985 (C-Huipn), 1749 (C=0), 1216 (P=0), 1025 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 1.31 (t, J=7.1 Hz, 3H, COOCH,CH;), 1.33
(t, J=7.0 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.34 (t, /=7.1 HZPOCH,CH), 4.18-4.34
(m, 7H, COOCH,CH; + POCH,CH; + OCH,C=0), 4.47 (dd, J=16.8,
1.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.63 (d, *J;;;=18.0 Hz, 1H, PCH), 5.18 (s, 2H,
OCH,Ph), 7.30-7.40 (m, 5H, arom.)

(125MHz, CDCl}) = & (ppm) 14.50 (COOCH,CH;), 16.75 (d,
*Jep=5.8 Hz, POCH,CHj3), 62.44 (COOCH,CHs), 64.25 (d, *Jcp=6.7 Hz,
POCH,CH;), 64.37 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CH;), 67.27 (OCH,Ph),
68.44 (d, *Jcp=10.9 Hz, OCH,C=0), 76.56 (d, 'Jcp=155.5 Hz, PCH),
128.91 (2C), 128.98, 129.05 (2C), 135.47, 167.04 (C=0), 169.56 (C=0)

(388.35)

C52.58 H 6.49
C 5247 H 6.58
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Benzyl-2-(1-(diethoxyphosphoryl)-2.2-dimethylpropoxy)acetat 17k

TG

Hergestellt aus 4,48 g Diethyl-(1-hydroxy-2,2-dimethylpropyl)-phosphonat (20 mmol) und 5,50 g
Bromessigsidurebenzylester (24 mmol) nach AAV 5. Das Reaktionsprodukt konnte trotz mehrfacher
chromatographischer Reinigung nicht analysenrein bzw. in mindestens 90 %iger HPLC-Reinheit

erhalten werden.

Ausbeute 16 %, gelbes Ol
IR ¥ (cm™) 2977 (C-Huipn), 1755 (C=0), 1252 (P=0), 1027 (P-O)
'H-NMR (500 MHz, CDCL) = & (ppm) 1.12 (s, 9H, C(CHs)y), 1.31 (¢, J=7.1 Hz,

3H, POCH,CH;), 1.33 (t, J=7.1 HZPOCH,CH;), 4.08-4.17 (m, 2H,
POCH,CH3), 4.16-4.23 (m, 2H, POCH,CH;), 4.66 (d, J=16.0 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.75 (d, J=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.84 (d, 2J;;»=10.1 Hz,
1H, PCH), 5.15 (dd, J=19.6, 12.2 Hz, 2H, OCH,Ph), 7.32-7.39 (m, 5H,

arom.)

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.33 (d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CHj3), 16.49
(d, *Jep=5.5 Hz, POCH,CHj), 26.56 (d, *Jcp=5.9 Hz, C(CH;);), 34.65 (d,
*Jep=2.8 Hz, C(CHs)3), 62.39 (d, *Jcp=6.4 Hz, POCH,CHj3), 63.10 (d,
*Jep=1.3 Hz, POCH,CH3), 63.72 (OCH,C=0), 67.28 (OCH,Ph), 80.44
(d, 'Jep=162.6 Hz, PCH), 128.46 (2C), 128.64, 128.66 (2C), 134.85,
167.05 (C=0)

CisH2006P (372.39)
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2-((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methoxy)essigsidure 18a

Hergestellt aus 8,70 g 18a (22 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C13H19O6P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

75 %, farblose Kristalle
102 °C
2910 (C-Haiipn ), 1741 (C=0), 1198 (P=0), 1030 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.24 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH5), 1.28 (t,
J=7.1POCH,CH3), 4.00-4.17 (m, 4H, POCH,CH3), 4.04 (d, J=16.6 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.32 (dd, J=16.7, 1.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.86 (d,
*Jup=15.4 Hz, 1H, PCH), 7.33-7.45 (m, 5H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.29 (d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CH3), 16.32
(d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CHj;), 63.70 (d, *Jcp=7.1 Hz, POCH,CHj3), 63.96
(d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CHj3), 67.45 (d, *Jcp=13.5 Hz, OCH,C=0), 78.96
(d, 'Jep=168.5Hz, PCH), 127.99 (d, *Jcp=5.7 Hz, 2C), 128.65 (d,
*Jep=2.2 Hz, 2C), 128.99 (d, *Jcp=2.9 Hz), 133.17 (d, *Jcp=2.6 Hz),
171.41 (C=0)

(302.26)

C51.66 H6.34
C51.73 H 6.08
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2-((Diethoxyphosphoryl)(1-naphthyl)methoxy)-essigsdure 18b

Hergestellt aus 1,50 g 17b (3,4 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ci7H,,06P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

88 %, farblose Kristalle
136 °C
2982/2911 (C-Hajipn), 1753/1740 (C=0), 1200 (P=0), 1027 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.08 (t, J=7.0 Hz, 3H, POCH,CHj3), 1.18 (t,
J=7.0POCH,CH;), 3.84-3.94 (m, 1H, POCH,CH3;), 3.99-4.15 (m, 3H,
POCH,CH;), 4.02 (d, J=16.8 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.28 (d, J=16.5 Hz,
1H, OCH,C=0), 5.78 (d, *Jip=16.0 Hz, 1H, PCH), 7.25 (br. s, 1H, OH),
7.46-7.54 (m, 3H, arom.), 7.77 (dd, J=6.9, 2.6 Hz, 1H, arom.), 7.84—7.90
(m, 2H, arom.), 8.11 (d, J=8.0 Hz, 1H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.15 (d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH3), 16.25
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CHs), 63.75 (d, *Jc»=6.9 Hz, POCH,CHj3), 63.99
(d, *Jcp=6.9 Hz, POCH,CHj3), 67.08 (d, *Jcp=13.8 Hz, OCH,C=0), 75.50
(d, 'Jep=168.5Hz, PCH), 123.61, 12536 (d, Jcp=3.0 Hz), 125.91,
126.43, 126.63 (d, Jep=6.3 Hz), 128.79, 129.06 (d, Jcp=2.7 Hz), 129.55
(d, Jep=3.1 Hz), 131.49 (d, Jcp=4.6 Hz), 133.73 (d, Jcp=1.8 Hz), 171.67
(C=0)

(352.32)

C57.95 H 6.01
C57.90 H 6.29
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2-((Diethoxyphosphoryl)(4-methoxyphenyl)methoxy)essigsidure 18¢

Hergestellt aus 6,46 g 17¢ (15 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC.NMR

Ci4H,,0,P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

85 %, farblose Kristalle
86 °C
2911 (C-Haiipn ), 1754/1738 (C=0), 1253 (P=0), 1056/1024 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.24 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.29 (t,
J=7.1POCH,CH;), 3.82 (s, 3H, OCH;), 4.01 (d, J=16.7Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.02-4.16 (m, 4H, POCH,CH;), 4.26 (dd, J=16.7, 1.5 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.81 (d, J;1,=14.9 Hz, 1H, PCH), 6.07 (br. s., 1H. OH),
6.92 (d, J=8.6 Hz, 2H, arom.), 7.35 (dd, J=8.7, 2.0 Hz, 2H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.33 (d, *Jcp=>5.4 Hz, POCH,CHj3), 16.36
(d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CH3), 55.32 (OCH;), 63.60 (d, *Jcp=7.1 Hz,
POCH,CH;), 63.93 (d, °*Jcp=6.7Hz, POCH,CH;), 67.20 (d,
*Jep=13.7 Hz, OCH,C=0), 78.51 (d, 'Jcp=171.1 Hz, PCH), 114.16 (d,
*Jep=1.6 Hz, 2C), 124.72 (d, *Jcp=2.5 Hz), 129.44 (d,’Jcp=5.8 Hz, 2C)
160.23 (d, *Jcp=2.7 Hz), 171.30 (C=0)

(332.29)

C 50.60 H 6.37
C 50.40 H 6.52
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2-((DiethoxyphosphoryD)(p-tolyl)methoxy)essigsdure 18d

Hergestellt aus 6,36 g 17d (16 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

Ci4H, 0P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

98 %, farblose Kristalle
77 °C
2984 (C-Haiipn ), 1740 (C=0), 1201 (P=0), 1024 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.25 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHj5), 1.28 (t,
J=7.0POCH,CH,), 2.36 (s, J=0.9 Hz, 3H, CH,;), 4.01 (d, J=16.7 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.03-4.19 (m, 4H, POCH,CHj3), 4.27 (dd, J=16.7, 1.2 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.85 (d, *Jup=15.3 Hz, 1H, PCH), 7.19 (d, J=7.9 Hz,
2H, arom.), 7.31 (dd, J/=7.9, 1.6 Hz, 2H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.30 (d, *Jcp=5.2 Hz, POCH,CH3), 16.34
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH;), 21.26 (CHs), 63.67 (d, *Jcp=7.1 Hz,
POCH,CH3), 63.95 (d, %Jep=6.6Hz, POCH,CH;), 6727 (d,
*Jep=13.8 Hz, OCH,C=0), 78.76 (d, 'Jc»=169.6 Hz, PCH), 127.95 (d,
*Jep=5.7 Hz, 2C), 129.41 (d, *Jcp=2.1 Hz, 2C), 129.85 (d, *Jcp=3.0 Hz),
138.99 (d, *Jcp=2.8 Hz), 171.53 (C=0)

(316.29)

C53.16 H 6.69
C52.95 H6.78
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2-((Diethoxyphosphoryl)(4-fluorphenyl)methoxy)essigsdure 18e

Hergestellt aus 2,80 g 17e (6,8 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Ci3HisFOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, farbloses Ol

3271 (br, O-H), 2986 (C-Huim), 1738 (C=0), 1226 (P=0),
1051/1032 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.25 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.28 (t,
J=1.1POCH,CH;), 4.02 (d, J=16.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.05-4.17 (m,
4H, POCH,CHj3), 4.27 (dd, J=16.7, 1.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.91 (d,
*Jup=15.1Hz, 1H, PCH), 6.75 (br.s, 1H, OH), 7.08 (t,
*Jun="Jur=8.6 Hz, 2H, arom. H3, HS5), 7.42 (ddd, °J;;=8.7 Hz,
*Jur=5.2 Hz, “Jip=2.1 Hz, 2H, arom. H2, H6)

(125 MHz, CDCly) = & (ppm) 16.29 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.31
(d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CHj), 63.79 (d, *Jc»=7.0 Hz, POCH,CHj3), 63.92
(d, *Jcp=6.8 Hz, POCH,CHj3), 66.74 (d, *Jcp=13.6 Hz, OCH,C=0), 77.67
(d, 'Jcp=170.0 Hz, PCH), 115.68 (dd, *Jc=21.9 Hz, *Jcp=1.7 Hz, C;H,F:
C3, C5), 129.06 (t, “Jep="Jer= 2.7Hz, CH,F: Cl), 129.96 (dd,
*Jer=8.1 Hz, *Jcp=6.1 Hz, CHF: C2, C6), 163.07 (dd, 'Jo=248.0 Hz,
*Jep=3.2 Hz, CgH,F: C4), 171.65 (C=0)

(320.25)

C48.76 H5.67
C 48.88 H 5.56
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2-((Diethoxyphosphory])(2.4-difluorphenyl)methoxy)essigsdure 18f

Hergestellt aus 0,43 g 17f (1 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ci3H7F206P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

96 %, farblose Kristalle
88 °C
2913 (C-Haiipn), 1736 (C=0), 1201 (P=0), 1027 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.31 (t,
J=7.1POCH,CH;), 4.06 (d, J=16.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.10-4.25 (m,
4H, POCH,CHj3), 4.27 (dd, J=16.5, 1.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 5.19 (d,
*Jup=15.0 Hz, 1H, PCH), 6.31 (br.s, 1H, OH), 6.84 (dt, *J;;+=9.3 Hz,
*Jur=1.8 Hz, 1H, arom. H3), 6.96 (dt, *Jyy="i=8.3 Hz, *Jiyp=2.0 Hz,
1H, arom. H5), 7.61 (ddt, *Jiy =" i =8.5 Hz, *Ji»=6.4 Hz, *J;;p=2.1 Hz,
1H, arom. H6)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.26 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CH3), 16.27
(d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CHj;), 63.92 (d, *Jc»=7.0 Hz, POCH,CHj3), 64.03
(d, *Jcp=7.0 Hz, POCH,CHj3), 67.33 (d, *Jcp=12.8 Hz, OCH,C=0), 70.87
(d, 'Jep=174.0 Hz, PCH), 103.80 (dt, *Jey="Jcr=25.6 Hz, *Jcp=2.5 Hz,
CeH3Fy: C3), 112.12 (dt, *Je= 21.4 Hz, *Jc="Jcp=2.9 Hz, C¢H;F,: C5),
117.16 (d, *Jer=12.3 Hz, C¢H3F,: C1), 130.55 (ddd, *Je="Jcr=9.9 Hz,
*Jep=3.9 Hz, C¢HsF,: C6), 160.72 (ddd, 'Je=250.7 Hz, *Jc=12.0 Hz,
*Jep=7.0 Hz, C¢HsF,: C2), 163.18 (ddd, 'Je=251.2 Hz, *Jc=12.2 Hz,
*Jep=3.4 Hz, arom. C4), 171.44 (C=0)

(338.24)

C46.16 H5.07
C46.27 H5.04
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2-((Diethoxyphosphoryl)(3.4-difluorphenyl)methoxy)essigsdure 18g

Hergestellt aus 3,50 g 17g (8,2 mmol) nach AAYV 6.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Ci3Hi7E>206P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, farblose Kristalle
65 °C
2988/2934 (C-Hujipn), 1754 (C=0), 1200 (P=0), 1035 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = é (ppm) 1.28 (t, J/=7.1 Hz, 3H, POCH,CHs), 1.29 (t,
J=7.0POCH,CH5), 4.04 (d, J=16.7 Hz, 1H, OCH,C=0) 4.09—4.21 (m,
4H, POCH,CH;), 4.30 (dd, J=16.7, 1.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.94 (d,
*Jup=15.1 Hz, 1H, PCH), 7.14-7.23 (m, 2H, arom. H), 7.28-7.34 (m, 1H,
arom. H), 8.12 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.30 (d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CH3), 63.87
(d, *Jcp=7.1 Hz, POCH,CHj;), 64.09 (d, *Jc»=6.8 Hz, POCH,CHj3), 67.01
(d, *Jep=13.0 Hz, OCH,C=0), 77.27 (d, 'Jcp=169.4 Hz, PCH), 117.04
(dd, *Je=18.4Hz, ’Joy=Jcp=53Hz, CeHiF,: C2), 117.46 (dd,
*Jer=17.4 Hz, *Je7="Jcp=2.0 Hz, C;H;F,: C5), 124.26 (m, C¢HsF,: C6),
133.60 (m, CgHsF,: Cl), 150.42 (ddd, 'Joy=247.8 Hz, *Jc=11.7 Hz,
*Jep=2.8 Hz, C¢HsF,: C4), 150.60 (ddd, 'Jcr=249.3 Hz, *Jc=11.9 Hz,
*Jer=3.2 Hz, C¢H3F,: C3), 171.44 (C=0)

(338.24)

C46.16 H 5.07
C46.42 H5.19
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2-((3.4-Dichlorphenyl)(diethoxyphosphoryl)methoxy)essigsdure 18h

Cl
Cl

Hergestellt aus 5,54 g 17h (12 mmol) nach AAYV 6.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ci3H,CLOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100%, farbloses Ol
2985 (C-Hyipn), 1740 (C=0), 1200 (P=0), 1029 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = 6 (ppm) 1.28 (t, J/=7.1 Hz, 3H, POCH,CH5), 1.30 (t,
J=7.1POCH,CH3), 4.05 (d, J=16.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.10-4.21 (m,
4H, POCH,CHj;), 4.32 (dd, J=16.7, 1.4 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.92 (d,
*Jup=15.3 Hz, 1H, PCH), 7.08 (br. s, 1H, OH), 7.29 (dt, J/=8.4, 1.9 Hz,
1H, arom.), 7.46 (d, /=8.2 Hz, 1H, arom.), 7.54 (t, J=1.9 Hz, 1H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.29 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.32
(d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CHj), 63.94 (d, *Jcp=7.1 Hz, POCH,CHj3), 64.17
(d, *Jcp=7.0 Hz, POCH,CHj3), 67.12 (d, *Jcp=12.6 Hz, OCH,C=0), 77.21
(d, 'Jep=168.5 Hz, PCH), 127.24 (d, *Jcp=5.5 Hz, C¢H;Cly: C6), 129.80
(d, *Jep=5.6 Hz, C¢H;Cly: C2), 130.58 (d, *Jcp=2.4 Hz, C,H;Cl,: C5),
132.86 (d, Jcp=2.7 Hz), 133.00 (d, Jcp=3.6 Hz), 133.98 (d, Jcp=2.6 Hz,
C¢H,Cly: C4), 171.52 (C=0)

(371.15)

C42.07 H4.62
C42.34 H4.41
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2-(1-(Diethoxyphosphoryl)-2.2.2-trifluorethoxy)essigsdure 18i

Hergestellt aus 1,65 g 17i (4,3 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

CsH 4F506P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

99 %, farbloses Ol
2990 (C-Haiipn ), 1747 (C=0), 1269 (P=0), 1026 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.38 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.39 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHs), 4.24-4.37 (m, 6H, POCH,CH; + OCH,C=0
+ PCH), 4.61 (dd, J=16.6, 1.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 5.33 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.22 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CH3), 16.25
(d, *Jep=5.5 Hz, POCH,CH3) 64.48 (d, “Jcp=7.2 Hz, POCH,CH;), 65.46
(d, *Jcp=6.8 Hz, POCH,CHj3), 70.48 (d, *Jcp=6.7 Hz, OCH,C=0), 75.16
(dq, 'Jep=167.0 Hz, *Jc=32.9 Hz, PCH), 122.86 (qd, 'Jc=282.6 Hz,
*Jep=6.1, 170.48 (C=0)

(384.28)

C 32.66 H 4.80
C 3293 H4.78
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2-(1-(Diethoxyphosphoryl)-2-ethoxy-2-oxoethoxy)essigsdure 18j

Hergestellt aus 0,97 g 17j (2,5 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CIOHIQOSP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, farbloses Ol
2987 (C-Huipn), 1746 (C=0), 1245 (P=0), 1026 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = § (ppm) 1.33 (t, J=7.1 Hz, 3H, COOCH,CHs), 1.36
(t, J=7.1 Hz, 6H, POCH,CH;), 4.17-4.36 (m, 7H, COOCH,CH; +
POCH,CH; + OCH,C=0), 4.42 (dd, J=16.8, 1.2 Hz, 1H, OCH,C=0),
4.64 (d, *Jip=18.8 Hz, 1H, PCH), 7.14 (br. s, 1H, OH)

(125MHz, CDCl}) = & (ppm) 14.07 (COOCH,CH;), 1631 (d,
*Jep=6.1 Hz, POCH,CHj3), 62.41 (COOCH,CHj3), 64.24 (d, *Jc»=6.9 Hz,
POCH,CH;), 64.62 (d, %Jcp=6.5Hz, POCH,CH;), 69.06 (d,
*Jep=10.8 Hz, OCH,C=0), 76.47 (d, 'Jcp=156.9 Hz, PCH), 166.78
(C=0), 170.98 (C=0)

(298.23)

C 40.27 H 6.42
C 40.54 H 6.30
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2-(1-(Diethoxyphosphoryl)-2.2-dimethylpropoxy)essigsdure 18k

Hergestellt aus 1,95 g 17k (4,3 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute 51 %, farblose Kristalle

Schmelzpunkt 116 °C

IR ¥ (cm™) 2981 (C-Haiipn ), 1754 (C=0), 1231 (P=0), 1024 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) = 8 (ppm) 1.07 (s, 9H, C(CHs)3), 1.37 (t, J=7.1 Hz,

6H, POCH,CH), 3.34 (d, 2Jup=10.5 Hz, 1H, PCH), 4.08 (d, J=15.9 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.16-4.30 (m, 4H, POCH,CHs), 4.59 (dd, J=16.0,
2.91 Hz, 1H, OCH,C=0)

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.36 (d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CHj3), 16.43
(d, *Jep=5.8 Hz, POCH,CHj), 26.67 (d, *Jcp=6.5 Hz, C(CH;);), 35.80 (d,
*Jep=6.5 Hz, C(CHs)3), 62.93 (d, *Jop=7.5 Hz, POCH,CHj3), 64.00 (d,
*Jep=1.0 Hz, POCH,CHs), 74.75 (d, *Jcp=6.3 Hz, OCH,C=0), 88.92 (d,
'Jep=160.7 Hz, PCH), 171.13 (C=0)

C11HpO4P (282.27)

Berechnet (%) C 46.81 H8.21
Gefunden (%) C46.89 H&8.10
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Benzyl-2-((diethoxyphosphoryl)(phenyl)methoxy)acetat 19a

)d

o~
P; EOQLH,O

Hergestellt aus 1,81 g 18a (6 mmol) und 0,74 g O-Benzylhydroxylamin (6 mmol) nach AAV 7.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

C1oH6NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

93 %, farbloses Ol

3458 (br., N-H), 2984 (C-Hypn), 1690 (C=0), 1243/1217 (P=0),
1052/1025 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = 6 (ppm) 1.18 (t, J/=7.1 Hz, 3H, POCH,CHj),
1.22 (t, /=7.1POCH,CH5), 3.90-4.05 (m, 4H, POCH,CHj;), 3.91 (d, J
=15.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.22 (dd, J=15.8, 1.7 Hz, 1H, OCH,C=0),
450 (d, *Jyp=16.3Hz, 1H, PCH), 5.00 (dd, J=31.1, 11.1 Hz 2H,
OCH,Ph), 7.31-7.42 (m, 8H, arom.), 7.44-7.53 (m, 2H, arom.), 10.11 (s,
1H, NH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 16.34 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CHj3),
63.29 (d, *Jcp=7.2 Hz, POCH,CHj3), 63.77 (d, *Jcp=6.7 Hz, POCH,CHs),
69.64 (d, *Jep=14.1 Hz, OCH,C=0), 78.18 (OCH,Ph), 79.50 (d,
'Jep=169.6 Hz, PCH), 127.70 (d, *Jcp=5.6 Hz, 2C), 128.54 (2C), 128.68,
128.71 (d, “Jep=1.7 Hz, 2C), 129.09 (d, *Jep=3.2 Hz), 129.31 (2C),
133.00 (d, 2Jcp=1.8 Hz), 135.25, 166.04 (C=0)

(407.40)

C 58.96 H 6.43 N3.44
C 58.98 H 6.28 N3.27
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Diethyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)(4-methoxyphenyl)methyl)phosphonat 19b

Hergestellt aus 2,43 g 18¢ (7,3 mmol) und 0,90 g O-Benzylhydroxylamin (7,3 mmol) nach AAV 7.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

C21HsNO7P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

90 %, farbloses Ol
2983 (C-Hyipn), 1691 (C=0), 1251 (P=0), 1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.19 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH:), 1.23 (t,
J=1.1POCH,CH), 3.82 (s, 3H, OCH), 3.87-4.04 (m, 4H, POCH,CHj,),
3.89 (d, J=15.8 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.18 (dd, J=15.9, 1.40 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.43 (d, *Jyp=15.7 Hz, 1H, PCH), 4.99 (dd, J=31.0, 11.1 Hz,
2H, OCH,Ph), 6.90 (d, J/=8.6 Hz, 2H, arom.), 7.23-7.26 (m, 1H, arom.),
7.31-7.43 (m, 4H, arom.), 7.46 (d, J=6.7 Hz, 2H, arom.), 10.04 (s, 1H,
NH)

(125 MHz, CDCl;) = § (ppm) 16.35 (POCH,CH3), 16.39 (POCH,CHs),
5531 (OCH;), 63.19 (d, *Jcp=7.3 Hz, POCH,CH;), 63.68 (d,
*Jep=6.6 Hz, POCH,CHj3), 69.20 (d, *Jcp=14.2 78.18 (OCH,Ph), 78.95
(d, 'Jep=171.8 Hz, PCH), 114.15 (d, “Jcp=1.4 Hz, 2C), 124.69 (d,
*Jep=2.1 Hz), 128.53 (2C), 128.71, 129.23 (d, *Jc»=6.0 Hz, 2C), 129.30
(20), 135.23, 160.25 (d, *Jcp=2.6 Hz), 166.15 (C=0)

(437.42)

C 56.60 H6.41 N 3.30
C56.39 H 6.38 N3.12
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Diethyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)(p-tolyl)methyl)phosphonat 19¢

Hergestellt aus 3,01 g 18d (9,5 mmol) und 1,17 g O-Benzylhydroxylamin (9,5 mmol) nach AAV 7.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C21H2sNOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, farbloses Ol
3185 (N-H), 2982 (C-Huipn), 1688 (C=0), 1243 (P=0), 1024 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = 6 (ppm) 1.20 (t, /=7.1 Hz, 3H, POCH,CH5), 1.23 (t,
J=7.1POCH,CH»), 2.36 (d, /=1.5 Hz, 3H, CH;), 3.89 (d, J=15.8 Hz, 1H,
OCH,C=0), 3.89-4.06 (m, 4H, POCH,CH3;), 4.20 (dd, J=15.8, 1.8 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.45 (d, *Jyp=16.1 Hz, 1H, PCH), 4.99 (dd, J=31.4,
11.1 Hz, 2H, OCH,Ph), 7.15-7.23 (m, 4H, arom.), 7.34-7.42 (m, 3H,
arom.), 7.46 (d, /=6.8 Hz, 2H, arom.), 10.09 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = § (ppm) 16.33 (POCH,CH,), 16.38 (POCH,CHs),
21.26 (CH3), 63.23 (d, *Jcp=7.2 Hz, POCH,CHj3), 63.71 (d, *Jcp=6.5 Hz,
POCH,CH;), 69.44 (d, °‘Jop=14.178.17 (OCH,Ph), 79.32 (d,
'Jcp=170.4 Hz, PCH), 127.70 (d, *Jc»=5.7 Hz, 2C), 128.52 (2C), 128.70,
129.31 (2C), 129.41 (d,"Jcp=1.8 Hz, 2C), 129.83 (d, *Jcp=1.7 Hz),
135.25, 139.06 (d, *Jcp=2.8 Hz), 166.12 (C=0)

(421.42)

C 59.85 H6.70 N 3.32
C 59.64 H 6.68 N 3.38
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Diethyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxvy)(2.4-difluorphenyl)methyl)phosphonat 19d

Hergestellt aus 3,38 g 18f (10 mmol) und 1,23 g O-Benzylhydroxylamin (10 mmol) nach AAV 7.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC.NMR

CyoHasFo:NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, gelbliches Ol
3196 (N-H), 2985 (C-Hyiy), 1694 (C=0), 1247 (P=0), 1049/1030 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.22 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.26 (t,
J=1.1POCH,CH), 3.90 (d, J=15.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 3.95-4.10 (m,
4H, POCH,CH3), 4.18 (dd, J=15.7, 1.3 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.85 (d,
*Jup=16.2 Hz, 1H, PCH), 4.99 (dd, /=27.6, 11.1 Hz, 2H, OCH,Ph), 6.84
(dt, *Jur=9.3Hz, °Jup=19Hz, 1H, C¢H:F,: H3), 6.94 (dt,
*Jur=Jur=8.3 Hz, *Jyp=2.0 Hz, 1H, C¢H:F,: HS5), 7.34-7.42 (m, 3H,
CeHs), 7.43-7.50 (m, 3H, C¢Hs, CoHsF,: H6), 10.19 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.29 (d, *Jcp=5.1 Hz, POCH,CHj3), 16.33
(d, *Jcp=4.9 Hz, POCH,CHj;), 63.50 (d, *Jcp=7.1 Hz, POCH,CHj3), 63.92
(d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CHj3), 69.84 (d, *Jcp=13.6 Hz, OCH,C=0), 71.74
(dd, 'Jep=174.8 Hz, *J.=1.0 Hz, PCH), 78.16 (OCH,Ph), 103.93 (dt,
Jer=Jer=25.1Hz, “Jep=12Hz, CHsF,: C3), 11222 (dt, *Jes=
244 Hz, *Jei="Jcp=2.7Hz, C¢HiFy: C5), 117.16 (d, *Jc=14.4 Hz,
CeHiF,: C1), 128.53 (2C, CgHs), 128.70 (CeHs), 129.30 (2C, CcHs),
130.55 (ddd, *Jer="Jcr=8.8 Hz, *Jcp=3.9Hz, C.H;F,: C6), 13520
(CeHs), 160.81 (ddd, 'Jey=250.5 Hz, *Jcy=12.0 Hz, *Jcp=6.9 Hz, CsH;F:
C2), 163.26 (ddd, 'Jc=251.3 Hz, *Jc=11.9 Hz, °Jcp= 3.0 Hz, CsH;F:
C4), 165.63 (C=0)

(443.38)

C54.18 H 5.46 N3.16
C54.16 H5.54 N 3.07



193

Diethyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)(3.4-difluorphenyl)methyl)phosphonat 19e

Hergestellt aus 5,21 g 18g (15 mmol) und 1,90 g O-Benzylhydroxylamin (15 mmol) nach AAV 7.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

CyH,4F2.NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

94 %, farbloses Ol

3189 (N-H), 2985 O(C-Hypn), 1694/1689 (C=0), 1286/1242 (P=0),
1051/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.23 (t, J=7.3 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.24 (t,
J=7.3POCH,CH), 3.89 (d, J=15.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 3.96-4.10 (m,
4H, POCH,CH,), 4.24 (dd, J=15.7, 0.9 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.44 (d,
2Jp=16.3 Hz, 1H, PCH), 5.00 (dd, J=34.4, 11.2 Hz, 2H, OCH,Ph), 6.99—
7.03 (m, 1H, Ce¢Hs), 7.13-7.22 (m, 2H, CeHsF,), 7.35-7.43 (m, 3H,
CoHs), 7.43-7.50 (m, 2H, C¢Hs, CsH5F»), 10.10 (s, 1H, NH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.35 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CHj3), 16.38
(d, *Jcp=5.0 Hz, POCH,CHj), 63.48 (d, *Jcp=7.1 Hz, POCH,CHj3), 63.99
(d, *Jcp=6.7 Hz, POCH,CHj3), 69.80 (d, *Jcp=13.7 Hz, OCH,C=0), 78.16
(OCH,Ph), 78.34 (d, 'Jep=171.3 Hz, PCH), 116.62 (dd, “Jc;=18.4 Hz,
Jer=Jepy=49Hz, CgHiF;: C2), 117.59 (dd, *Jey=17.4Hz,
Jer="Jep=12Hz, CeHiFy: C5), 12450 (ddd, ‘Jcp="Jcy=6.2 Hz,
‘Jer=3.5 Hz, CgHsFy: C6), 128.54 (2C, Cg¢Hs), 128.76 (C¢Hs), 129.32
(2C, CgHs), 130.30 (m, CeHiF,: Cl), 135.19 (C¢Hs), 150.47 (ddd,
'Jer=248.6 Hz, *Jc=11.3 Hz, *Jcp=2.5 Hz, CsH3F,: C4), 150.68 (ddd,
'Jer=250.4 Hz, *Jc=12.1 Hz, *Jcp=3.2 Hz, C;H;F,: C3), 165.60 (C=0)

(443.38)

C54.18 H5.46 N3.16
C 5435 H5.35 N3.18
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonat 20a

)O/

o~
P; EOQLN,O

Hergestellt aus 1,21 g 18a (4 mmol) und 0,55 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (4 mmol) nach
AAV 7.

Ausbeute 98 %, farblose Kristalle

Schmelzpunkt 61 °C

IR ¥ (cm™) 2980/2932 (C-Hyjipn ), 1685 (C=0), 1256 (P=0), 1019 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) = 6 (ppm) 1.11 (t, J/=7.1 Hz, 3H, POCH,CH),

1.18 (t, J=7.1POCH,CH;), 3.12 (s, 3H, NCH;) 3.83-3.92 (m, 1H,
POCH,CH;), 3.92-3.99 (m, 1H, POCH,CHj;), 3.99-4.06 (m, 2H,
POCH,CHj3), 4.08 (d, J=15.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.24 (d, J=15.7 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.76 (dd, J=28.3, 10.1 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.95 (d,
*Jur=14.3 Hz, 1H, PCH), 7.13-7.22 (m, 2H, arom.), 7.23-7.30 (m, 2H,
arom.), 7.30-7.43 (m, 8H, arom.)

PC-NMR (125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 16.03 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CH),
16.15 (d, *Jcp=5.6Hz, POCH,CH;), 32.81 (NCH;), 62.11 (d,
2Jep=6.4 Hz, POCH,CH), 62.47 (d, *Jcp=6.8 Hz, POCH,CHj;), 66.08 (d,
*Jep=15.7 Hz, OCH,C=0), 75.22 (OCH,Ph), 77.05 (d, 'Jcp=164.8 Hz,
PCH), 128.06 (2C), 128.21 (d, *Jcp=4.8 Hz, 2C), 128.33 (3C), 128.70,
129.40 (3C), 134.24, 169.51 (C=0)

Cy1HysNOGP (421.42)

Berechnet (%) C 59.85 H 6.70 N 3.32
Gefunden (%) C 59.78 H 6.46 N3.16
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(1-naphthyl)methyl)phosphonat 20b

Hergestellt aus 1,14 g 18b (2,5 mmol) nach AAV 7.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C14H»7,06P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

97 %, gelbliches Ol
2982 (C-Hyipn), 1675 (C=0), 1254 (P=0), 1049/1030 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.04 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHj3), 1.26 (t,
J=7.1POCH,CH,), 3.14 (s, 3H, NCH;), 3.78-3.82 (m, 1H, POCH,CHs),
3.92 (d, J=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 3.97-4.06 (m, 1H, POCH,CHs),
4.12-4.22 (m, 2H, POCH,CH;), 4.29 (dd, J=16.2, 0.7Hz, I1H,
OCH,C=0), 4.52 (dd, J=54.8, 10.6 Hz, OCH,Ph), 5.85 (d, *J;p=16.2 Hz,
1H, PCH), 6.98-7.05 (m, 2H, arom.), 7.09-7.17 (m, 3H, arom.), 7.47—
7.55 (m, 3H, arom.), 7.79 (dd, J=6.8, 2.5 Hz, 1H, arom.), 7.83-7.90 (m,
2H, arom.), 8.16 (d, /=8.0 Hz, 1H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.16 (d, *Jc»=6.0 Hz, POCH,CH3), 16.43
(d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CH3), 33.43 (NCH;), 63.04 (d, *Jcp=6.6 Hz,
POCH,CH;), 63.41 (d, %Jep=6.9Hz, POCH,CH;), 6586 (d,
Jep=142 Hz, OCH,C=0), 74.57 (d, 'Jcp=170.7Hz, PCH), 76.16
(OCH,Ph), 124.06, 125.38 (d, Jep=3.3 Hz), 125.75, 126.22, 127.08 (d,
Jep=4.9 Hz), 128.50 (2C), 128.63, 128.97, 129.16 (d, Jcp=3.1 Hz),
129.23 (2C), 129.76 (d, Jep=2.7 Hz), 131.98 (d, Jop=5.4 Hz), 133.77 (d,
Jep=3.9 Hz), 133.79, 171.12 (C=0)

(471.48)

C 63.69 H 6.41 N2.97
C 63.47 H 6.59 N 2.98
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(4-methoxyphenyl)methyl)phosphonat 20¢

Hergestellt aus 1,69 g 18¢ (5,1 mmol) und 0,70 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (5,1 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

C22H3)NO7P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, farbloses Ol
2981 (C-Hyipp), 1678 (C=0), 1251 (P=0), 1052/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 1.21 (t, J/=7.1 Hz, 3H, POCH,CH5), 1.30 (t,
J=7.1POCH,CH,), 3.17 (s, 3H, NCH5), 3.82 (s, 3H, OCH;), 3.94-4.03
(m, 1H, POCH,CHs), 4.03 (d, /=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.05-4.13 (m,
IH, POCH,CH;), 4.17 (q, J=7.1Hz, 2H, POCH,CH;), 4.31 (d,
J=16.0 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.68 (dd, J=39.7, 10.5 Hz, 2H, OCH,Ph),
4.95 (d, *Jyp=14.4 Hz, 1H, PCH), 6.90 (d, J=8.6 Hz, 2H, arom.), 7.17—
7.24 (m, 2H, arom.), 7.29-7.35 (m, 3H, arom.), 7.38 (dd, J=8.7, 2.0 Hz,
2H, arom.)

(125 MHz, CDCls) = § (ppm) 16.35 (d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CHs), 16.47
(d, *Jep=5.8 Hz, POCH,CHs), 33.46 (NCH;), 55.29 (OCH;), 62.96 (d,
2Je.p=6.6 Hz, POCH,CH), 63.25 (d, Jc»=6.9 Hz, POCH,CH}), 65.63 (d,
3Jep=12.8 76.41 (OCH,Ph), 77.29 (d, "Jcp=169.5 Hz, PCH), 113.96 (d,
“Jep=1.5 Hz, 2C), 125.63 (d, %Jcp=2.1 Hz), 128.70 (2C), 129.12, 129.30
(2C), 130.00 (d, *Jep=6.2 Hz, 2C), 133.98, 159.94 (d, Je,=2.5 Hz),
171.17 (C=0)

(451.45)

C 58.53 H6.70 N3.10
C58.75 H 6.55 N3.14
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(p-tolyl)methyl)phosphonat 20d

Hergestellt aus 1,61 g 18d (5,1 mmol) und 0,70 g N-Methyl-O-Benzylhydroxylamin (5,1 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ca2H3NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

95 %, farbloses Ol
2981 (C-Hyipn), 1680 (C=0), 1255 (P=0), 1026 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.22 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.29 (t,
J=1.1POCH,CH), 2.36 (d, J=1.3 Hz, 3H, CH), 3.16 (s, 3H, NCH;),
3.96-4.04 (m, 1H, POCH,CH;), 4.05 (d, /=16.0 Hz, 1H, OCH,C=0),
4.07-4.13 (m, 1H, POCH,CHs), 4.16 (q, J=7.2 Hz, 2H, POCH,CH), 4.32
(d, J=16.0 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.67 (dd, J=44.7, 10.5 Hz, 2H, OCH,Ph),
4.96 (d, 2Jyp=14.8 Hz, 1H, PCH), 7.13-7.23 (m, 4H, arom.), 7.28-7.37

(m, 5H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.35 (d, *Jcp=>5.8 Hz, POCH,CH3), 16.46
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH;), 21.26 (CHs), 33.54 (NCH3), 62.98 (d,
*Jep=6.4 Hz, POCH,CHj3), 63.27 (d, *Jcp=6.9 Hz, POCH,CH;), 65.85 (d,
*Jep=13.276.42 (OCH,Ph), 77.67 (d, 'Jcp=167.7 Hz, PCH), 128.54 (d,
*Jep=6.0 Hz, 2C), 128.68 (2C), 129.10, 129.20 (d, *Jcp=1.7 Hz, 20),
129.31 (2C), 130.68 (d, *Jcp=2.6 Hz), 133.98, 138.42 (d, *Jcp=2.9 Hz),
171.06 (C=0)

(435.45)

C 60.68 H 6.94 N 3.22
C 60.44 H7.20 N 3.40



198

Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(4-fluorphenyl)methyl)phosphonat 20e

Hergestellt aus 1,60 g 18e (5 mmol) und 0,69 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (5 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C,1H7,FNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

85 %, gelbliches Ol
2983 (C-Huipn), 1682 (C=0), 1253/1224 (P=0), 1052/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.22 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH3), 1.28 (t,
J=7.1POCH,CH5), 3.18 (s, 3H, NCH3), 3.98-4.18 (m, 4H, POCH,CH;),
4.00 (d, J~159Hz, 1H, OCH,C=0), 4.32 (d, J=16.0Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.70 (dd, J=29.3, 10.5 Hz, OCH,Ph), 4.96 (d, *Jy=14.6 Hz,
1H, PCH), 7.06 (t, *Jun="Jur=8.6 Hz, 2H, C,H,F: H3, H5), 7.20-7.25
(m, 2H, C¢Hs), 7.29-7.34 (m, 3H, CeHs), 7.42 (ddd, *Juu=7.7 Hz,
*Jur=5.3 Hz, “J4p=2.0 Hz, 2H, CcH,F: H2, H6)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.34 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CH3), 16.43
(d, *Jep=6.1 Hz, POCH,CH3), 33.47 (NCH;), 63.07 (d, *Jcp=6.7 Hz,
POCH,CH;), 6336 (d, %Jep=6.7Hz, POCH,CH;), 66.10 (d,
*Jep=11.8 Hz, OCH,C=0), 67.33 (OCH,Ph), 77.16 (d, 'Jcp=168.3 Hz,
PCH), 115.46 (dd, *Jcy=21.4 Hz, *Jcp=1.8 Hz, CsH,F: C3, C5), 128.72
(2C, C¢Hs), 129.18 (CeHs), 129.31 (2C, C¢Hs), 129.79 (dd, *Jep="Jor=
2.4 Hz, CH,F: Cl), 130.22 (dd, *Jo=8.1 Hz, *Jcp=5.8 Hz, C(H,F: C2,
C6), 133.92 (C¢Hs), 162.92 (dd, 'Joy=247.2 Hz, *Jcp=3.3 Hz, C4H,F:
C4), 170.97 (C=0)

(439.41)

C57.40 H6.19 N3.19
C57.41 H6.16 N3.17
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(2.4-difluorphenyl)methyl)phosphonat 20f

Hergestellt aus 1,69 g 18f (5 mmol) und 0,69 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (5 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

93 %, farbloses Ol
2984 (C-Hyipn), 1682 (C=0), 1254 (P=0), 1052/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.23 (t, /=7.1 Hz, 3H, POCH,CH), 1.31 (t,
J=7.1POCH,CH;), 3.18 (s, 3H, NCH;), 4.02 (d, J=16.0 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.044.14 (m, 2H, POCH,CH;), 4.18-4.25 (m, 2H,
POCH,CH;), 4.27 (dd, J=16.0, 0.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.74 (dd, J=17.4,
10.7 Hz, 2H, OCH,Ph), 5.24 (d, *Jup=14.6 Hz, 1H, PCH), 6.81 (dt,
Jur=9.3 Hz, *Jyp=1.7 Hz, 1H, CcH5F,: H3), 6.93 (dt, *Jyy="Ju=38.4 Hz,
*Jup=2.2 Hz, 1H, CeHsF,: HS), 7.24-7.26 (m, 2H, C4Hs), 7.31-7.34 (m,
3H, CeHs) 7.62 (ddt, *Jyy="Ji=8.6 Hz, *Jy=6.7 Hz, *J;p=2.2 Hz, 1H,
CesH;F,: H6)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.31 (d, *Jc»=6.0 Hz, POCH,CH3), 16.42
(d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH3), 33.51 (NCH;), 63.18 (d, *Jcp=6.6 Hz,
POCH,CH;), 63.50 (d, %Jep=6.6Hz, POCH,CH;), 66.72 (d,
Jep=12.8 Hz, OCH,C=0), 70.25 (dd, 'Jep=172.2Hz, °Jc;=1.0 Hz,
PCH), 76.30 (OCH,Ph), 103.61 (dt, *Jer="Jcr=25.7 Hz, “Jcp=1.2 Hz,
CeH3Fy: C3), 111.87 (dt, Je=21.4 Hz, *Jc="Jcp=2.9 Hz, CsH3F,: C5),
117.16 (d, *Jor=15.6 Hz, CH,F,: C1), 128.72 (2C, CeHs), 129.19 (C4Hs),
129.36 (2C, C¢Hs), 130.55 (ddd, *Jer="Jcr=9.0 Hz, ’Jcp=4.1 Hz,
CeH3F,: C6), 133.96 (CeHs), 160.81 (ddd, 'Jc=250.5 Hz, *J-=11.8 Hz,
*Jep=6.9 Hz, C¢H3F,: C2), 162.95 (ddd, 'Je=250.1 Hz, *Jc=12.1 Hz,
*Jep=2.9 Hz, C¢H3F,: C4), 170.72 (C=0)
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C1HasFsNOGP (457.40)

Berechnet (%) C55.14 H5.73 N 3.06
Gefunden (%) C 55.00 H5.93 N 2.78
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(3.4-difluorphenyl)methyl)-phosphonat 20g

Hergestellt aus 4,90 g 18g (15 mmol) und 1,99 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (15 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

C1Hy6FoaNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

89 %, gelbliches Ol
2984 (C-Hyipn), 1682 (C=0), 1285/1253 (P=0), 1051/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.25 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.28 (t,
J=T.1POCH,CH;), 3.19 (s, 3H, NCH;), 3.96 (d, J=162Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.05-4.18 (m, 4H, POCH,CH;), 4.33 (dd, J=16.1, 1.0 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.72 (dd, J=10.8, 9.4 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.91 (d,
2Jup=14.7 Hz, 1H, PCH), 7.11-7.19 (m, 2H, C¢H;F,), 7.22-7.28 (m, 3H,
CeHs), 7.22-7.35 (m, 3H, CsHs, CoHsF)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.36 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CH3), 16.41
(d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,CH3), 33.45 (NCH;), 63.20 (d, *Jcp=6.9 Hz,
POCH,CH;), 63.46 (d, %Jop=6.4Hz, POCH,CH;), 6637 (d,
*Jep=14.1 Hz, OCH,C=0), 76.25 (OCH,Ph), 76.82 (d, 'Jcp=167.8 Hz,
PCH), 117.21 (dd, *Jcy=17.4 Hz, *Jc="Jcp=1.7 Hz, C{H3F,: C5), 117.29
(dd, *Jcr=18.0Hz, ‘Jey="Jcp=53Hz, C¢HsF,: C2), 124.50 (ddd,
*Jer="Jcy=6.1 Hz, *Jcy=3.6 Hz, CH;F,: C6), 128.73 (2C, C¢Hs), 129.21
(CeHs), 129.37 (2C, C¢Hs), 131.34 (m, CcHsF,: Cl), 133.91 (CgHs),
150.32 (ddd, 'Jcy=249.0 Hz, *Jc=15.1 Hz, *J:»=3.0 Hz, C¢HsF,: C3),
150.43 (ddd, 'Joy=248.9 Hz, *Jo=12.3 Hz, *J:p=2.7 Hz, C¢HsF,: C4),
170.90 (C=0)

(457.40)

C55.14 HS5.73 N 3.06
C 54.90 H5.66 N 3.08
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(3.4-dichlorphenyl)methyl)-phosphonat 20h

Cl
Cl

Hergestellt aus 0,74 g 18h (2 mmol) und 0,27 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (2 mmol) nach
AAV 7.

Ausbeute 92%, gelbliches Ol
IR ¥ (cm™) 2983 (C-Hupn), 1681 (C=0), 1253 (P=0), 1051/1029 (P-O)
'H-NMR (500 MHz, CDCly) = 8 (ppm) 1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.28 (t,

J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 3.19 (s, 3H, NCH;), 3.91 (d, J=16.3 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.07-4.18 (m, 4H, POCH,CH;), 4.32 (dd, J=16.2, 1.2 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.72 (dd, J=23.4, 10.9 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.91 (d,
2Jup=15.1 Hz, 1H, PCH), 7.21-7.33 (m, 6H, C¢Hs, CeH,Cly), 7.43 (d,
J=8.3 Hz, 1H, C4H,CL,), 7.48 (t, J=2.0 Hz, 1H, C4H,Cl,)

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.76 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CHj3), 16.81
(d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CH3), 33.77 (NCH;), 63.66 (d, *Jcp=6.5 Hz,
POCH,CH;), 63.93 (d, %Jep=7.0Hz, POCH,CH;), 66.82 (d,
*Jep=11.8 Hz, OCH,C=0), 76.56 (OCH,Ph), 77.12 (d, 'Jcp=166.9 Hz,
PCH), 127.93 (d, *Jep=5.4 Hz, C{H,Cly: C6), 129.11 (C¢Hs, 2C), 129.62
(CsHs), 129.81 (C¢Hs, 2C), 130.46 (d, *Jep=5.7 Hz, C;H,Cly: C2), 130.82
(d, Jep=2.5 Hz, C¢H,Cl,), 132.95 (d, Jep=3.6 Hz, C¢H,Cly), 133.02 (d,
Jep=2.6 Hz, CeH,Cly), 134.25 (CeHs), 135.08 (d, *Jep=1.8 Hz, CeH,Cl,:
C4), 171.26 (C=0)

C1HysCLNOGP (490.31)

Berechnet (%) C51.44 H5.34 N 2.86
Gefunden (%) C51.35 H 5.50 N 2.76



203

Diethyl-(1-(2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-2.,2.2-trifluorethyl)phosphonat 20i

Hergestellt aus 1,12 g 18i (3,8 mmol) und 0,52 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (3,8 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CiH23F3sNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

86 %, farbloses Ol
2986 (C-Huipn), 1682 (C=0), 1266 (P=0), 1048/1025 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.35 (t, J=7.1 Hz, 6H, POCH,CHs), 1.36 (t,
J=71.1 Hz, 6H, POCH,CH;), 3.21 (s, 3H, NCH;), 4.20-4.32 (m, 4H,
POCH,CHs3), 4.38 (dq, *Jup=12.6 Hz, *J;=7.8 Hz, 1H, PCH), 4.45 (d,
J=15.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.63 (d, J=15.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.83 (s,
2H, OCH,Ph), 7.33-7.45 (m, 5H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.35 (d, *Jcp=5.9 Hz, POCH,CHj3), 33.50
(NCH3), 63.83 (d, *Jcp=7.1 Hz, POCH,CH;), 64.16 (d, *Jcp=6.6 Hz,
POCH,CH;), 69.08 (d, ‘*Jcp=2.6Hz, OCH,C=0), 74.03 (dq,
'Jep=165.6 Hz, *Jc;=31.9 Hz, PCH), 76.54 (OCH,Ph), 122.86 (qd,
'Jer=282.5 Hz, “Jcp=6.2 Hz, 128.85 (2C), 129.28, 129.42 (2C), 133.98,
169.84 (C=0)

(413.33)

C46.49 H5.61 N 3.39
C46.20 H5.84 N 3.37



204

Ethyl-2-(2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-2-(diethoxyphosphoryl)acetat 20j

Hergestellt aus 0,66 g 18j (2,2 mmol) und 0,30 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (2,2 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC.NMR

CgHxsNOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

75 %, farbloses Ol

2984 (C-Hyipn), 1746 (C=O Ester), 1680 (C=O Hydroxamat), 1262
(P=0), 1025 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = § (ppm) 1.32 (t, J=7.1 Hz, 3H, COOCH,CH), 1.34
(t, J=6.8 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.35 (t, J=6.9 HzZPOCH,CH3), 3.19 (s, 3H,
NCH;), 4.17-4.36 (m, 7H, COOCH,CH; + POCH,CH; + OCH,C=0),
4.54 (d, J=17.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.67 (d, *J;1;=17.9 Hz, 1H, PCH),
4.81 (s, 2H, OCH,Ph), 7.33-7.43 (m, SH, arom.)

(125MHz, CDCl;) = & (ppm) 14.07 (COOCH,CH;), 16.32 (d,
*Jep=6.1 Hz, POCH,CHj;), 33.45 (NCHj3), 61.79 (COOCH,CH3), 63.65
(d, *Jcp=6.7 Hz, POCH,CH;), 63.78 (d, *Jc»=6.4 Hz, POCH,CHj3), 68.13
(d, *Jcp=10.7 Hz, OCH,C=0), 76.00 (d, 'Jcp=154.1 Hz, PCH), 67.40
(OCH,Ph), 128.76 (2C), 129.17, 129.37 (2C), 133.93, 166.90 (C=0,
Hydroxamat), 170.73 (C=0, Ester)

(417.39)

C51.80 H6.76 N 3.36
C52.03 H 6.48 N 3.38



205

Diethyl-(1-(2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-2.2-dimethylpropyl)phosphonat 20k

0% Q
P 0 o)
o QkN,

) |

Hergestellt aus 0,37 g 18k (1,3 mmol) und 0,17 g N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (1,3 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

C9H3,NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

86 %, farbloses Ol
2979 (C-Hyip), 1687 (C=0), 1240 (P=0), 1051/1023 (P-O)

(500 MHz, CDCL3) = & (ppm) 1.09 (s, 9H, C(CHs)s), 1.31 (t, J/=7.1 Hz,
3H, POCH,CH;), 1.32 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 3.20 (s, 3H,
NCHs), 3.32 (d, 2415=6.0 Hz, 1H, PCH), 4.10-4.23 (m, 4H, POCH,CH}),
424 (d, J=143Hz, 1H, OCH,C=0), 4.61 (d, J=147Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.85 (s, 2H, OCH,Ph), 7.33-7.42 (m, 5H, arom.)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.54 (d, *Jcp=>5.8 Hz, POCH,CH3), 26.89
(d, *Jcp=6.3 Hz, C(CHs);), 33.65 (NCH;), 35.51 (d, *Jop=4.6 Hz,
C(CH3)3), 62.00 (d, *Jcp=6.9 Hz, POCH,CHj3), 62.33 (d, *Jcp=7.5 Hz,
POCH,CH;), 71.09 (OCH,C=0), 76.48 (OCH,Ph), 85.75 (d,
'Jep=158.3 Hz, PCH), 128.75 (2C), 129.08, 129.35 (2C), 134.37, 170.86
(C=0)

(401.43)

C 56.85 H 8.03 N 3.49
C 56.65 H 8.02 N 3.62



206

Diethyl-((2-((benzyloxy)(ethyl)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonat 21

)O/

ol o % .
5 )

Hergestellt aus 1,51 g 18a (5 mmol) und 0,76 g N-Ethyl-O-benzylhydroxylamin (5 mmol) nach

AAV 7.
Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C2,H30NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

94 %, farblose Kristalle
75 °C
2980 (C-Haiipn ), 1676 (C=0), 1259 (P=0), 1017 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = 8 (ppm) 1.05 (t, /=7.0 Hz, 3H, NCH,CHj3), 1.11
(t, S=7.0POCH,CH,), 1.19 (t, J/=7.0POCH,CH3), 3.65 (q, J=6.6 Hz, 2H,
NCH,CH;3) 3.83-3.93 (m, 1H, POCH,CH;), 3.93-4.00 (m, I1H,
POCH,CHj3;), 4.00-4.09 (m, 2H, POCH,CH5), 4.10 (d, J=15.7 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.25 (d, J=15.7, 1H, OCH,C=0), 4.74 (dd, J=32.9, 10.1 Hz,
2H, OCH,Ph), 4.97 (d, *Jup=14.2 Hz, 1H, PCH), 7.19-7.30 (m, 2H,
arom.), 7.30-7.47 (m, 8H, arom.)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 11.72 (NCH,CH;), 16.03 (d,
*Jep=5.5 Hz, POCH,CH3), 16.16 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CHs3), (unter
DMSO-Signal: NCH,CH3), 62.12 (d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,CHj;), 62.47
(d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CHj3), 66.34 (d, *Jcp=12.8 Hz, OCH,C=0), 75.53
(OCH,Ph), 77.09 (d, 'Jep=164.9 Hz, PCH), 128.08 (d, Jcp=1.3 Hz, 2C),
128.23, 128.26 (d, Jcp=2.7 Hz, 2C), 128.34 (2C), 128.67, 129.32 (20),
134.24 (d, 2Jcp=1.6 Hz), 134.33, 169.28 (C=0)

(435.45)

C 60.86 H 6.94 N3.22
C 60.62 H6.93 N3.19



207

Diethyl-((2-(hydroxyamino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonat 22a

Hergestellt aus 0,61 g 19a (1,5 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ci3H20NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

87 %, gelbes Ol

3377 (N-H), 3214 (O-H), 1674 (C=0), 1241/1216 (P=0),
1049/1025 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = 6 (ppm) 1.13 (t, J/=7.0 Hz, 3H, POCH,CH),
1.19 (t, /=7.1 Hz, 3H,POCH,CH;), 3.79 (d, J=13.6 Hz, 1H, OCH,C=0)
3.86-4.06 (m, 4H, POCH,CH;), 3.89 (d, J=13.8 Hz, 1H, OCH,C=0),
4.97 (d, *Jyp=14.9 Hz, 0.9H, PCH, Z-Isomer), 5.04 (d, *Jip=13.7 Hz,
0.1H, PCH, E-Isomer) 7.32-7.45 (m, 5H, arom.), 8.94 (br. s, 0.9H, OH,
Z-Isomer), 8.96 (br.s, 0.1H, OH, E-Isomer) 10.01 (s, 0.1H, NH, E-
Isomer), 10.51 (s, 0.9H, NH, Z-Isomer)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 16.06 (d, *Jep=5.4 Hz, POCH,CH,),
16.15 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH;), 62.29 (d, *Jc»=6.6 Hz, POCH,CHj3),
62.53 (d, °Jop=6.6 Hz, POCH,CHs), 67.56 (d, *Jcp=12.7 Hz, OCH,C=0),
7747 (d, Jep=164.9 Hz, PCH), 127.95, 128.00, 128.05 (2C) (d,
Jep=1.5Hz), 128.20 (d, Jep=2.4 Hz), 134.27 (d, *Jop=1.2 Hz), 164.66
(C=0)

(317.27)

C49.21 H 6.35 N 4.41
C49.38 H 6.36 N 4.34



208

Diethyl-((2.4-difluorphenyl)(2-(hydroxyamino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonat 22b

Hergestellt aus 0,89 g 19d (2 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Ci3HsF2NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, gelbliches Ol
3208 (br., N-H, O-H), 1681 (C=0), 1242/1219 (P=0), 1050/1026 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 1.14 (t, J=7.0 Hz, 3H, POCH,CH3),
1.21 (t, J=7.0POCH,CHs), 3.83 (d, /=13.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 3.91 (d,
J=13.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 3.92-4.03 (m, 2H, POCH,CHj3), 4.07 (dq,
Jun="Jup=7.3 Hz, 2H, POCH,CHj3), 5.18 (d, *J;p=14.3 Hz, 0.9H, PCH,
Z-Isomer), 5.28 (d, 2JH,p=14.2 Hz, 0.1H, PCH, E-Isomer), 7.17 (dt,
*Jur=8.5 Hz, *Jyp=1.9 Hz, 1H, C¢H5F,: H3), 7.28 (dt, *Jiyu="Jur=9.9 Hz,
Jup=2.1Hz, 1H, CeHsF,: HS5), 7.61 (ddt, *Juy="Jur= 8.1Hz,
*Jir=6.6 Hz, “Ji1p=1.6 Hz, 1H, arom. H6), 8.94 (s, 0.9H, OH, Z-Isomer),
8.98 (s, 0.1H, OH, E-Isomer), 10.05 (s, 0.1H, NH, E-Isomer), 10.54 (s,
0.9H, NH, Z-Isomer)

(125 MHz, DMSO-dClse) = & (ppm) 16.03 (d, *Jcp=5.4 Hz, POCH,CH,),
16.13 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH;), 62.55 (d, *Jc»=7.0 Hz, POCH,CHj3),
62.80 (d, *Jcp=6.8 Hz, POCH,CHs), 67.47 (d, *Jcp=11.8 Hz, OCH,C=0),
70.05 (d, 'Jep=169.8 Hz, PCH), 103.61 (t, *Jor="Jc=26.1 Hz, C;H;F:
C3), 111.73 (t, *Jeg= 21.5 Hz, C¢H3F,: C5) 118.15 (dd, “Jc=13.5 Hz,
*Jer=1.5 Hz, CHsF,: C1), 130.77 (ddd, *Jey="Jcp=8.6 Hz, *Jcp=4.4 Hz,
CeH3F,: C6), 160.01 (ddd, 'Jcr=249.0 Hz, *Jc=12.5 Hz, *Jcp=6.4 Hz,
CeH3F,: C2), 162.13 (ddd, 'Jey=247.2 Hz, *Jcy=12.0 Hz, *Jcp= 2.9 Hz,
C¢H3F,: C4), 164.43 (C=0)

(353.26)

C44.20 H5.14 N 3.96
C44.44 H 5.06 N3.78



209

Diethyl-((3.4-difluorphenyl)(2-(hydroxyamino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonat 22¢

0 0
%6 o OH
o QK”

)

Hergestellt aus 0,67 g 19e (1,5 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ci3H sFaNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

99 %, gelbliche Kristalle
84 °C
3204 (O-H), 2988 (C-Hajipn ), 1665 (C=0), 1281 (P=0), 1030 (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.15 (t, J/=7.0 Hz, 3H, POCH,CHj),
1.20 (t, J=7.0POCH,CH,), 3.86 (d, J=13.5 Hz, 1H, OCH,C=0), 3.91 (d,
J=13.4 Hz, 1H, OCH,C=0), 3.93-4.01 (m, 2H, POCH,CH;), 4.04 (dq,
Jun=Jup=7.2 Hz, 2H, POCH,CHj3), 5.03 (d, *Jip=14.6 Hz, 0.85H, PCH,
Z-Isomer), 5.09 (*Jup=13.9 Hz, 0.15H, PCH, E-Isomer), 7.22-7.31 (m,
1H, CsH5F,: H6), 7.41-7.54 (m, 2H, C¢H;F,: H2, HS), 8.98 (br. s, 1H,
OH), 10.03 (br.s, 0.15H, NH, E-Isomer), 10.42 (br.s, 0.85H, NH, Z-

Isomer)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 16.08 (d, *Jcp=6.0 Hz, POCH,CHj,),
16.14 (d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH;), 62.51 (d, *Jc»=6.6 Hz, POCH,CHj3),
62.73 (d, *Jcp=6.9 Hz, POCH,CH;), 68.09 (d, *Jcp=11.8 Hz, OCH,C=0),
76.28 (d, 'Jep=1653Hz, PCH), 11686 (dd, >Jc=18.0 Hz,
Jer=Jcy=52Hz, CH;Fy: C2), 117.15 (dd, °Jeg=17.4Hz,
*Jer="Jcp=1.1 Hz, C¢H3F,: C5), 124.90 (m, CeH;F,: C6), 132.40 (m,
CeHsF,: C1), 149.09 (ddd, 'Jcr=244.9 Hz, *Jcy=9.4 Hz, °Jcp=2.6 Hz,
CeH3F,: C4), 149.17 (ddd, 'Jcy=245.6 Hz, “Jc=11.5 Hz, *Jc»=2.9 Hz,
C¢H3F,: C3), 164.38 (C=0)

(353.26)

C44.20 H5.14 N 3.96
C 4435 H 5.05 N 3.85



210

Diethyl-((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonat 23a

Hergestellt aus 0,42 g 20a (1 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Ci14HnNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

75 %, farblose Kristalle
97 °C
3113 (O-H), 2908 (C-Hajipn ), 1667 (C=0), 1207 (P=0), 1034 (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.12 (t, J/=7.0 Hz, 3H, POCH,CHj),
1.19 (t, J=7.0POCH,CH;), 3.05 (s, 3H, NCH;) 3.85-4.00 (m, 2H,
POCH,CH;), 4.01-4.11 (m, 2H, POCH,CH;) 4.11 (d, J=16.1 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.26 (d, J=16.2, 1H, OCH,C=0), 5.03 (d, Jyp=14.6 Hz, 1H,
PCH), 7.31-7.43 (m, 5H, arom.), 9.74 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 16.04 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH,),
16.16 (d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH;), 35.52 (NCH;) 62.10 (d,
*Jep=6.5 Hz, POCH,CHj3), 62.49 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CH;), 65.69 (d,
*Jep=14.2 Hz, OCH,C=0), 76.83 (d, 'Jcp=164.5 Hz, PCH), 128.05 (d,
Jep=1.5Hz, 2C), 128.16 (2C), 128.21, 134.38 (d, *Jcp=1.1 Hz), 168.56
(C=0)

(331.30)

C 50.76 H 6.69 N 4.23
C50.92 H6.77 N4.15



211

Diethyl-((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-(1-naphthyl)-methyl)phosphonat 23b

Hergestellt aus 0,47 g 20b (1 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CsH24NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

73 %, farblose Kristalle
138 °C

3121 (O-H), 2984/2913 (C-Hun), 1670 (C=0), 1224 (P=0),
1044/1024 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = & (ppm) 1.07 (t, /=7.0 Hz, 3H, POCH,CH5), 1.14 (t,
J=7.0POCH,CH,), 3.30 (s, 3H, NCH,), 3.85-4.15 (m, SH, POCH,CH3),
411 (d, J=147Hz, 1H, OCH,C=0), 4.64 (d, J=144Hz, IH,
OCH,C=0), 5.79 (d, *Jip=16.7 Hz, 1H, PCH), 7.48-7.55 (m, 3H, arom.),
7.73 (dd, J=6.5, 2.4 Hz, 1H, arom.), 7.83-7.91 (m, 2H, arom.), 8.07 (d,
J=7.1 Hz, 1H, arom.), 9.48 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.11 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.20
(d, *Jcp=6.2 Hz, POCH,CH3), 35.98 (NCH;), 63.61 (d, *Jcp=7.2 Hz,
POCH,CH;), 64.05 (d, %Jcp=6.9Hz, POCH,CH;), 6827 (d,
*Jep=13.9 Hz, OCH,C=0), 74.99 (d, 'Jcp=171.8 Hz, PCH), 123.68,
125.34 (d, Jep=2.8 Hz), 125.80, 126.24, 126.37 (d, Jcp=6.1 Hz), 128.72,
129.30 (d, Jep=3.0 Hz), 129.56 (d, Jcp=2.7 Hz), 131.55 (d, Jcp=5.3 Hz),
133.70 (d, Jcp=1.9 Hz), 169.82 (C=0)

(381.36)

C 56.69 H 6.34 N 3.67
C 56.86 H6.13 N 3.68



212

Diethyl-((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(4-methoxyphenyl)methyl)phosphonat 23¢

Hergestellt aus 1,08 g 20¢ (2,4 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC.NMR

CisH24NO7P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

98 %, farbloses Ol
3124 (0-H), 2912 (C-Hyin), 1671 (C=0), 1227 (P=0), 1035 (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.11 (t, J=7.0 Hz, 3H, POCH,CHs),
1.21 (t, J=7.1POCH,CH), 3.04 (s, 3H, NCH;), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.82—
3.91 (m, 1H, POCH,CHs), 3.91-3.99 (m, 1H, POCH,CH;), 4.02-4.13 (m,
2H, POCH,CH; + 1H, OCH,C=0), 4.22 (d, J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0),
4.95 (d, 2Jyp=14.1 Hz, 1H, PCH), 6.95 (d, J=8.6 Hz, 2H, arom.), 7.32
(dd, J=8.6, 1.7 Hz, 2H, arom.), 9.72 (s, 1 H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 16.07 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CHj3),
16.20 (d, *Jcp=5.8 Hz, POCH,CH3), 35.52 (NCH3), 54.99 (OCHj3), 62.00
(d, *Jcp=6.4 Hz, POCH,CHj), 62.40 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CHj3), 65.22
(d, *Jep=13.176.25 (d, 'Jcp=167.2Hz, PCH), 113.55 (2C), 125.93,
129.70 (d, *Jcp=6.0 Hz, 2C), 159.23 (d, *Jcp=2.4 Hz), 168.67 (C=0)

(361.33)

C49.86 H 6.69 N 3.88
C49.58 H 6.77 N 3.69



213

Diethyl-((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(p-tolyl)methyl)phosphonat 23d

0 0
%6 o OH
o \)KT

)

Hergestellt aus 1,05 g 20d (2,4 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute 97 %, farblose Kristalle

Schmelzpunkt 101 °C

IR ¥ (cm™) 3119 (O-H), 2982 (C-Hpn), 1672 (C=0), 1224 (P=0), 1038 (P-0)
"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 1.12 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;),

1.20 (t, J=7.1POCH,CHs), 2.31 (s, 1H, CHs), 3.04 (s, 3H, NCH), 3.84—
3.92 (m, 1H, POCH,CHs), 3.92-4.00 (m, 1H, POCH,CH;), 4.00-4.10 (m,
2H, POCH,CH; + 1H, OCH,C=0), 4.23 (d, J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0),
4.98 (d, 2Jyp=14.4 Hz, 1H, PCH), 7.19 (d, J=7.9 , 2H, arom.), 7.28 (dd,
J=1.9, 1.4 Hz, 2H, arom.)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 16.06 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CH3),
16.18 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CHj3), 20.68 (CHs), 35.51 (NCHj3), 62.02
(d, *Jep=6.4 Hz, POCH,CHj3), 62.43 (d, *Jc=6.6 Hz, POCH,CHj3), 65.43
(d, *Jep=12.8), 76.61 (d, 'Jop=165.7 Hz, PCH), 128.22 (d, *Jcp=5.9 Hz,
2C), 128.67 (d, *Jpc=1.4Hz, 2C), 131.23, 137.50 (d, *Jcp=2.9 Hz),

168.62 (C=0)
C1sHyNOGP (345.33)
Berechnet (%) C52.17 H701  N4.06

Gefunden (%) C51.94 H 6.86 N 4.09
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Diethyl-((4-fluorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonat 23e

Hergestellt aus 1,65 g 20e (3,8 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Cy4H, FNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

94 %, farblose Kristalle
76 °C
3163 (O-H), 2917 (C-Hajipn ), 1667 (C=0), 1229 (P=0), 1030 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 1.13 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH>),
1.20 (t, J=7.1POCH,CH3), 3.05 (s, 3H, NCH;), 3.88-4.02 (m, 2H,
POCH,CH3), 4.06 (dq, *Juy="up=7.0 Hz, 2H, POCH,CH;), 4.12 (d,
J=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.26 (d, J=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 15.05
(d, *Jup=14.2 Hz, 1H, PCH), 7.22 (t, *Jyu="Jur=8.8 Hz, 2H, CcH,F: H3,
H5), 7.44 (ddd, *Jy4=8.2 Hz, *Jy=6.1 Hz, “J;;3=2.0 Hz, 2H, C,H,F: H2,
H6), 9.76 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 16.06 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CH),
16.17 (d, *Jcp=5.8Hz, POCH,CH;), 35.54 (NCH;), 62.16 (d,
*Jep=6.5 Hz, POCH,CHj3), 62.55 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CH3), 65.80 (d,
*Jep=13.0 Hz, OCH,C=0), 76.10 (d, 'Jcp=165.7 Hz, PCH), 114.96 (dd,
*Jer=21.7 Hz, *Jop=1.5 Hz, C(H,F: C3, C5), 130.25 (dd, *Jes=8.1 Hz,
*Jep=59 Hz, C¢H,F: C2, C6), 130.71 (CeHF: Cl), 161.95 (dd,
'Jer=244.3 Hz, *Jcp=3.0 Hz, C;H,F: C4), 168.50 (C=0)

(349.29)

C48.14 H 6.06 N 4.01
C48.03 H 6.27 N3.91
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Diethyl-((2.4-difluorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonat 23f

0 0
%6 o OH
o A
.

)

Hergestellt aus 1,87 g 20f (4,1 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C4H0F2NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

95 %, gelbe Kristalle
97 °C
3169 (O-H), 2910 (C-Hajipn ), 1675 (C=0), 1245 (P=0), 1049/1029 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 1.14 (t, J=7.0 Hz, 3H, POCH,CH>),
1.22 (t, J=7.1POCH,CH3), 3.05 (s, 3H, NCH;), 3.92-4.06 (m, 2H,
POCH,CH3), 4.10 (dq, *Juy="up=7.2 Hz, 2H, POCH,CH;), 4.13 (d,
J=16.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.32 (d, J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 5.27
(d, *Jup=14.2 Hz, 1H, PCH), 6.81 (dt, *Jy;=8.5 Hz, °Jyp=2.2 Hz, 1H,
CeH5F,: H3), 6.93 (dt, *Jiun="Jir=9.9 Hz, *Jyp=1.9 Hz, 1H, CoH;F,: H5),
7.62 (ddt, *Jyu="Ju=8.3 Hz, “Jiz=6.6 Hz, “Jiyp=1.7 Hz, 1H, CeH:F:
H6), 9.79 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 16.01 (d, *Jep=5.5 Hz, POCH,CHj,),
16.14 (d, *Jcp=5.7Hz, POCH,CH;), 35.52 (NCH;), 62.39 (d,
*Jep=6.5 Hz, POCH,CHj3), 62.77 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CH;), 65.83 (d,
*Jep=12.4 Hz, OCH,C=0), 69.31 (d, 'Jcp=169.3 Hz, PCH), 103.63 (t,
2Jer="Jcr=25.7Hz, CsH3F,: C3), 111.75 (d, *Jc=21.3 Hz, C¢H;F,: C5)
118.25 (d, *Jer=13.1 Hz, C¢H3F,: C1), 130.81 (ddd, *Je="Jcr=9.0 Hz,
Jep=4.9 Hz, CeHsFy: C6), 160.15 (dm, 'Jo=248.1 Hz, C,HsF,: C2),
162.07 (dd, 'Jc=247.2 Hz, *Jc=12.5 Hz, C¢H;F,: C4), 168.34 (C=0)

(367.28)

C45.78 H 5.49 N 3.81
C45.55 H5.56 N 3.80
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Diethyl-((3.4-difluorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonat 23g

Hergestellt aus 2,29 g 20g (5 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C14HyoFoNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

100 %, gelbliches Ol

3154 (O-H), 2985/2913 (C-Hun), 1665 (C=0), 1286 (P=0),
1050/1028 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = § (ppm) 1.26 (t, J=7.2 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.29 (t,
J=7.1POCH,CH), 3.27 (s, 3H, NCH), 4.05-4.20 (m, 4H, POCH,CHs),
412 (d, J~14.6Hz, 1H, OCH,C=0), 4.61 (d, J=14.6Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.89 (d, ;=159 Hz, 1H, PCH), 7.08-7.29 (m, 3H,
CsH5F»), 9.36 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.31 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.33
(d, *Jep=5.4 Hz, POCH,CH3), 35.99 (NCH;), 63.66 (d, *Jcp=7.2 Hz,
POCH,CH;), 64.17 (d, %Jep=6.7Hz, POCH,CH;), 6842 (d,
*Jep=13.5 Hz, OCH,C=0), 76.84 (d, 'Jc»=170.9 Hz, PCH), 116.83 (dd,
*Jer=18.4 Hz, *Je;="Jcp=4.7 Hz, CH;F,: C2), 117.37 (dd, *Jc=17.3 Hz,
*Jer="Jep=1.1 Hz, CH;F,: C5), 124.09 (m, C¢HsF,: C6), 131.04 (m,
C¢H3F,: C1), 150.38 (ddd, 'Jcy=248.5 Hz, “Jc=12.7 Hz, *Jcp=2.1 Hz,
CeH3F,: C4), 150.48 (ddd, 'Jcr=248.5 Hz, “Jc=12.5 Hz, *Jcp=2.5 Hz,
C¢H3F,: C3), 169.36 (C=0)

(367.28)

C45.78 H 5.49 N 3.81
C 46.00 H5.38 N 3.68
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Diethyl-((2-((benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(3.,4-dichlorphenyl)methyl)-phosphonat 23h

Cl
Cl

Hergestellt aus 0,62 g 20h (1,3 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

Ci4H0CLNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

94%, gelbliches Ol

3161 (br., O-H), 2983/2911 (C-Hypn), 1668/1651 (C=0), 1238/1199
(P=0), 1050/1029 (P-O)

(500 MHz, CDCl;) = & (ppm) 1.16 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHj3), 1.20 (t,
J=7.1 Hz, 3H, POCH,CH;), 3.06 (s, 3H, NCH;), 3.954.11 (m, 4H,
POCH,CH;), 4.20 (d, J=16.0 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.31 (d, J=16.0 Hz,
1H, OCH,C=0), 5.11 (d, *}yp=14.7 Hz, 1H, PCH), 7.40 (dt, J=8.3,
1.9 Hz, 1H, arom.), 7.63 (t, J=1.8 Hz, 1H, arom.), 7.67 (d, /=8.3 Hz, 1H,
arom.), 9.80 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 16.06 (d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.13
(d, *Jcp=5.6 Hz, POCH,CH3), 35.56 (NCH;), 62.41 (d, *Jcp=6.7 Hz,
POCH,CH;), 62.78 (d, %Jep=6.7Hz, POCH,CH;), 66.54 (d,
*Jep=12.6 Hz, OCH,C=0), 75.71 (d, 'Jcp=164.1 Hz, PCH), 128.20 (d,
*Jep=5.4 Hz), 129.78 (d, *Jcp=5.6 Hz), 130.28 (d, Jep=1.8 Hz,), 130.65
(d, Jep=3.4 Hz), 130.73 (d, Jcp=2.5 Hz), 136.21, 168.33 (C=0)

(400.19)

C42.02 H 5.04 N 3.50
C42.21 H522 N 3.37
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Diethyl-(2.2.2-trifluor-1-(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)ethyl)phosphonat 23i

Hergestellt aus 1,16 g 20i (2,8 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

CoH7F5NOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

99 %, gelbliches Ol

3176 (O-H), 2986/2917 (C-Hyn), 1660 (C=0), 1266/1242 (P=0),
1027 (P-0)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.25 (t, J=7.3 Hz, 3H, POCH,CH),
1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H, POCH,CHs), 3.09 (s, 3H, NCH;), 4.08-4.28 (m,
4H, POCH,CH;), 4.54 (d, J=15.7Hz, 1H, OCH,C=0O), 4.58 (d,
J=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.97 (dq, Jii7=13.0 Hz, *J;;;=8.3 Hz, 1H,
PCH), 9.90 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 16.09 (d, *Jcp=4.9 Hz, POCH,CHj3),
16.12 (d, *Jcp=5.3Hz, POCH,CH;), 35.57 (NCHj;), 63.20 (d,
*Jep=6.5 Hz, POCH,CHj3), 63.39 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,CH;), 69.57 (d,
*Jep=4.5Hz, OCH,C=0), 74.03 (dq, 'Jep=162.5Hz, >J=30.7 Hz,
PCH), 122.86 (qd, 'Jc=282.4 Hz, *Jc=7.4 167.50 (C=0)

(323.20)

C33.45 H5.30 N4.33
C33.29 H5.58 N4.15
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Ethyl-2-(diethoxyphosphoryl)-2-(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)acetat 23j

Hergestellt aus 0,58 g 20j (1,4 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C1Hy,NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

99 %, farblose Kristalle
84 °C

3163 (O-H), 2985 (C-Haipn), 1747 (C=0O, Ester), 1665 (C=0,
Hydroxamséure), 1246 (P=0), 1026 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d) = § (ppm) 1.21 (t, J=7.1 Hz, 3H, COOCH,CHj),
1.23 (t, J=6.9 Hz, 3H, POCH,CHs), 1.25 (t, J=7.0 HzPOCH,CHs), 3.07
(s, 3H, NCHs), 4.07-4.23 (m, 6H, COOCH,CH; + POCH,CHj), 4.30 (d,
J=16.4 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.45 (d, J=16.3 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.75
(d, 2Jp=18.2 Hz, 1H, PCH), 9.83 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 13.85 (COOCH,CH;), 16.08 (d,
3Jcp=5.8 Hz, POCH,CHs), 35.54 (NCHj3), 60.97 (COOCH,CH3), 62.83
(d, *Jcp=6.4 Hz, POCH,CHj), 63.03 (d, *Jcp=6.4 Hz, POCH,CHj3), 67.36
(d, *Jcp=10.7 Hz, OCH,C=0), 75.31 (d, 'Jcp=152.9 Hz, PCH), 166.57 (d,
*Jep=1.2 Hz, C=0), 168.40 (C=0)

(327.27)

C40.37 H6.78 N 4.28
C40.40 H 6.68 N 4.20
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Diethyl-(1-(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-2.2-dimethylpropyl)phosphonat 23k

\/O\(”) i
P o oH
ST

Hergestellt aus 0,35 g 20k (0,9 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute 99 %, farbloses Ol
IR ¥ (cm) 2980 (C-Hyipn), 1654 (C=0), 1229 (P=0), 1052/1025 (P-O)
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.01 (s, 9H, C(CHy)y), 123 (1,

J=7.0 Hz, 3H, POCH,CH;), 1.24 (t, J=7.0 Hz, 3H, POCH,CH3), 3.07 (s,
3H, NCH;), 345 (d, “hp=6.7Hz, 1H, PCH), 4.00-4.12 (m, 4H,
POCH,CH3), 4.25 (d, J=15.0 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.50 (d, /=15.0 Hz,
1H, OCH,C=0), 9.84 (br. s, |H, OH)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 16.20 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CHj3),
16.29 (d, *Jcp=5.5 Hz, POCH,CH;), 26.42 (d, *Jcp=6.3 Hz, C(CH;),),
35.04 (d, Jep=5.4 Hz, C(CH;);), 35.54 (NCHs3), 60.99 (d, *Jcp=6.8 Hz,
POCH,CH;), 61.86 (d, %Jcp=7.3 Hz, POCH,CH3), 70.29 (OCH,C=0),
83.63 (d, 'Jcp=157.4 Hz, PCH), 168.48 (C=0)

C>HyNOGP (311.31)

Berechnet (%) C 46.30 H 8.42 N 4.50
Gefunden (%) C 46.06 H&8.14 N 4.60
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Diethyl-((2-(ethyl(hydroxy)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonat 24

Hergestellt aus 0,44 g 21 (1 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C,sHasNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

80 %, farblose Kristalle
79 °C

3118 (O-H), 2984/2905 (C-Hgpn), 1659 (C=0), 1240/1215 (P=0),
1030 (P-0)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.03 (t, /=7.1 Hz, 3H, NCH,CHj3), 1.12
(t, J=7.1POCH,CH;), 1.19 (t, J=7.1POCH,CH;), 3.47 (ddq, J=14.1,
7.1 Hz, 2H, NCH,CH;) 3.86-4.00 (m, 2H, POCH,CHj;), 4.01-4.08 (m,
2H, POCH,CHa), 4.11 (d, J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.25 (d, J=16.1,
1H, OCH,C=0), 5.03 (d, *Jyp=14.6 Hz, 1H, PCH), 7.30-7.45 (m, 5H,
arom.), 9.54 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 11.61 (NCH,CHj;), 16.04 (d,
*Jep=5.6 Hz, POCH,CH3), 16.16 (d, *Jcp=5.7 Hz, POCH,CH3), 42.07
(NCH,CH3) 62.10 (d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,CHj3), 62.48 (d, *Jc»=6.8 Hz,
POCH,CH;), 6585 (d, ‘*Jep=13.5Hz, OCH,C=0), 76.86 (d,
'Jep=164.7 Hz, PCH), 128.06 (d, Jcp=1.4 Hz, 2C), 128.17 (2C), 128.21,
134.41 (d, *Jcp=1.0 Hz), 168.21 (C=0)

(345.33)

C52.17 H7.01 N 4.06
C51.90 H 6.96 N 3.96
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Dibenzyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonat 25a

Hergestellt aus 1,05 g 19a (3 mmol) nach AAV 9.

Ausbeute 25 %, farbloses teilkristallines Ol
IR ¥ (cm™) 3406 (br., N-H), 1703 (C=0), 1256/1214 (P=0), 1053/1010 (P-O)
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 3.83 (d, J =13.9 Hz, 1H, OCH,C=0),

3.93 (d, /=13.9 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.78 (s, 2H, NOCH,Ph), 4.90 (dd,
J=12.0, 8.1 Hz, 1H, POCH,Ph), 4.98 (dd, J=12.0, 7.0 Hz, 1H, POCH,Ph),
5.06 (d, J=7.4 Hz, 2H, POCH,Ph), 5.13 (d, *Jyp=14.9 Hz, 1H, PCH),
7.10-7.66 (m, 20H, arom.), 10.79 (s, 0.1H, NH, E-Isomer), 11.14 (s,
0.9H, NH, Z-Isomer)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 67.30 (d, *Jcp=6.4 Hz, POCH,Ph),
67.33 (d, *Jcp=13.0 Hz, OCH,C=0), 67.71 (d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,Ph),
76.86 (NOCH,Ph), 77.55 (d, 'Jcp=165.2 Hz, PCH), 127.47 (2C), 127.60
(2C), 128.04, 128.11, 128.16 (2C), 128.20 (3C), 128.26 (3C), 128.29
(3C), 128.40 (d, Jp=3.3 Hz), 128.71 (2C), 133.90, 135.64, 136.21 (d,
> Jp.c=5.9 Hz), 136.33 (d, *Jp.=5.8 Hz), 164.97 (C=0)

C30H3NOGP (531.54)

Berechnet (%) C67.79 H569  N2.64
Gefunden (%) C67.60 H547  N2.67
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Dibenzyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxvy)(4-methoxyphenyl)methyl)phosphonat 25b

Hergestellt aus 1,53 g 19b (3,5 mmol) nach AAV 9.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C31H32NO,P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

35 %, gelbliches Ol
3443 (N-H), 1693 (C=0), 1251 (P=0), 1024 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d¢) = o (ppm) 3.77 (s, 3H, CH;), 3.78 (d, iiberlagert
von CH;, 1H, OCH,C=0), 3.88 (d, J/=13.8 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.78 (s,
2H, NOCH,Ph), 4.87 (dd, J=11.8, 8.2 Hz, 1H, POCH,Ph), 4.96 (dd,
J=11.9, 7.0 Hz, 1H, POCH,Ph), 5.04 (d, *Jyp=14.1 Hz, 1H, PCH), 5.07
(d, J=7.4 Hz, 2H, POCH,Ph), 6.94 (d, J=8.2 Hz, 2H, arom.), 7.21-7.25
(m, 2H, arom.), 7.29-7.40 (m, 15H, arom.), 10.78 (s, 0.1H, NH,
E-Isomer), 11.11 (s, 0.9H, NH, Z-Isomer)

(125 MHz, DMSO-de) = & (ppm) 55.70 (CH3), 66.88 (d, *Jcp=13.6 Hz,
OCH,C=0), 67.22 (d, *Jcp=6.2 Hz, POCH,Ph), 67.64 (d, *Jcp=6.5 Hz,
POCH,Ph), 76.87 (NOCH,Ph), 77.01 (d, 'Jop=167.0 Hz, PCH), 113.65
(20), 125.45, 127.47 (2C), 127.63 (2C), 128.05 (d, *Jcp=5.3 Hz, 20),
128.21 (2C), 12825 (3C), 12829 (3C), 128.70 (2C), 129.72 (d,
Jep=5.8 Hz), 135.65, 136.25 (d, Jcp=5.8 Hz), 136.40 (d, *Jcp=6.2 Hz),
159.43 (d, 5Jcp=2.1 Hz), 165.05 (C=0)

(561.56)

C 66.30 H5.74 N 2.49
C 66.10 H5.97 N2.32



224

Dibenzyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)(p-tolyl)methyl)phosphonat 25¢

Hergestellt aus 1,48 g 19¢ (3,5 mmol) nach AAV 9.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C31H32NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

25 %, farbloses teilkristallines Ol
3375 (N-H), 1695 (C=0), 1249 (P=0), 1020 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d) = 6 (ppm) 2.31 (s, 3H, CHs), 3.80 (d, J =13.9 Hz,
1H, OCH,C=0), 3.90 (d, J/=13.9Hz, 1H, OCH,C=0), 4.78 (s, 2H,
NOCH,Ph), 4.90 (dd, J=12.0, 8.1 Hz, 1H, POCH,Ph), 4.97 (dd, J=12.0,
7.0 Hz, 1H, POCH,Ph), 5.06 (d, J=8.0 Hz, 2H, POCH,Ph), 5.06 (d,
*Jup=12.7 Hz, 1H, PCH), 7.18 (d, J=7.9 Hz, 2H, arom.), 7.24 (dd, J=6.9,
2.5 Hz, 2H, arom.), 7.27-7.40 (m, 15H, arom.), 10.78 (s, 0.1H, NH, E-
Isomer), 11.12 (s, 0.9H, NH, Z-Isomer)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 20.70 (CH3), 67.30 (d, *Jep=13.3 Hz,
OCH,C=0), 67.26 (d, *Jcp=6.3 Hz, POCH,Ph), 67.67 (d, *Jcp=6.5 Hz,
POCH,Ph), 76.86 (NOCH,Ph), 77.37 (d, 'Jcp=166.3 Hz, PCH), 127.49
(20), 127.62 (3C), 128.05 (d, *Jep=4.7 Hz, 2C), 128.16, 128.20 (4C),
128.25 (2C), 128.29 (2C), 128.73 (d,® Jp=6.8 Hz, 2C), 128.76, 130.76
(d, *Jpc=14Hz), 13564, 13624 (d, °Jp=6.1Hz), 13637 (d,
*Jp.c=5.9 Hz), 137.81 (d, *Jp.=2.7 Hz), 165.00 (C=0)

(545.56)

C 68.25 H5.91 N 2.57
C 68.06 H6.13 N 2.61
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Dibenzyl-((2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxv)(2.4-difluorphenyl)methyl)phosphonat 25d

Hergestellt aus 1,33 g 19d (3 mmol) nach AAV 9.
Ausbeute 26 %, gelbliches Ol

IR (em™) 3199 (N-H), 3034 (C-Hyom), 2955 (C-Hypn), 1694/1683 (C=0),
1253 (P=0), 1019 (P-0)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) = 8 (ppm) 3.89 (d, J=13.9 Hz, 1H, OCH,C=0),
3.95 (d, J=13.8 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.77 (s, 2H, NOCH,Ph), 4.99 (ddd,
J=17.7, 12.0, 8.3 Hz, 2H, POCH,Ph), 5.10 (d, J/=7.6 Hz, 2H, POCH,Ph),
5.34 (d, *Jup=14.5 Hz, 1H, PCH), 7.15 (t, *Ju=8.1 Hz, 1H, CcH;F,: H3),
7.21-7.28 (m, 3H, C4Hs, C¢H;F,: HS), 7.30-7.40 (m, 13H, C¢Hs), 7.57—
7.67 (m, 1H, CsH5F,: H6), 10.82 (s, 0.1H, NH, E-Isomer), 11.20 (s, 0.9H,
NH, Z-Isomer)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 67.38 (d, *Jcp=13.0 Hz, OCH,C=0),
67.52 (d, *Jop=6.2 Hz, POCH,Ph), 67.91 (d, *Jcp=6.7 Hz, POCH,Ph),
70.30 (d, 'Jep=167.0Hz, PCH), 76.90 (NOCH,Ph), 103.73 (t,
2Jer="Jcr=25.6 Hz, CsH;F,: C3), 111.79 (d, *Jc=20.1 Hz, C¢H;F,: C5),
117.75 (dd, *Jey=12.8 Hz, *Jcp=2.2Hz, C¢HiF»: Cl), 127.51 (2C),
127.64 (2C), 128.13, 128.16, 128.22 (2C), 128.29 (3C), 128.33 (30),
128.73, 130.83 (m, CsH;F,: C6), 135.59, 136.05 (d, *Jep=5.9 Hz), 136.19
(d, *Jcp=6.0 Hz), 160.07 (dd, 'Jc=243.8 Hz, *Jc=12.9 Hz, CsH;F,: C2),
162.28 (dd, 'Jc=250.1 Hz, *Je=11.7 Hz, C¢H3F,: C4), 164.81 (C=0)

CioHasF2NOGP (567.16)

HPLC Retentionszeit: 3.33 min
Methode C AUC: 96.9 %



226

((2-(Hydroxyamino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonsdure 26a

Hergestellt aus 0,27 g 25a (0,5 mmol) nach AAV 10 und anschlieender Kristallisation des 6ligen

Rohproduktes aus Isopropanol.

Ausbeute
Schmelzpunkt

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

C9H12NO6P

HPLC
Methode D

quantitativ, farbloser amorpher Feststoff
105 °C

3269 (br., N-H, O-H), 2901 (C-Hym), 1657 (C=0), 1116 (P=0),
1016 (P-0)

(500 MHz, DMSO-d¢) = 8 (ppm) 3.79 (d, J/=14.9 Hz, 1H, OCH,C=0),
3.92 (d, J=14.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.53 (d, *Jup=15.6 Hz, 0.8H, PCH,
Z-Isomer), 4.59 (d, 2JH,p=13.3 Hz, 0.2H, PCH, E-Isomer), 7.24—7.30 (m,
1H, arom.), 7.30-7.43 (m, 1H, arom.), 9.01 (s, 1H, OH), 10.41 (s, 0.05H,
NH, E-Isomer), 10.79 (s, 0.95H, NH, Z-Isomer)

(125 MHz, DMSO-dq) = & (ppm) 68.48 (d, *Jcp=11.8 Hz, OCH,C=0),
80.08 (d, 'Jep=161.7 Hz, PCH), 127.19 (d, *Jep=1.7 Hz) 127.65 (20),
127.80 (d, *Jcp=4.5 Hz, 2C), 136.57, 165.31 (C=0)

(261.17)

Retentionszeit: 1.76 min

AUC: 99.1 %



227

((2-(Hydroxyamino)-2-oxoethoxy)(4-methoxyphenyl)methyl)phosphonsdure 26b

HO_ I
P H
HO O\)k .0

Hergestellt aus 0,30 g 25b (0,5 mmol) nach AAV 10.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CioH4NOGP

HPLC
Methode B

quantitativ, farbloses Ol
3197 (br., N-H, O-H), 1666 (C=0), 1252 (P=0), 1026 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = 6 (ppm) 3.74 (s, 3H, CHs), 3.75 (d, liberlagert
von CH;, 09H, CH,C=0O, Z-Isomer), 3.88 (d, J=14.7 Hz, 0.9H,
OCH,C=0, Z-Isomer), 4.06 (d, J/=16.1 Hz, 0.1H, OCH,C=0, E-Isomer),
4.12 (d, J=16.1 Hz, 0.1H, OCH,C=0, E-Isomer) 4.45 (d, *Ji;»=15.0 Hz,
0.9H, PCH, Z-Isomer), 4.53 (d, “Jup=13.2 Hz, 0.1H, PCH, E-Isomer),
6.90 (d, /=8.5, 2H, arom.), 7.28 (d, J=7.4 Hz, 2H, arom.), 8.96 (br. s,
0.2H, OH, Z-Isomer), 10.20 (br. s., 0.01H, OH, E-Isomer), 10.41 (br. s.,
0.01H, NH, E-Isomer), 10.73 (s, 0.9H, NH, Z-Isomer)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 54.95 (CHj), 68.23 (d, *Jep=12.8),
79.18 (d, Jep=161.7Hz, PCH), 113.27 (2C), 127.79, 129.20 (d,
*Jep=5.3 Hz, 2C), 158.78 (d, *Jpc=2.0 Hz), 165.27 (C=0)

(291.19)

Retentionszeit: 1.85 min

AUC: 96.7 %



228

((2-(Hydroxyamino)-2-oxoethoxy)(p-tolyl)methyl)phosphonséure 26¢

Ho 9 Q
P _OH
o o\)ku 0

Hergestellt aus 0,26 g 25¢ (0,5 mmol) nach AAV 10.

Ausbeute quantitativ, farbloses Ol
IR ¥ (cm™) 3226 (br., N-H, O-H), 1666 (C=0), 1018 (P-O)
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 2.29 (s, 3H, CH3), 3.76 (d, J/=14.7 Hz,

0.8H, CH,C=0, Z-Isomer), 3.90 (d, J=14.7 Hz, 0.8H, OCH,C=0, Z-
Isomer), 4.08 (d, J=16.1 Hz, 0.2H, OCH,C=0, E-Isomer), 4.13 (d,
J=16.1 Hz, 0.2H, OCH,C=0, E-Isomer) 4.46 (d, *Jiy»=15.4 Hz, 0.8H,
PCH, Z-Isomer), 4.54 (d, ZJH,]):13.4 Hz, 0.2H, PCH, E-Isomer), 7.14 (d,
J=7.9, 2H, arom.), 7.25 (dd, J=7.7, 1.1 Hz, 2H, arom.), 8.98 (br. s, 1H,
OH), 10.20 (br. s, 0.02H, NH, E-Isomer), 10.76 (s, 0.8H, NH, Z-Isomer)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 20.64 (CH), 66.54 (d, *Jcp=10.5 E),
68.41 (d, *Jep=12.8), 79.55 (d, 'Jep=160.2 Hz, PCH), 127.77 (d,
*Jep=5.0 Hz, 2C), 128.35 (2C), 133.00, 136.60 (d, *Jp=1.9 Hz), 165.25

(C=0)
CioH1sNOGP (275.20)
HPLC Retentionszeit: 1.58 min

Methode D AUC: 95.0 %



229

((2.4-Difluorphenyl)(2-(hydroxyamino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonsiure 26d

Ho. 0 7
P H
e oQkN,o
£ H

Hergestellt aus 0,26 g 25d (0,5 mmol) nach AAV 10.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

CoH,oF.NOGP

HPLC
Methode D

quantitativ, farbloser Schaum

3381 (br., N-H, O-H), 2919 (C-Hyn), 1618 (C=0), 1114 (P=0),
1011 (P-0)

(500 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 3.83 (d, J=14.4 Hz, 0.8H, OCH,C=0,
Z-Isomer), 3.92 (d, J=14.4 Hz, 0.8H, OCH,C=0, Z-Isomer), 4.16 (d,
J=16.2 Hz, 0.2H, OCH,C=0O, E-Isomer), 4.21 (d, J=16.2 Hz, 0.2H,
OCH,C=0, E-Isomer), 4.76 (d, *Jip=14.8 Hz, 1H, PCH, Z-Isomer), 4.85
(d, *Jup=13.1Hz, 0.2H, PCH, E-Isomer), 7.12 (dt, ’Jy=8.5 Hz,
*Jur=1.8 Hz, 1H, CoH3F,: H3), 7.19 (dt, *Jiyy="Ju=9.7 Hz, *Jyyp=2.2 Hz,
1H, C4HsF,: H5), 7.47-7.58 (m, 1H, C¢HsF,: H6), 8.95 (br,s, 1H, OH),
10.12 (br. s, 0.2H, NH, E-Isomer), 10.72 (br. s, 0.8H, NH, Z-Isomer)

(125 MHz, DMSO-de) = & (ppm) 66.93 (d, *Jcp=9.7 Hz, OCH,C=0, E-
Isomer), 68.52 (d, 3JC’P:11.6 Hz, OCH,C=0, Z-Isomer), 71.09 (d,
'Jep=162.9 Hz, PCH, E-Isomer), 72.06 (d, 'Jcp=162.2 Hz, PCH, Z-
Isomer), 103.16 (t, *Jor="Jcr=26.3 Hz, CH;F,: C3, E-Isomer), 103.26
(t, *Jer="Jcp=26.1 Hz, C¢HiF,: C3, Z-Isomer), 111.20 (d, *Je= 25.0 Hz,
Ce¢HsF,: C5, E-Isomer), 111.31 (d, 2JC,F=21.1 Hz, C¢HsF,: C5, Z-Isomer),
120.23 (dd, *Jc=14.7 Hz, *Jpc=2.4 Hz, CH;F,: C1), 130.48 (m, C¢H;F,:
C6, Z-Isomer), 130.83 (m, CgH;F,: C6, E-Isomer), 160.01 (ddd,
'Jer=248.5 Hz, *Joy=12.7 Hz, *Jcp=5.8 Hz, CHF,: C2), 161.69 (ddd,
'Jer=245.6 Hz, *Jc=12.0 Hz, Jcp=2.3 Hz, C¢H;F,: C4), 164.89 (C=0,
Z-Isomer), 169.73 (C=0, E-Isomer)

(297.02)

Retentionszeit: 1.65 min

AUC: 96.6 %



230

((3.4-Difluorphenyl)(2-(hydroxyamino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonsédure 26e

1m Gemisch mit 2-((3.4-difluorphenyl)(phosphono)methoxy)essigsdure 31

i HO_
o\)kN/OH HO™ " O\)kOH
H

Hergestellt aus 0,42 g 22¢ (1,2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C9H] 0F2NO6P (26e)
CoHoF,04P (31)

FAB-HRMS (31)

HPLC
Methode D

85 % (bezogen auf 26e), gelbliches Ol

3474 (O-H), 2927 (C-Huyn), 1732 (C=0, 31), 1617 (C=0, 26e),
1284/1232 (P=0), 1019 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 4.04-4.21 (m, 2H, enthilt: 4.07 (d,
J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0 und 4.12 (d, J=16.4 Hz, 1H, OCH,C=0)),
470 (d, *Jup=13.6 Hz, 0.45H, PCH), 4.71 (d, *Jup=13.6 Hz, 0.55H,
PCH), 6.09 (br. s, OH), 7.19-7.26 (m, 1H, CcH;F,), 7.34-7.46 (m, 2H,
CeH:F,), 10.13 (br. s, NH), 10.66 (br. s, NH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 67.05 (d, *Jcp=10.1 Hz, OCH,C=0),
67.25 (d, *Jcp=10.1 Hz, OCH,C=0), 77.44 (d, 'Jcp=160.2 Hz, PCH),
77.62 (d, 'Jcp=160.4 Hz, PCH), 116.75 (m, C¢H;F,: C2, C5), 124.83 (m,
CeHF,: C6), 134.24 (m, CgHiFy: Cl), 148.82 (ddd, 'Jey=244.1 Hz,
*Jer=11.4 Hz, C¢HsF,: C-F), 148.92 (ddd, 'J-y=245.8 Hz, *J=11.9 Hz,
C¢H3F,: C-F), 164.98 (C=0), 169.29 (d, “Jcp=10.7 Hz, C=0, 26e), 171.95
(C=0, 31)

(297.15)
(282.13)

[M + H]" berechnet: 283.0183
[M + H'] gefunden: 283,0188

Retentionszeit: 1.70 min / 3.14 min

AUC:90.5%/9.5%



231

((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonsdure 27a

HO 9 Q
P
HO/ O\)L’TI/OH

Hergestellt aus 0,33 g 23a (1 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C1oH4NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

85 %, farblose Kristalle
169 °C
3172 (O-H), 2868 (C-Hajipn ), 1628 (C=0), 1204 (P=0), 1024 (P-0O)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 3.07 (s, 3H, NCH5), 4.20 (d, J=16.1 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.34 (d, J=16.1Hz, 1H, OCH,C=0), 4.68 (d,
*Jup=14.4 Hz, 1H, PCH), 7.25-7.40 (m, 5H, arom.), 9.86 (s, 1H, OH)

(200 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 35.63 (NCH;) 66.75 (d, Jcp=10.8 Hz,
OCH,C=0), 78.65 (d, "Jc,=159.0 Hz, PCH), 127.35, 127.68 (2C), 127.97
(d, Jep=5.4 Hz, 2C), 136.17, 169.49 (C=0)

(275.20)

C 43.65 H5.13 N 5.09
C43.40 H5.05 N4.91



232

((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(1-naphthyl)methyl)phosphonséure 27b

Hergestellt aus 0,23 g 23b (0,6 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

Ci4H6NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

48 %, farblose Kristalle
165 °C
3423 (O-H), 2930 (C-Hajipn ), 1632 (C=0), 1206 (P=0), 1027 (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds) = 8 (ppm) 3.04 (s, 3H, NCHs), 4.19 (d, J/=16.2 Hz,
IH, OCH,C=0), 4.33 (d, J=16.2Hz, 1H, OCH,C=0), 5.55 (d,
*Jup=15.2 Hz, 1H, PCH), 7.45-7.55 (m, 3H, arom.), 7.68 (dd, J=7.0,
1.6 Hz, 1H, arom.), 7.87 (d, J=8.2 Hz, 1H, arom.), 7.92 (dd, J=6.0,
3.5 Hz, 1H, arom.), 8.21 (dd, J=5.8, 3.6 Hz, 1H, arom.), 9.79 (br. s, 1H,
OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 35.60 (NCHj3), 66.56 (d, *Jcp=11.6 Hz,
OCH,C=0), 75.60 (d, 'Jcp=160.5Hz, PCH), 124.69, 125.14 (d,
Jep=2.2 Hz), 12530, 125.51, 126.32 (d, Jcp=5.4Hz), 127.83 (d,
Jep=2.5Hz, 128.08, 131.33 (d, *Jcp=4.7Hz), 132.31, 133.11 (d,
Jep=1.1 Hz), 169.47 (C=0)

(325.25)

C51.70 H 4.96 N 4.31
C51.94 H5.18 N 4.25



233

((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(4-methoxyphenyl)methyl)phosphonsdure 27¢

HO_ I
P H
HO O\)k | .0

Hergestellt aus 0,43 g 23¢ (1,2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

C11H16NO7P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

25 %, farblose Kristalle
143 °C
3423 (O-H), 2934 (C-Haipn), 1614 (C=0), 1253 (P=0), 1025 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 3.05 (s, 3H, NCH;), 3.75 (s, 3H,
OCH»), 4.15 (d, J=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.29 (d, J=16.1 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.61 (d, *Jyp=13.9 Hz, 1H, PCH), 6.90 (d, J=8.6 Hz, 2H,
arom.), 7.30 (dd, J=8.6, 1.6 Hz, 2H, arom.), 9.85 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 35.64 (NCH3), 54.97 (OCH3), 66.37 (d,
3Jep=10.8 78.11 (d, 'Jep=161.5 Hz, PCH), 113.21 (2C), 127.87, 129.41
(d, Jep=5.5 Hz, 2C), 158.76 (d, Jp=2.1 Hz), 169.58 (C=0)

(305.22)

C43.29 H5.28 N 4.59
C43.15 H5.30 N 4.47



234

((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(p-tolyl)methyl)phosphonséure 27d

Ho 9 Q
P _OH
o o\)kwl 0

Hergestellt aus 0,41 g 23d (1,2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

Ci1HNOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

63 %, farblose Kristalle
164 °C
3137 (O-H), 2926 (C-Haipn ), 1627 (C=0), 1202 (P=0), 1025 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d¢) = 6 (ppm) 2.29 (s, 1H, CH3), 3.06 (s, 3H, NCH;),
416 (d, J=16.1Hz, 1H, OCH,C=0), 4.30 (d, J=16.1Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.62 (d, *Jyp=14.3 Hz, 1H, PCH), 7.14 (d, J=7.8, 2H,
arom.), 7.26 (d, /=7.9 Hz, 2H, arom.), 9.84 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 20.64 (CH;), 35.63 (NCH3), 66.55 (d,
*Jep=11.1), 78.47 (d, 'Jcp=160.0 Hz, PCH), 128.02 (d, *Jcp=5.4 Hz,
2C), 128.19 (2C), 133.03, 136.59 (d, °Jp =1.3 Hz), 169.53 (C=0)

(289.22)

C45.68 H 5.58 N 4.84
C45.46 H5.72 N 4.93



235

((4-Fluorpheny])(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonséure 27e

HO_ I
P H
HO" O\)k | .0

Hergestellt aus 0,70 g 23e (2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C10H13FN06P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

37 %, farblose Kristalle
131 °C
3127 (br., O-H), 2871 (C-Hyiipn ), 1635 (C=0), 1225 (P=0), 1016 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 3.07 (s, 3H, NCH;), 4.21 (d, J=16.1 Hz,
1H, OCH,C=0), 433 (d, J=16.1Hz, 1H, OCH,C=0), 4.69 (d,
*Jup=13.9 Hz, 1H, PCH), 7.22 (t, *Juy="Jur=7.2 Hz, 2H, C,H,F: H3,
H5), 7.44 (ddd, *Ji.4=7.8 Hz, *Ju=5.8 Hz, “Jip=1.8 Hz, 2H, C,H,F: H2,
H6), 9.86 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 35.64 (NCH3), 66.79 (d, *Jcp=12.9 Hz,
OCH,C=0), 77.91 (d, 'Jep=159.7 Hz, PCH), 114.49 (d, *Jc;=21.6 Hz,
CeH4F: C3, C5), 129.92 (dd, *Jc=7.8 Hz, *Jcp=5.8 Hz, C¢H,F: C2, C6),
132.49 (CgH4F: Cl), 161.59 (dd, 'Jey=243.2 Hz, *Jcp=2.8 Hz, C,H,F:
C4), 169.42 (C=0)

(293.19)

C40.97 H 4.47 N 4.78
C40.70 H 4.33 N 4.73



236

((2.4-Difluorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonsiure 27f

HO (II) o
P H
o OQLT/O
F

Hergestellt aus 0,74 g 23f (2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

CioH,FoNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

47 %, farblose Kristalle
155°C
3430 (O-H), 2904 (C-Hajipn ), 1621 (C=0), 1205 (P=0), 1017 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 3.06 (s, 3H, NCH;), 4.22 (d, J=16.1 Hz,
1H, OCH,C=0), 435 (d, J=16.0Hz, 1H, OCH,C=0), 4.93 (d,
*Jup=13.5Hz, 1H, PCH), 7.12 (dt, *Jy=8.6 Hz, °Jyp=2.2Hz, IH,
CeH5Fy: H3), 7.19 (dt, *Juyu="Jir=9.8 Hz, *Jyp=2.1 Hz, 1H, CcH;F,: H5),
7.54 (ddt, *Jyu="Jur=8.4 Hz, “Ji z=6.8 Hz, “Jip=1.6 Hz, 1H, CeH:F,:
H6), 9.82 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 35.58 (NCH3), 66.77 (d, *Jcp=8.8 Hz,
OCH,C=0), 7093 (d, 'Jep=1629Hz, PCH), 103.18 (t,
*Jer="Jcr=26.5 Hz, CH;F,: C3), 111.20 (d, *Jc=21.2 Hz, C¢H3F,: C5)
120.23 (dd, *Jc=14.8 Hz, *Jcp=2.5 Hz, C¢HsF,: C1), 130.76 (m, CeH;F:
C6), 159.94 (ddd, 'Jc=248.2 Hz, *Jc=12.5 Hz, *Jcp=6.5 Hz, CeH;F):
C2), 161.14 (ddd, 'Joy=245.3 Hz, *Jo=12.4 Hz, *Jcp=2.7 Hz, C.H;F:
C4), 169.02 (C=0)

(311.18)

C 38.60 H 3.89 N 4.50
C 38.83 H3.79 N 4.40



237

((3.4-Difluorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonséure 27g

HO_ I
P H
HO" O\)k | .0

Hergestellt aus 1,84 g 23g (5 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C10H12F2NO6P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

55 %, farblose Kristalle
160 °C
3138 (O-H), 2877 (C-Hajipn ), 1621 (C=0), 1206 (P=0), 1031 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d¢) = 8 (ppm) 3.07 (s, 3H, NCHz), 4.26 (d, J=16.1 Hz,
IH, OCH,C=0), 436 (d, J=16.1Hz, 1H, OCH,C=0), 4.72 (d,
2Jup=14.1 Hz, 1H, PCH), 7.19-7.25 (m, 1H, C4fLsF,), 7.34-7.46 (m, 2H,
CsH5F»), 9.88 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 35.65 (NCH3), 67.14 (d, *Jc=8.5 Hz,
OCH,C=0), 77.51 (d, 'Jcp=158.7 Hz, PCH), 116.63 (m, CsH;F,: C2,
C5), 124.68 (m, CeHsF,: C6), 134.42 (m, CcHsF,: Cl1), 148.73 (ddd,
'Jer=244.2 Hz, *Jc=12.6 Hz, *Jcp=2.6 Hz, C{H3F,: C3), 148.89 (ddd,
'Jer=244.9 Hz, *J.5=12.6 Hz, *Jcp=2.1 Hz, CH;F,: C4), 169.27 (C=0)

(311.18)

C 38.60 H 3.89 N 4.50
C 38.85 H 4.08 N 4.58



238

((3.4-Dichlorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphonsiure 27h

HO_ I
P H
HO O\)J\|,O

Cl
Cl

Hergestellt aus 0,40 g 23h (1 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C10H12C12NO6P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

21%, farblose Kristalle

154 °C

3425 (0-H), 2928 (C-Hajipn.), 1633 (C=0), 1198 (P=0), 1030 (P-O)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 3.07 (s, 3H, NCH;), 4.20 (d, J/=16.0 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.37 (d, J=16.2Hz, 1H, OCH,C=0), 4.74 (d,

*Jup=14.2 Hz, 1H, PCH), 7.36 (dt, J=8.2, 1.7 Hz, 1H, arom.), 7.59 (t,
J=1.9 Hz, 1H, arom.), 7.62 (d, /=8.3 Hz, 1H, arom.), 9.87 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 35.63 (NCHs), 67.30 (d, *Jc»=9.3 Hz,
OCH,C=0), 77.45 (d, 'Jep=157.4 Hz, PCH), 128.10 (d, *Jcp=5.1 Hz,
CHiCly: C6), 129.48 (d, *Jep=5.1 Hz, CeH;Cly: C2), 129.85 (m, 2C),
130.36 (d, Jop=1.9 Hz), 138.01, 169.19 (C=0)

(344.09)

C34.91 H3.52 N 4.07
C35.10 H3.45 N4.18
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(2.2.2-Trifluor-1-(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)ethyl)phosphonséure 27i

0f o % o
HO” N~
Y3 |

CF

Hergestellt aus 0,31 g 23i (1 mmol) nach AAV 11 und anschlieBender Kristallisation des 6ligen

Rohprodukts aus Dichlormethan.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

CsHoFsNOGP

FAB-HRMS

Berechnet (%)
Gefunden (%)

66 %, farblose Kristalle
118 °C
3133 (br., O-H), 2924 (C-Haiipn ), 1626 (C=0), 1273 (P=0)

(500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 3.11 (s, 3H, NCH;), 4.38 (dq,
*Jup=3.3 Hz, *Jy=8.6Hz, 1H, PCH), 4.56 (d, J=16.0Hz, IH,
OCH,C=0), 4.63 (d, J=16.1 Hz, 1H, OCH,C=0), 10.03 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 35.72 (NCHj3), 69.46 (d, *Jcp=2.6 Hz,
OCH,C=0), 74.03 (dq, 'Jcp=153.5 Hz, *J=29.8 Hz, PCH), 122.86 (qd,
'Jer=281.7 Hz, *Jp=5.9 168.98 (C=0)

(267.10)

[M + H]" berechnet: 268.0198
[M + H'] gefunden: 268.0191

C22.48 H3.40 N 5.24
C22.30 H 3.45 N 4.44
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(2-Ethoxy-1-(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-2-oxoethyl)phosphonsdure 27j

Ho D i
P__O _OH
HO~ I \)J\'Tl
o~ O

Hergestellt aus 0,36 g 23j (1,1 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute 58 %, farblose Kristalle
Schmelzpunkt 151 °C
IR ¥ (cm™) 3156 (O-H), 2907 (C-Haipn), 1747 (C=0O, Ester), 1562 (C=0,

Hydroxamsiure), 1228/1200 (P=0), 1035 (P-O)

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 1.20 (t, J=7.1 Hz, 3H, COOCH,CHj),
3.08 (s, 3H, NCH;), 4.03-4.17 (m, 2H, COOCH,CH;), 4.33 (d,
J=16.6 Hz, 1H, OCH,C=0), 437 (d, *Juy=17.2 Hz, 1H, PCH), 4.46 (d,
J=16.4 Hz, 1H, OCH,C=0), 9.90 (br. s, 1H, OH)

PC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 13.91 (COOCH,CHj3), 35.60 (NCH;),
60.40 (COOCH,CHs), 67.49 (d, *Jcp=8.0 Hz, OCH,C=0), 77.00 (d,
'Jcp=146.7 Hz, PCH), 167.51 (C=0), 169.14 (C=0)

C,H,;,NOgP (271.16)

Berechnet (%) C31.01  H520  NS5.17
Gefunden (%) C3073 H513  N5.10
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(1-(2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-2.2-dimethylpropyl)phosphonsiure 27k

HO.

0 o
P.
HO" J/\O\)LN,OH

Hergestellt aus 0,20 g 23k (0,6 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC.NMR

CsH sNOGP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

72 %, farblose Kristalle
175 °C
3136 (O-H), 2963 (C-Hajipn), 1576 (C=0), 1208 (P=0), 1040 (P-O)

(500 MHz, DMSO-ds) = & (ppm) 1.02 (s, 9H, C(CHs)s), 3.12 (s, 3H,
NCH;), 3.22 (d, 2yp=8.6 Hz, 1H, PCH), 4.46 (d, J=16.3 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.50 (d, /=15.8 Hz, |H, OCH,C=0), 10.10 (br. s, IH, OH)

(125 MHz, DMSO-d) = & (ppm) 26.73 (d, *Jcp=5.8 Hz, C(CHs)3), 35.02
(d, *Jep=4.7Hz, C(CHj);), 35.81 (NCH;), 70.89 (d, *Jcp=3.1Hz,
OCH,C=0), 86.27 (d, 'Jcp=152.7 Hz, PCH), 170.67 (C=0)

(255.21)

C37.65 H7.11 N 5.49
C3747 H 6.83 N 5.25
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((2-(Ethyl(hydroxy)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonséure 28

Hergestellt aus 0,35 g 24 (1 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C1H¢NOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

48 %, farblose Kristalle
172 °C
3184 (O-H), 2874 (C-Hajipn ), 1623 (C=0), 1186 (P=0), 1019/998 (P-O)

(500 MHz, DMSO-d¢) = 8 (ppm) 1.05 (t, J/=7.1 Hz, 3H, NCH,CH;), 3.49
(g, /=7.1 Hz 2H, NCH,CH3), 4.19 (d, J=16.3 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.33
(d, J=16.1, 1H, OCH,C=0), 4.68 (d, *Jyp=14.4 Hz, 1H, PCH), 7.25-7.40
(m, 5H, arom.), 9.67 (s, 1H, OH)

(125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 11.59 (NCH,CHj3), 42.24 (NCH,CH,),
66.94 (d, *Jcp=8.2 Hz, POCH,CHj;), 76.66 (d, 'Jop=158.9 Hz, PCH),
127.34, 127.68 (2C), 127.97 (d, Jcp=5.3 Hz, 2C), 136.21, 169.13 (C=0)

(289.22)

C45.68 H5.58 N 4.84
C45.81 H5.58 N4.61
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((2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonséure 29a

Hergestellt aus 0,41 g 19a (1 mmol) nach AAV 11 und anschlieBender Umkristallisation aus

Isopropanol/Ethylacetat.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC.NMR

Ci¢HisNOgP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

65 %, farblose Kristalle

179 °C

1659 (C=0), 1109 (P=0), 1016 (P-0O)

(500 MHz, DMSO-dg) = 6 (ppm) 3.84 (d, J =14.7 Hz, 1H, OCH,C=0),
3.98 (d, /=14.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.63 (d, *Jyp=15.3 Hz, 1H, PCH),

4.84 (s, 2H, OCH,Ph), 7.26-7.32 (m, 1H, arom.), 7.32-7.43 (m, 9H,
arom.), 11.37 (s, 1H, NH)

(125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 68.43 (d, *Jcp=12.2 Hz, OCH,C=0),
77.01 (OCH,Ph), 79.36 (d, 'Jc»=159.5 Hz, PCH), 127,56, 127.80 (2C),
127.82 (d, *Jep=4.9 Hz, 2C), 128.24 (3C), 128.67 (2C), 135.59, 135.72,
165.59 (C=0)

(351.29)

C54.71 H5.16 N 3.99
C 54.68 H5.42 N 3.99
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((2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonséure 29b

Hergestellt aus 0,42 g 20a (1 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute 30 %, farblose Kristalle

Schmelzpunkt 139 °C

IR ¥ (cm™) 3062/3033 (C-Harom), 2884 (C-Hgjpn), 1637 (C=0), 1191 (P=0),
1016 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) = & (ppm) 3.13 (s, 3H, NCH;), 4.18 (d, J=15.6 Hz,

1H, OCH,C=0), 4.31 (d, J=15.6Hz, 1H, OCH,C=0), 4.64 (d,
*Jur=13.6 Hz, 1H, PCH), 4.79 (dd, /=17.1, 10.1 Hz, 2H, OCH,Ph), 7.23—
7.46 (m, 10H, arom.)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) = & (ppm), 32.82 (NCH3), 66.76 (OCH,C=0),
7522 (OCH,Ph), 78.63 (d, 'Jep=159.6Hz, PCH), 127.38 (d,
*Jep=1.2 Hz), 127.67 (d, *Jep=1.1 Hz, 2C), 128.10 (d, *Jcp=5.3 Hz, 2C),
128.34 (2C), 128.69, 129.45 (2C), 134.29, 136.14, 170.22 (C=0)

C7HyNOGP (365.32)

Berechnet (%) C5589 H552  N3.83
Gefunden (%) C55.62 H543  N3.69
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((2-((Benzyloxy)(ethyl)amino)-2-oxoethoxy)(phenyl)methyl)phosphonsiure 29¢

S e
HO_1I
HO™" OQLN’O

é )

Hergestellt aus 0,44 g 21 (1 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute 29 %, farblose Kristalle

Schmelzpunkt 115°C

IR ¥ (cm™) 3436 (O-H), 2938 (C-Hajipn ), 1653 (C=0), 998 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) = 8 (ppm) 1.06 (t, /=7.0 Hz, 3H, NCH,CHj), 3.61

(q, J=7.0 Hz, 2H, NCH,CH;), 4.20 (d, J=15.7 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.32
(d, J=15.6, 1H, OCH,C=0), 4.65 (d, *Jy;p=13.5 Hz, 1H, PCH), 4.77 (dd,
J=16.8, 10.0 Hz 2H, OCH,Ph), 7.25-7.45 (m, 10H, arom.)

BC-NMR (125 MHz, DMSO-d¢) = & (ppm) 11.74 (NCH,CH,), (unter DMSO-
Signal: NCH,CHj, 77.00 (d, *Jcp=10.3 Hz, OCH,C=0), 75.54 (OCH,Ph),
78.65 (d, 'Jep=159.5 Hz, PCH), 127.38 (d, Jcp=1.4 Hz), 127.67 (d,
Jep=1.2Hz, 2C), 128.13 (d, Jop=5.4 Hz, 2C), 128.35 (2C), 128.65,
129.36 (2C), 134.39, 136.18, 170.00 (C=0)

CisHNOGP (379.34)

HPLC Retentionszeit: 1.83 min
Methode D AUC: 94.6 %
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Methyl-2-((bis(benzyloxy)phosphoryl)-(3.4-difluorphenyl)methoxy)acetat 30

Hergestellt aus 1,33 g 19e (3 mmol) nach AAV 9.

Ausbeute
Schmelzpunkt
IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

Co4Hy3F,NOGP
EI-MS (m/z)

Berechnet (%)
Gefunden (%)

21 %, farblose Kristalle
63 °C
2955 (C-Haiipn), 1756 (C=0), 1284/1257 (P=0), 1010 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = & (ppm) 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.98 (d, J=16.4 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.22 (dd, J=16.4, 0.8 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.88 (d,
2Jup=14.6 Hz, 1H, PCH), 5.01 (d, J=8.1 Hz, 2H, POCH,Ph), 5.05 (dd,
J=11.7, 7.6 Hz, 1H, POCH,Ph), 5.11 (dd, J=11.7, 8.6 Hz, IH, POCH,Ph),
7.04-7.12 (m, 2H, C4HsF,), 7.18-7.26 (m, 3H, CeHs), 7.28-7.38 (m, 3H,
Cells, CoH3F>)

(125 MHz, CDCl3) = & (ppm) 51.94 (OCH3), 66.66 (d, *Jcp=13.0 Hz,
OCH,C=0), 68.59 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,Ph), 68.89 (d, *Jcp=7.0 Hz,
POCH,Ph), 77.57 (d, 'Jcp=169.7 Hz, PCH), 117.31 (m, C¢H;F,: C2, C5),
124.46 (ddd, *Jcp="Jcy=6.4 Hz, “Jo=4.3 Hz, C{H;F,: C6), 128.04 (20),
128.08 (2C), 128.50 (2C), 128.53 (2C) 128.55 (2C), 130.54 (m, CeHsF:
Cl1), 135.86 (d, *Jop=5.9 Hz), 136.01 (d, *Jcp=6.3 Hz), 150.30 (dd,
'Jer=248.7 Hz, *Joy=12.2 Hz, C¢H;F,: C-F), 150.55 (dd, 'J-y=246.7 Hz,
*Jer=16.6 Hz, *J.p=2.7 Hz, C¢H;F,: C-F), 169.72 (C=0)

(476.41)
477 [M+H]"

C 60.51 H 4.87
C 60.51 H 5.01



5.5 Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 4

((((2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(3.4-difluorphenyl)methyl)phosphoryl)-

bis(oxy))bis(methylen)bis(2,2-dimethylpropanoat) 32a

247

O
O @]
O/\O\ 1 \/@

0. _O
L

Hergestellt aus 1,83 g 20g (4 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

C29H38F2NOIOP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

37 %, gelbliches Ol

2977 (C-Haipn), 1754 (C=0O, Ester), 1681 (C=0O, Hydroxamat),
1281 (P=0), 1025/1003 (P-O)

(500 MHz, CDCly) = 5 (ppm)1.20, 1.23 (2s, 18H, C(CHy)y), 3.18 (s, 3H,
NCH;), 3.99 (d, J=162 Hz, 1H, OCH,C=0), 433 (d, J=16.1 Hz, 1H,
OCH,C=0), 474 (dd, J=163, 109Hz, 2H, CHyPh), 495 (d,
2J,=14.2 Hz, 1H, PCH), 5.60-5.73 (m, 4H, POCH,), 7.11-7.18 (m, 2H,
CoHiFa), 7.22-7.28 (m, 3H, CeHs, CoHiFa), 7.30-7.35 (m, 3H, CoHs,
CeHs5F)

(125 MHz, CDCl;) = 6 (ppm) 26.79, 27.05 (2s, C(CH3)s), 33.41 (NCHj3),
38.67 (C(CHa)3), 66.77 (d, *Jcp=11.8 Hz, OCH,C=0), 76.23 (OCH,Ph),
76.61 (d, 'Jep=158.7 Hz, PCH), 82.13 (d, *Jcp=6.3 Hz, POCH,), 82.41
(d, *Jep=6.5Hz, POCH,), 117.37 (m, C¢Hs;F,: C2, C5), 124.56 (m,
Cs¢H;F,: C6), 128.75 (C4Hs, 2C), 129.36 (C¢Hs), 129.44 (Ce¢Hs, 2C),
130.17 (m, CeHsF»: Cl), 133.88 (CeHs), 150.31 (d, 'Jey=251.2 Hz,
C¢H3F,: C-F), 150.65 (d, 'Jcy=249.7 Hz, C(HsF,: C-F), 170.54 (C=0,
Hydroxamat), 176.71 (C=0, Ester), 176.75 (C=0, Ester)

(629.58)

C 5532 H 6.08 N 222
C 55.49 H 6.06 N2.17
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((((2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(3.4-dichlorphenyl)methyl)phosphoryl)-

bis(oxy))bis(methylen)-bis(2,2-dimethylpropanoat) 32b

O

“oy I \/@
(@) [ONYIL
P
% e O¢T,o
(0] O
P2 .
Cl

Hergestellt aus 2,16 g 20h (4,4 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute 38 %, gelbes Ol

IR ¥ (cm™) 2976 (C-Haipn), 1755 (C=O, Ester), 1682 (C=0, Hydroxamséure),

1278 (P=0), 1025/1003 (P-O)

"H-NMR (500 MHz, CDCls) = & (ppm) 1.19, 1.23 (2s, 18H, C(CHs)s), 3.18 (s, 3H,
NCH;), 3.95 (d, J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.32 (dd, J=16.2, 0.9 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.73 (dd, J=18.1, 11.0 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.94 (d,
2Jp=14.6 Hz, 1H, PCH), 5.58-5.74 (m, 4H, POCH,), 7.23-7.28 (m, 3H,
CeHiCly, CeHs), 7.29-7.34 (m, 3H, CeHs), 7.43 (d, J=8.4 Hz, 1H,

CeH4Cly), 7.47 (d, J=2.0 Hz, 1H, CcH4Cl,)

3C-NMR (125 MHz, CDCls) = & (ppm) 26.79, 27.05 (2s, C(CHs)s), 33.39 (NCH3),
38.68 (C(CHs)3), 66.84 (d, *Jep=12.1 Hz, OCH,C=0), 76.18 (OCH,Ph),
76.58 (d, 'Jcp=165.4 Hz, PCH), 82.17 (d, 2Jcp=6.4 Hz, POCH,), 82.44
(d, 2Jep=6.5Hz, POCH,), 127.55 (d, Jep=5.7Hz, C¢H;Cl), 128.73
(CsHs, 2C), 129.24 (C¢Hs), 129.45 (CsHs, 2C), 130.06 (d, Jcp=6.3 Hz,
CsHCL), 130.52 (d, Jep=2.4 Hz, C¢HCL), 132.79 (d, Jep=2.7 Hz,
CsHCL), 133.01 (d, Jep=4.1 Hz, C¢HCL), 133.54 (d, Jep=1.9 Hz,
CsH:CL,), 133.87, (C¢Hs), 170.55 (C=0, Hydroxamsiure), 176.70 (C=0,

Ester), 176.73 (C=0, Ester)
CyH33CLNO 0P (662.49)

Berechnet (%) C5258 HS578 N2l
Gefunden (%) C5242  HS5.93 N 2.01
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((((2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(3.4-difluorphenyl)methyl)phosphoryl)bis-

(oxy))bis(methylen)-dibutyldicarbonat 33

o)
/\/\O)ko/\o\c“) 0 Q
oP o N 0
o & |
Y
\/\/O F

Hergestellt aus 1,42 g 20g (3,1 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

17 %, gelbliches Ol

2963 (C-Hajipn), 1765 (C=0O, Carbonat), 1682 (C=O, Hydroxamat)
1258 (P=0), 1038 (P-0)

(500 MHz, CDCls) = § (ppm) 0.94 (t, J=7.4 Hz, 3H, OCH,CH,CH,CH),
0.94 (t, J=7.4 Hz, 3H, OCH,CH,CH,CHs), 1.40 (ddq, J=7.4, 2.3 Hz, 4H,
OCH,CH,CH,CH;), 1.65 (ddt, J=9.1, 6.9, 24Hz, A4H,
OCH,CH,CH,CH3), 3.18 (s, 2.7H, NCH), 3.22 (s, 0.3H, NCH;), 4.00 (d,
J=16.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.16 (t, J=6.6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH}),
4.17 (t, J=6.6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CHs), 4.34 (dd, J=16.1, 1.1 Hz,
0.9H, OCH,C=0), 4.36 (dd, J=16.6, 1.6 Hz, 0.1H, OCH,C=0), 4.74 (dd,
J=15.5, 10.9 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.97 (d, %J;;,=14.2 Hz, 0.9H, PCH), 5.07
(d, 4=15.0 Hz, 0.1H, PCH), 5.63 (dd, J=12.5, 5.3 Hz, 1H, POCH,),
5.68 (dd, J=11.9, 5.4 Hz, 1H, POCH,), 5.69 (d, J=12.1 Hz, 2H, POCH,),
7.10-7.20 (m, 2H, CeH:F), 7.22-7.42 (m, 6H, CsHs, CoHF>)

(125MHz, CDCl;) = & (ppm) 13.62 (OCH,CH,CH,CH;), 18.83
(OCH,CH,CH,CHj), 30.44 (OCH,CH,CH,CHj), 33.40 (NCHj3), 66.80 (d,
3Jep=12.3 Hz, OCH,C=0), 68.77 (OCH,CH,CH,CH;), 76.24 (OCH,Ph),
76.61 (d, 'Jcp=159.1 Hz, PCH), 84.76 (d, *Jc»=6.5 Hz, POCH,), 84.89
(d, %Jep=6.6 Hz, POCH,), 117.40 (m, CgHsF,: C2, C5), 124.60 (m,
CeHiFy: C6), 128.75 (C¢Hs, 2C), 129.23 (CgHs), 129.44 (CgHs, 20),
129.85 (m, CeHsF,: C1), 133.89 (CHs), 150.34 (dd, 'Joy=248.8 Hz,
*Jer=10.9 Hz, °Jcp=2.6 Hz, C,HsF,: C4), 150.68 (ddd, 'J-y=249.7 Hz,
*Jer=12.1 Hz, *Jcp=3.5 Hz C¢H3F,: C3), 153.70 (C=0, Carbonat), 170.50
(C=0, Hydroxamat)
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CaoH3sFoNO,P (661.58)

Berechnet (%) C 52.65 H 5.79 N2.12
Gefunden (%) C52.84 H 5.97 N 2.27



((((2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)(3.4-difluorphenyl)methyl)phosphoryl)bis-

(oxy))bis(methylen)-diisopropyldicarbonat 34

Hergestellt aus 0,41 g 20g (3,1 mmol) nach AAV 12.

251

Ausbeute 20 %, gelbes Ol
IR § (cm™) 2986 (C-Hyipn), 1760 (C=0), 1266 (P=0), 1030 (P-O)
'H-NMR (500 MHz, CDCL) = 5 (ppm) 1.30 (d, J=6.3 Hz, 6H, CH(CHs),), 1.31 (d,

J=6.2 Hz, 6H, CH(CH),), 3.18 (s, 3H, NCH;), 4.02 (d, J=16.2 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.35 (dd, J=16.1, 0.9 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.74 (dd, J=15.7,
10.9 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.90 (dq, J=12.1, 6.1 Hz, CH(CHj),), 4.97 (d,
2Jup=14.0 Hz, 1H, PCH), 5.62 (dd, J=12.4, 5.3 Hz, 1H, POCH,), 5.68
(dd, J=11.6, 5.5 Hz, 1H, POCH,), 5.68 (d, J=11.7 Hz, 2H, POCH,), 7.10~

7.18 (m, 2H, C4HiF,), 7.22-7.36 (m, 6H, CsHs, CoHsF>)

PC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 21.61 (CH(CHs),), 33.44 (NCH3), 66.85 (d,
3Jep=12.3 Hz, OCH,C=0), 73.25 (CH(CHs),), 76.25 (OCH,Ph), 76.62 (d,
'Jep=156.6 Hz, PCH), 84.67 (d, *Jcp=6.5Hz, POCH,), 84.80 (d,
2Jep=6.5 Hz, POCH,), 117.40 (m, C¢H;F,: C2, C5), 124.57 (m, CsH,F,:
C6), 128.75 (CHs, 2C), 129.23 (C¢Hs), 129.44 (CeHs, 2C), 129.94 (m,
C¢H3F,: Cl1), 133.91 (CeHs), 150.32 (ddd, 'Jc=248.2 Hz, *J=12.08 Hz,
*Jep=2.4 Hz, CHsF,: C4), 150.66 (ddd, 'Jep=251.1 Hz, *Jc=12.2 Hz,
‘Jep=3.4 Hz, CeHsF,: C3), 153.03 (C=0, Carbonat), 153.06 (C=0,

Carbonat), 170.51 (C=0, Hydroxamat)
C27H34F2N012P (633 53)

Berechnet (%) C51.19 H5.41 N2.21
Gefunden (%) C51.17 H5.27 N 2.27
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((((3.4-Difluorpheny])(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphoryl)-

bis(oxy))bis(methylen)-bis(2.2-dimethylpropanoat) 35a
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Hergestellt aus 0,32 g 32a (0,5 mmol) nach AAV 13.
Ausbeute 99 %, gelbliches Ol

IR ¥ (cm™) 3196 (O-H), 2978 (C-Huyn), 1756 (C=0O, Ester), 1666 (C=O,
Hydroxamsiure), 1283 (P=0), 1024/1007 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) = 6 (ppm) 1.20, 1.22 (2s, 18H, C(CH;);), 3.26 (s, 3H,
NCH;), 4.16 (d, J=14.5 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.57 (d, J=14.5 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.95 (d, *Jyup=152 Hz, 1H, PCH), 5.58-5.73 (m, 4H,
POCH,), 7.09-7.20 (m, 2H, C¢H5F,), 7.22-7.32 (m, 1H, C¢H5F»), 8.74
(br. s, 1H, OH)

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 26.76, 27.07 (2s, C(CH3)3), 36.04 (NCH;),
38.72 (C(CHy);), 68.68 (d, ‘Jep=12.9 Hz, OCH,C=0), 76.59 (d,
'Jep=163.1 Hz, PCH), 82.28 (d, “Jcp=6.6 Hz, POCH,), 82.36 (d,
*Jep=7.2 Hz, POCH,), 117.10 (dd, *Jcz=18.5Hz, ’Joy="Jcp=5.6 Hz,
CeH,F,: C2), 117.50 (d, *Jey=16.7 Hz, CgHsF,: C5), 124.35 (m, CgHiFy:
C6), 129.86 (m, C¢H,F,: C1), 150.39 (dd, 'Jc=245.8 Hz, *Jor=11.4 Hz,
CeH3F,: C-F), 150.70 (dd, 'Je=249.4 Hz, *Joy=12.1 Hz, C¢HsF,: C-F),
169.06 (C=0, Hydroxamsaure), 176.81 (C=0O, Ester), 176.90 (C=0,

Ester)
CpH3FoNOy 0P (539.46)
Berechnet (%) C 48.98 H 5.98 N 2.60

Gefunden (%) C49.19 H6.17 N 2.51
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((((3.4-Dichlorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphoryl)-
bis(oxy))bis(methylen)-bis(2,2-dimethylpropanoat) 35b

(@]
~~ O O
O o._n
P. O _OH
’ > QLT
(@) O
T .
Cl

Hergestellt aus 0,33 g 32b (0,5 mmol) nach AAV 13.
Ausbeute 91 %, gelbliches Ol

IR ¥ (cm™) 2977 (C-Haipn), 1756 (C=0, Ester), 1667 (C=0O, Hydroxamsiure),
1280 (P=0), 1024/1004 (P-O)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) = 8 (ppm)1.20, 1.22 (2s, 18H, C(CHs);), 3.26 (s, 3H,
NCH;), 4.16 (d, J=14.5 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.57 (d, J=14.5 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.95 (d, *Jyp=15.2Hz, 1H, PCH), 5.58-5.73 (m, 4H,
POCH,), 7.36 (dt, J=8.2, 1.7 Hz, 1H, arom.), 7.59 (t, J=1.9 Hz, 1H,
arom.), 7.62 (d, J/=8.3 Hz, 1H, arom.), 9.87 (br. s, 1H, OH)

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 26.76, 27.07 (2s, C(CHs);), 36.04 (NCH3),
38.72 (C(CHy);), 68.68 (d, ‘Jep=12.9 Hz, OCH,C=0), 76.59 (d,
'Jep=163.1 Hz, PCH), 82.28 (d, “Jcp=6.6 Hz, POCH,), 82.36 (d,
*Jer=7.2 Hz, POCH,), 128.20 (d, *Jcp=5.4 Hz), 129.78 (d, *Jcp=5.6 Hz),
130.28 (d, Jep=1.8 Hz,), 130.65 (d, Jcp=3.4 Hz), 130.73 (d, Jcp=2.5 Hz),
136.21, 169.06 (C=0, Hydroxamsiure), 176.81 (C=0, Ester), 176.90

(C=0, Ester)
CpH;,CLNO (P (572.37)
Berechnet (%) C46.17 H5.64 N 245

Gefunden (%) C4637 H546  N2.32
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Dibutyl-(((((3.4-difluorpheny])(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)-

phosphoryl)bis(oxy))bis(methylen))-dicarbonat 36

O.
P. @) OH
o

Hergestellt aus 0,24 g 33 (0,4 mmol) nach AAV 13.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C22H32F2NOIZP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

93 %, farbloses Ol

3201 (O-H), 2965 (C-Hgppn), 1767 (C=0, Carbonat), 1664/1649 (C=0,
Hydroxamsdure, 1276/1249 (P=0), 1037 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = § (ppm) 0.94 (t, J=7.4 Hz, 3H, OCH,CH,CH,CH),
0.95 (t, J=7.4 Hz, 3H, OCH,CH,CH,CHs), 1.40 (ddq, J=7.4, 2.3 Hz, 4H,
OCH,CH,CH,CH;), 1.67 (ddt, J=9.4, 6.8, 27Hz, A4H,
OCH,CH,CH,CH;), 327 (s, 3H, NCH;), 4.15 (d, J=14.0Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.19 (t, J=6.6Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH;), 4.20 (¢,
J=6.6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH;), 4.57 (d, J=14.3 Hz, 1H, OCH,C=0),
4.95 (d, 2Jiyp=15.3 Hz, 0.9H, PCH), 5.06 (d, 2Jiyp=15.6 Hz, 0.1H, PCH),
5.60-5.73 (m, 4H, POCH,), 7.10-7.20 (m, 2H, C¢H;F,), 7.22-7.31 (m,
1H, C4H5F,), 8.45 (br. s, 1H, OH)

(125MHz, CDCl;) = & (ppm) 13.60 (OCH,CH,CH,CH;), 18.81
(OCH,CH,CH,CHj), 30.42 (OCH,CH,CH,CHj), 35.98 (NCH3), 68.47 (d,
*Jep=13.8 Hz, OCH,C=0), 69.00 (OCH,CH,CH,CH;), 69.06
(OCH,CH,CH,CH3), 76.59 (d, 'Jep=164.1 Hz, PCH), 84.88 (d,
*Jep=6.4 Hz, POCH,), 84.93 (d, *Jcp=6.6 Hz, POCH,), 117.19 (dd,
*Jer=18.0 Hz, *Jo="Jcp=5.1 Hz, C¢HsF,: C2), 117.55 (d, *Jc=16.9 Hz,
CeH3F,: C5), 124.41 (m, CgHiF,: C6), 129.56 (m, CgHsFy: C1), 150.42
(dd, 'Jep=253.7Hz, *Jey=17.4Hz, C¢HsF,: C-F), 150.77 (d,
'Jey=247.2 Hz, C,H;F,: C-F), 153.67 (C=0, Carbonat), 169.06 (C=0,

Hydroxamséure)
(571.406)

C46.24 H5.64 N 2.45
C46.30 H5.70 N 2.37
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((((3.4-Difluorphenyl)(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphoryl)bis-

(oxy))bis(methylen)-diisopropyldicarbonat 37

Hergestellt aus 0,29 g 34 (0,45 mmol) nach AAV 13.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C20H28F2N012P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

97 %, gelbes Ol

3204 (O-H), 2988 (C-Hajipn), 1763 (C=0O, Carbonat), 1664/1649 (C=0,
Hydroxamséure), 1268 (P=0), 1028 (P-O)

(500 MHz, CDCls) = & (ppm) 1.29-1.36 (m, 12H, CH(CH),), 3.27 (s,
3H, NCHs), 4.15 (d, J=14.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.57 (d, /=14.2 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.91 (dq, J=12.7, 6.4 Hz, CH(CHs),), 4.95 (d, 2Jyy»=13.4 Hz,
1H, PCH), 5.58-5.73 (m, 4H, POCH,), 7.10~7.20 (m, 2H, C¢H5F,), 7.23—
7.33 (m, 1H, C¢H5F»), 8.51 (br. s, 1H, OH)

(125 MHz, CDCl3) = & (ppm) 21.58 (CH(CHs),), 36.00 (NCH3), 68.56 (d,
*Jep=13.0 Hz, OCH,C=0), 73.60 (CH(CHs),), 73.70 (CH(CHs),), 76.59
(d, 'Jep=164.0 Hz, PCH), 84.78 (d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,), 84.83 (d,
*Jep=6.6 Hz, POCH,), 117.20 (dd, *Jcy=17.9 Hz, °Joy="Jcp=4.7 Hz,
CeH3Fy: C2), 117.54 (dd, *Jer=19.0 Hz, “Jp=2.2 Hz, C¢HsF,: C5),
12441 (m, C.H;F,: C6), 129.62 (m, CeH;F,: Cl), 150.40 (dd,
'Jey=243.9 Hz, *Jc=8.2 Hz, C(HsF,: C-F), 150.74 (dd, 'Je=251.1 Hz,
*Jer=13.1 Hz, C¢H3F,: C-F), 153.03 (C=0, Carbonat), 153.07 (C=0,
Carbonat), 169.05 (C=0, Hydroxamsé&ure)

(543.41)

C44.21 H5.19 N 2.58
C43.99 H5.25 N 2.57
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((((3.4-Difluorpheny])(2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethoxy)methyl)phosphoryl)-

bis(oxy))bis(methylen)-bis(2.2-dimethylpropanoat) 38

O
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Hergestellt aus 0,16 g 35a (0,3 mmol) nach AAYV 14,

T~

Ausbeute 98 %, farbloses Ol

IR ¥ (cm™) 2979 (C-Huipn), 1792 (C=0, Carbonat), 1755 (C=0, Ester),
1700 (C=0, Hydroxamat), 1280/1246 (P=0), 1025 (P-O)

"H-NMR (500 MHz, CDCly) = & (ppm) 1.20, 1.21 (2s, 18H, C(CHs);) 1.35 (t,
J=7.1 Hz, 3H, OCH,CH), 3.31 (s, 3H, NCHs), 4.11 (d, J=15.6 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.33 (dq, J=6.9, 1.3 Hz, 2H, OCH,CH.), 4.35 (d, /=16.6 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.97 (d, *Jyy=14.1 Hz, 1H, PCH), 5.60-5.75 (m, 4H,
POCH,), 7.10-7.23 (m, 2H, C¢HsF»), 7.28-7.36 (m, 1H, CeH:F»)

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 14.05 (OCH,CHj), 26.79 (C(CHs);), 35.36
(NCH;), 38.69 (C(CHs);), 66.68 (d, OCH,C=0, iiberlappend mit
OCH,CHj3), 66.78 (OCH,CHj3), 76.94 (d, 'Jcp=170.1 Hz, PCH), 82.10 (d,
*Jep=6.4 Hz, POCH,), 82.41 (d, *Jcp=6.5Hz, POCH,), 117.42 (m,
CeHF,: C2, C5), 124.70 (m, CoHsF,: C6), 129.89 (m, C.H;F,: Cl),
150.35 (dd, 'Jc=248.1 Hz, *J.=12.0 Hz, C,H;F,: C-F), 150.71 (dd,
'Jer=252.7 Hz, *Jc=15.4 Hz, C¢HsF,: C-F), 153.34 (C=0, Carbonat),
168.93 (C=0, Hydroxamat), 176.73 (C=0, Ester)

C,sH3F2NO,,P (611.52)

Berechnet (%) C49.10 H5.93 N2.29
Gefunden (%) C49.14 H 6.09 N2.12



(((1-(3.4-Difluorphenyl)-5-methyl-4,7-dioxo-2.6-dioxa-5.8-diazadecyl)phosphoryl)-

bis(oxy))bis(methylen)-bis(2,2-dimethylpropanoat) 39
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Hergestellt aus 0,11 g 35a (0,2 mmol) nach AAV 14.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-.NMR

BC-NMR

C25H37F2N2OI IP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

93 %, farbloses Ol

2978 (C-Haiipn.), 1756 (C=0, Ester/Carbamat), 1692 (C=0O, Hydroxamat),
1281 (P=0), 1024 (P-0)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.18 (t, J=7.3 Hz, 3H, NCH,CHj3),1.20,
1.21 (2s, 18H, C(CHs);), 3.22-3.33 (m, 5H, NCH;, NCH,CHj), 4.08 (d,
J=15.4 Hz, 0.8H, OCH,C=0), 4.15 (d, J=16.8 Hz, 0.2H, OCH,C=0),
4.33 (d, J=15.3 Hz, 0.8H, OCH,C=0), 4.38 (dd, J=16.8, 1.3 Hz, 0.2H,
OCH,C=0), 4.96 (d, *Jip=13.9 Hz, 0.8H, PCH), 5.04 (d, *J;p=14.7 Hz,
0.2H, PCH), 5.23 (br. s, 1H, NH), 5.59-5.74 (m, 4H, POCH,), 7.12-7.23
(m, 2H, CeH5F>), 7.29-7.36 (m, 1H, CoH,F,)

(125 MHz, CDCl;) = & (ppm) 14.87 (NCH,CHj3), 26.79 (C(CHs);), 36.66
(NCH3), 38.70 (C(CHs);), 65.86 (NCH,CH3), 66.85 (d, *Jep= 11.1 Hz,
OCH,C=0), 76.88 (d, 'Jop=170.4 Hz, PCH), 82.13 (d, *Jcp=6.4 Hz,
POCH,), 82.42 (d, *Jop=6.3 Hz, POCH,), 117.36 (m, C,H;F,: C2, C5),
124.68 (m, C.H;F,: C6), 130.03 (m, CeH;F,: Cl), 150.32 (dd,
'Jey=248.7 Hz, *Jc=11.0 Hz, C(H3F,: C-F), 150.68 (dd, 'Jc=248.1 Hz,
*Jer=12.6 Hz, C¢HiF,: C-F), 153.34 (C=0, Carbamat), 168.96 (C=0,
Hydroxamat), 176.83 (C=0, Ester)

(610.54)

C49.18 H6.11 N4.59
C49.15 H 6.31 N4.41
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Methyl-2-((bis(((butoxycarbonyl)oxy)methoxy)phosphoryl)(3.4-difluorphenyl)methoxy)-acetat 40

o)
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Hergestellt aus 1,77 g 19e (4 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

IR ¥ (cm™)

"H-NMR

BC-NMR

C22H3IF20 1 ZP

Berechnet (%)
Gefunden (%)

14 %, gelbes Ol

2963 (C-Haipn), 1767/1761 (C=0, Ester, Carbonat), 1277/1257 (P=0),
1038 (P-0)

(500 MHz, CDCls) = § (ppm) 0.95 (t, J=7.4 Hz, 6H, OCH,CH,CH,CH),
1.40 (ddq, J=7.5, 1.6 Hz, 4H, OCH,CH,CH,CHs), 1.67 (ddt, /=8.4, 7.0,
1.4 Hz, 4H, OCH,CH,CH,CHs), 3.73 (s, 3H, OCHs), 4.07 (d, J=16.5 Hz,
1H, OCH,C=0), 4.18 (t, J=6.6 Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH;), 4.19 (t,
J=6.7Hz, 2H, OCH,CH,CH,CH,), 427 (dd, J=16.5, 1.3Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.95 (d, 2Jy;;=14.4 Hz, 1H, PCH), 5.64 (dd, J=12.5, 5.3 Hz,
1H, POCH,), 5.68 (dd, J=12.1, 5.3 Hz, 1H, POCH,), 5.70 (d, J=12.3 Hz,
2H, POCH,), 7.13-7.23 (m, 2H, C¢H:F»), 7.28-7.36 (m, 1H, CH5F,)

(125MHz, CDCl;) = & (ppm) 13.62 (OCH,CH,CH,CH;), 18.83
(OCH,CH,CH,CHj), 30.45 (OCH,CH,CH,CHj3), 52.01 (OCHj3), 66.84 (d,
Jep=12.8 Hz, OCH,C=0), 68.86 (OCH,CH,CH,CH;), 77.04 (d,
'Jcp=170.7 Hz, PCH), 84.74 (d, *Jcp=6.5Hz, POCH,), 84.87 (d,
2Jep=6.7 Hz, POCH,), 117.47 (m, C¢H;F,: C2, C5), 124.59 (ddd,
Jer=Jcr=6.5 Hz, *Jc=3.8 Hz, C¢HsF,: C6), 129.49 (m, CH;F,: Cl),
150.43 (dd, 'Jc=256.2 Hz, *Jcy=21.1 Hz, C,H;F,: C-F), 150.80 (dd,
'Jer=246.9 Hz, °Jc=9.2 Hz, *Jcp=2.7 Hz, C¢H;F,: C-F), 153.70 (C=0,
Carbonat), 169.53 (C=0, Ester)

(556.44)

C47.49 H5.62
C47.64 H5.50



Methyl-2-((bis(((isopropoxycarbonyl)oxy)methoxy)phosphoryl)(3.4-difluorphenyl)-methoxy)-

acetat 41

Hergestellt aus 1,77 g 19e (4 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute
IR ¥ (cm™)

'"H-NMR

BC-NMR

C20H27F2()12P

Berechnet (%)
Gefunden (%)

31 %, gelbes Ol

259

2988 (C-Huyipn), 1760 (C=0, Ester, Carbonat), 1266 (P=0), 1030 (P-O)

(500 MHz, CDCl3) = & (ppm) 1.32 (d, J=6.3 Hz, 6H, CH(CHs),), 1.32 (d,
J=6.3 Hz, 6H, CH(CH),), 3.73 (s, 3H, OCH;), 4.09 (d, J=16.5 Hz, 1H,
OCH,C=0), 4.28 (dd, J=16.4, 1.2 Hz, 1H, OCH,C=0), 4.91 (dq, J=11.6,
6.2 Hz, CH(CH;),), 4.95 (d, 2Jyyp=14.2 Hz, 1H, PCH), 5.61-5.72 (m, 4H,

POCH,), 7.12-7.23 (m, 2H, C¢HF»), 7.28-7.32 (m, 1H, C¢H5F,)

(125 MHz, CDCl3) = § (ppm) 21.60 (CH(CHj3),), 52.01 (OCHj3), 66.90 (d,
3Jcp=12.3 Hz, OCH,C=0), 73.38 (CH(CHjs),), 73.39 (CH(CHa),), 77.07
(d, 'Jep=170.6 Hz, PCH), 84.65 (d, *Jcp=6.5 Hz, POCH,), 84.79 (d,
2Jep=6.5Hz, POCH,), 117.46 (m, C¢H;F,: C2, C5), 124.56 (ddd,
Jer="Jcy=6.3 Hz, *J5=3.9 Hz, C{H3F,: C6), 129.58 (m, C¢HsF,: C1),
150.41 (dd, 'Jcy=247.4 Hz, *Jc=10.0 Hz, CH;F,: C-F), 150.77 (ddd,
'Jer=247.4 Hz, *Joy=13.3 Hz, *Jcp=2.7 Hz, C{H3F,: C-F), 153.05 (C=0,

Carbonat),
(528.39)

C45.46
C45.70

153.07

H5.15
H5.19

(C=0,

Carbonat),

169.72

(C=0,

Ester)
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5.6 Untersuchungen zur in vitro-Aktivitit

5.6.1 Untersuchung der Dxr-Enzymhemmung

Die Untersuchungen an den rekombinanten Dxr-Proteinen von P. falciparum (PfDxr), E. coli (EcDxr)
und M. tuberculosis (M¢Dxr) wurden am Institut fiir Lebensmittelchemie der Universitdt Hamburg im

Arbeitskreis von Prof. Dr. Markus Fischer durchgefiihrt.

Material und Methoden

Rekombinante PfDxr wurde nach einer Methode gewonnen, die 2010 von Behrendt et al. beschrieben

217

wurde.” " Nach einer von Hecht und Mitarbeitern publizierten Methode erfolgte die Herstellung der

*2 Die Reinigung von MDxr erfolgte mittels Affinititschromatographie an

rekombinanten EcDxr.
einer Ni-NTA-Séule entsprechend der fiir PfDxr beschriebenen Vorgehensweise.”'” NADPH wurde
von BioMol (Hamburg) und Fosmidomycin wurde von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)

erworben.

1Csy-Bestimmung im photometrischen Assay

Die photometrischen Assays wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc) mit transparentem flachem
Boden durchgefiihrt. Die Assay-Losungen mit einem Gesamtvolumen von 200 pL enthielten 100 mM
Tris—Hydrochlorid* (pH=7,6), 5mM MnCl,, 5mM Dithiothreitol, 0,5mM NADPH und
10-50 nM rekombinantes Dxr-Protein (P. falciparum, E. coli oder M. tuberculosis). Die Inhibitoren
wurden in 7-13 verschiedenen Verdiinnungen im Bereich von 200 uM — 1 nM zugegeben. Die
enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (1 mM) gestartet.
Der NADPH-Umsatz wurde bei Raumtemperatur {iber 15-60 Minuten photometrisch (Wellenldnge:
340 nM) in einem Mikroplattenleser (Multiscan Spectrum, Thermo Scientific) verfolgt. Die ICs-
Werte wurden aus den initialen Umsetzungsraten durch nichtlineare Regression mit Hilfe des

Programms Dynafit berechnet.*'”>%

Der Auswertung wurde folgendes Modell zugrunde gelegt:
E+S &= ES, ES - E+P, E+1 == EI

E =Enzym, S =Substrat, P =Reaktionsprodukt, ES = Enzym-Substrat-Komplex, EI: = Enzym-
Inhibitor-Komplex

" Tris = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan.
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5.6.2 Untersuchung der antiplasmodialen Aktivitit

In vitro-Untersuchungen am P. falciparum-Stamm K1, Zytotoxizitdts-Bestimmung an MRC-5-Zellen

Die in Kapitel 2 vorgestellten Benzamide wurden im LMPH™ an der Universitit Antwerpen (Belgien)
durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Louis Maes auf ihre biologische Aktivitit gegeniiber dem
multiresistenten P. falciparum-Stamm K1 untersucht. Hier erfolgte auch die Bestimmung der
Zytotoxizitit der Benzamide und zwei oxasteren Fosmidomycin-Analoga gegeniiber MRC-5-SV2-

Zellen." Beide Methoden sind in der oben erwihnten Publikation von Behrendt et al. beschrieben.?"’

In vitro-Untersuchungen an den P. falciparum-Stammen 3D7 und Dd2

Die antiplasmodiale Aktivitdt der in Kapitel 3 und 4 beschriebenen oxasteren Fosmidomycin-Analoga
und Prodrugs wurde gegeniiber dem Chloroquin-sensitiven P. falciparum-Stamm 3D7 und dem
multiresistenten P. falciparum-Stamm Dd2* untersucht. Die Durchfithrung dieser Versuche erfolgte in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Benjamin Mordmiiller am Institut fiir Tropenmedizin des

Universitétsklinikums Tiibingen.

P. falciparum-Laborstimme 3D7 und Dd2 wurden in Dauerkultur gehalten. Von den Testsubstanzen
wurden Stammldsungen (100 mM) in DMSO hergestellt, die Vorverdiinnung auf die maximale
Testkonzentration von 50 oder 100 uM erfolgte zusammen mit Kulturmedium (RPMI 1640°%, 25 mM
HEPES™, 24mM L-Glutamin, 50 ug/mL Gentamycin und 0,5% [w/v] AlbuMAX®). Die
Untersuchungslosungen wurden auf 96-Well-Mikrotiterplatten mittels serieller Dreifach-Verdiinnung
in 11 verschiedenen Konzentrationen vorgelegt und bis zur Untersuchung bei -20 °C gelagert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von P. falciparum-Ringstadien im kompletten Kulturmedium
(1,5% Hamatokrit, 0,05 % Parasitimie). Als Wachstumskontrolle wurden Ringstadien in
Abwesenheit einr Testverbindung kultiviert. Nach dreitdgiger Inkubation der Mikrotiterplatten bei
37 °C unter sauerstoffarmen Bedingungen (5 % O,, 5 % CO,, 90 % N,) wurden die Kulturen bei -
20 °C eingefroren. Die Auswertung erfolgte mittels HRP2-ELISA'" nach einem Standardverfahren.**
Die ICso-Werte wurden mittels nichtlinearer Regressionsanalyse der Dosis-Response-Kurven mit dem
drc-Paket (v0.9.0) der Software R (v2.6.1) ermittelt.***** Jede Verbindung wurde mindestens zweimal

im Duplikat getestet.

" LMPH = Laboratory for Microbiology, Parasitology and Hygiene.

" MRC-5-SV-2 = humane, fetale Lungen-Fibroblasten.

! Der P. falciparum-Stamm Dd2 ist resistent gegen Chloroquin, Chinin, Pyrimethamin und Sulfadoxin.

¥ RPMI: Zellkulturmedium fiir normale und neoplastische Leukozyten sowie andere humane und tierische
Zelltypen, Mitte der 1960er Jahre von G. E. Moore und Kollegen am Roswell Park Memorial Institute entwickelt
(http://de.wikipedia.org/wiki/RPMI).

" HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsiure, Puffersubstanz fiir den pH-Bereich 6,8-8,2.
"' HRP2 = histidine rich protein 2. Die in einer P. falciparum-Kultur produzierte Menge an HRP2 steht in
direktem Zusammenhang mit der Parasitimie und kann daher zur Wachstumskontrolle in vitro herangezogen
werden (H. Noedl, http://malaria.farch.net). ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation beschéftigt sich mit Strukturmodifikationen des antiplasmodial und
antibakteriell wirksamen Naturstoffs Fosmidomycin (Schema 29). Fosmidomycin zeichnet sich
gegeniiber etablierten Malariatherapeutika durch einen neuartigen Wirkmechanismus aus und wird
derzeit in Kombination mit Clindamycin zur Behandlung unkomplizierter Malaria tropica in
Klinischen Phase II-Studien evaluiert. Vor Beginn der eigenen Arbeiten wurden bereits zahlreiche
Strukturvariationen zur Verbesserung der pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Eigenschaften Fosmidomycins unternommen. Im Rahmen dieser Dissertation sollten weiterfithrende
Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufgekldrt und Fosmidomycin-Analoga mit verbesserter

antiplasmodialer Aktivitit entwickelt werden.
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Schema 29: Im Rahmen der Dissertation durchgefiihrte Strukturvariationen an Fosmidomycin.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Hydroxamsaurefunktionalitit Fosmidomycins gegen ortho-
Hydroxy- und ortho-Aminobenzamid-Strukturen ausgetauscht, die bei HDAC-Inhibitoren bereits mit
Erfolg eingefiihrt worden waren. Die Synthese der geschiitzten Vorstufen 1-4 gelang durch
Aktivierung der Carbonsduren LVIIa-d zu Saurechloriden und anschlieBende Umsetzung mit den
ortho-funktionalisierten Anilinen LVIIIa und b (Schema 30). Die katalytische Hydrogenolyse bzw.
Reduktion und anschlieende TMSBr-vermittelte Desalkylierung der Diethylphosphonate fiihrte zu
den Zielverbindungen 13-15. Die Fosmidomycin-Analoga 13-15 zeigen in vitro weder gegeniiber den
rekombinanten DOXP-Reduktoisomerasen von P. falciparum (PfDxr), E.coli (EcDxr) und
M. tuberculosis (MtDxr) noch gegeniiber dem P. falciparum-Laborstamm K1 inhibitorische Aktivitét.
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R=H, Ph X =0Bn, 2a,b: X=0Bn,R=Ph,n=1,2 14a,b: X=0H,R=Ph,n=1,2
n=1,2 NO, 3a,b: X=NO,,R=H,n=1,2 15a,b: X=NH,,R=H,n=1,2

Schema 30: Synthese der Fosmidomycin-Analoga 13a,b-15a,b.

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) 1. CO,Cl,/DMF, Toluen, RT, 1 h; 2. Pyridin, CH,Cl,,

LXIX, RT, 1 h; 13a,b, 14a: b) Hy/Pd-C, 2 bar, MeOH, RT, 1-2 h; ¢) 1. TMSBr (5 eq.), CH,Cly;
2. THF/H,0; 14b, 15a,b: 1.c), 2.b).

Im Hauptteil der Arbeit wurden mehrere Strukturvariationen Fosmidomycins, die sich im Vorfeld der

Dissertation als aktivitdtssteigernd erwiesen hatten, in einer Zielstruktur kombiniert (Schema 31).

Fosmidomycin: R=R'=H
|C50 (PfDXr) = 35-144 nM (0] OH XXXVd: R = Ph. R' = Me
ICgq (EcDxr) = 20-221 nM HO’P N. R : o,

/ ICso (Pf3D7) = 550 nM
ICso (PF3D7) = 150-1200nM  HQ Y Tof 50 (Pf3D7)
ICso (PfK1) = 1730-3710 nM
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HO | HO |
_ i '/ ‘\‘ Lilb:
XIII: IC, (EcDxr) = 49 nM ICso (EcDxr) = 72 nM
Rohmer, 2005 o o ICs (Pf3D7) = 240 nM
IFI’ oH Van Calenbergh, 2008
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P _OH
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ICsp (PfDxr) = 3 nM HO ¢ |
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\Kurz, 2010

Van Calenbergh, 2010 /

Zielstrukturen: aromatische Analoga (R' = H, Me, Et):
Ph, 1-Naphthyl, 4-Me-Ph, 4-OMe-Ph,
o) o) 4-F-Ph, 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph
1
P o _.OH
HO"/ \)LN

| aliphatische Analoga (R' = Me):
R R' CF3, CO,Et, tert-Butyl

Schema 31: Entwicklung der Zielstruktur a-substituierter, f-oxa-isosterer Fosmidomycin-Analoga.
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Die antiplasmodiale in vitro-Aktivitit Fosmidomycins kann durch die Einfiihrung eines
Phenylsubstituenten in a-Position relativ zur Phosphonsédurefunktionalitdt deutlich gesteigert werden,

250,251 .
“>" In elnem

wie Kurz und Van Calenbergh unabhingig voneinander gezeigt hatten (z. B. XXXVd).
unabhingigen Ansatz wurden durch die Arbeitsgruppe von Rohmer Fosmidomycin-Analoga mit
inverser Hydroxamsaurefunktionalitdt entwickelt, die gegeniiber der FEcDxr &aquipotent zu

2! Durch die Arbeiten von Behrendt war mit der Kombination der beiden

Fosmidomycin sind (XIII).
oben genannten Ansitze gezeigt worden, dass a-arylsubstituierte, inverse Fosmidomycin-Analoga die
stirksten bisher bekannten PfDxr-Inhibitoren sind und Fosmidomycin in ihren antiplasmodialen
Eigenschaften in vitro, nicht aber in vivo, iibertreffen (XLVa).?'" Die Arbeitsgruppe von Van
Calenbergh hatte durch den Austausch der zentralen B-Methylengruppe des Spacers gegen ein
Sauerstoffatom ebenfalls Fosmidomycin-Analoga mit verbesserter antiplasmodialer Aktivitét
entwickelt (LIIb) und in einer spiteren Studie gezeigt, dass auch a-halogenierte Fosmidomycin-
Analoga (L) antiplasmodial aktiver sind als die Leitstruktur.”***** Daraus ergab sich die Zielstruktur p-

oxasterer, inverser Fosmidomycin-Analoga mit aromatischen und aliphatischen Substituenten in a-

Position relativ zur Phosphonséurefunktionalitét.

Die Synthese der oxasteren Fosmidomycin-Analoga 26-28 ist in Schema 32 dargestellt. Ausgehend
von den Aldehyden LXXIa-k wurden durch Umsetzung mit Diethylphosphit die
a-Hydroxyphosphonate LXXa-h und 16a-c erhalten, die mit Benzylbromoacetat zu den Benzylestern
17a-k alkyliert wurden. Durch katalytische Hydrogenolyse konnten 17a-k in die korrespondierenden
Carbonsduren 18a-k iiberfiihrt werden. Die 1,1°-Carbonyldiimidazol-vermittelte Kupplung von 18a-k
mit O-benzylgeschiitzten, unterschiedlich N-substituierten Hydroxylaminen fiihrte zu den geschiitzten
Phosphonohydroxamsduren 19a-e, 20a-k und 21. Aus den N-alkylierten Derivaten 20a-k und 21
wurden mittels katalytischer Hydrogenolyse zunéchst die Hydroxamséduren 23a-k und 24 freigesetzt,
die durch anschlieBende TMSBr-vermittelte Desalkylierung in die Zielverbindungen 27a-k und 28
iiberfiihrt wurden. Die Synthese freier Hydroxamsdure-Derivate war auf diesem Weg nicht in
zufriedenstellender Reinheit moglich. Ausgehend von 19a-d wurde daher zunichst eine Umesterung
der Phosphonsdurediethylester in die korrespondierenden Dibenzylester 25a-d durchgefiihrt, aus
denen die Zielverbindungen 26a-d durch katalytische Hydrogenolyse in guter Reinheit erhalten

wurden. Die Umesterung von 19e gelang dagegen nicht.

26a-e, 27a-k und 28 wurden auf ihre inhibierende Wirkung gegeniiber PfDxr, EcDxr und M¢Dxr
untersucht. Auflerdem wurde die antiplasmodiale Aktivitdt der Verbindungen in vitro gegeniiber den
P. falciparum-Laborstimmen Dd2 und 3D7 evaluiert (Tabelle 9). Alle Fosmidomycin-Analoga
inhibieren die PfDxr deutlich starker als EcDxr und M¢Dxr. Die PfDxr-Inhibition korreliert gut mit der

P. falciparum-Wachstumsinhibition in vitro.
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Schema 32: Synthese der B-oxasteren, inversen Fosmidomycin-Analoga 26-28.

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Diethylphosphit, Et;N, RT, 1-2 h; b) Benzylbromoacetat,
Ag,O, DMF, RT, 12 h; ¢) Hy/Pd-C, MeOH (EtOAc), 1 bar, RT, 1-2 h; d) R-NHOBn (R‘ = H, Me, Et),
1,1°-Carbonyldiimidazol, CH,Cl,, RT, 12 h; ¢) H,/Pd-C, 1 bar, MeOH, RT, 1-2 h; f) 1. TMSBr,
CH,Cl,; 2. THF/H,O; g) 1.TMSBr (5 eq.), CH,Cl,; 2. THF/H,O; 3. O-Benzyl-N,N ‘-
dicyclohexylisoharnstoff (2 eq.), C¢Hs, 80 °C, 4 h.

Zusammengefasst ergeben sich folgende Erkenntnisse tiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen:

Die stdrksten Dxr-Inhibitoren unter den synthetisierten Fosmidomycin-Analoga weisen als
gemeinsames Strukturmerkmal eine N-methylsubstituierte Hydroxamsdurefunktionalitdt und einen
aromatischen  Substituenten in o-Positon auf (27a-h). Die N-Ethylsubstitution der
Hydroxamséurefunktionalitit in Verbindung 28 flihrt zur Aktivitdtsminderung. Im Vergleich zu 27-28
sind die freien Hydroxamséure-Derivate 26a-e deutlich schwéchere Dxr-Inhibitoren und vermodgen das
Wachstum von P. falciparum unterhalb Konzentrationen von 50 uM nicht zu hemmen. Alle

Fosmidomycin-Analoga inhibieren die plasmodiale Dxr stérker als die EcDxr- und MtDxr-Enzyme.
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Mit ICsp-Werten im Konzentrationsbereich von 12—65 nM sind die aromatischen, N-methylierten
Analoga 27a-h bis zu zehnfach stirkere PfDxr-Inhibitoren als Fosmidomycin. Besonders eine
3,4-Dihalogenierung sowie eine para-Methylsubstitution des a-Phenylrestes von 27a fiihren zu einer
effizienteren PfDxr-Hemmung und einer deutlichen Verbesserung der P. falciparum-
Wachstumsinhibition (27d,g,h). Die antiplasmodiale in vitro-Aktivitit Fosmidomycins wird von den

aromatischen, N-methylierten Analoga 27b-e,g und h gegeniiber beiden Laborstimmen iibertroffen.

Die aliphatisch substituierten Analoga 27i-k zeigen eine geringere enzym- und wachstumsinhibierende
Wirkung als die aromatischen Derivate. Das a-trifluormethylierte Analogon 27i besitzt allerdings
gegeniiber PfDxr, EcDxr und MtDxr dhnliche Aktivitdt wie Fosmidomycin und zeigt in vitro dhnlich

gute antiplasmodiale Aktivitdt wie einige aromatische Analoga.

Enzymassay Zellkulturassay
PfDxr EcDxr MiDxr P.fDd2 P.f3D7
1Cso (uM) 1Cso (uM) 1Cso (uM) ICso (uM) IG5 (uM)
26a 1.5+/-0.1 20 +/-2 466 +/- 60 n. b. > 50
26b 2.2+/-0.1 17 +/-1 352 +/-29 n. b. > 50
26¢ 1.8 +/-0.1 12 +/-1 348 +/-29 n. b. > 50
26d 1.7+/-0.1 93+/-0.3 192 +/- 16 n. b. > 50
26e 39+/-0.2 49 +/-2 > 500 n. b. > 50
27a 0.0374+/-0.002  0.94 +/- 0.05 16 +/- 1 0.70 1.2
27b 0.039 +/- 0.004 4.6 +/-0.3 15+/-1 0.35 0.52
27¢ 0.046 +/- 0.004  0.45 +/-0.04 2.84/-0.2 0.34 0.31
27d 0.025 +/-0.003  0.32 +/-0.02 4.0+/-0.2 0.19 0.18
27e 0.027 +/- 0.001  0.16 +/- 0.01 51+/-04 0.35 0.48
27f 0.065 +/-0.005  0.73 +/- 0.07 12 +/-1 1.2 1.3
27g 0.012 +/- 0.001  0.24 +/- 0.01 4.6 +/-0.2 0.13 0.54
27h 0.014 +/-0.001  0.20 +/- 0.02 1.6 +/-0.1 0.14 0.24
27i 0.15+/-0.01 0.16 +/- 0.01 42+/-0.3 0.81 1.1
27j 1.9+/-0.2 5.74/-0.2 178 +/- 15 9.2 14
27k > 500 22 +/-1 > 500 > 50 > 50
28 0.205 +/- 0.009 25 +/-2 287 +/- 21 3.8 8.1
Fos-Na 0.16 +/- 0.02 0.12+/-0.01  0.23+/-0.01 0.81 0.88

Tabelle 9: Ergebnisse der biologischen Untersuchungen von 26-28. Die Aktivititsuntersuchungen
gegeniiber PfDxr, EcDxr und M¢Dxr erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Markus Fischer
am Institut fiir Lebensmittelchemie der Universitit Hamburg. Die Zellkulturassays wurden durch die
Arbeitsgruppe von Dr. Benjamin Mordmiiller am Institut fiir Tropenmedizin der Universitit Tiibingen
durchgefiihrt.
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Die Stukturaufklarung des Bindungsmodus der aromatischen, N-methylierten Inhibitoren (27a-h)
gelang nicht. Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Groll (Lehrstuhl fiir Biochemie, Technische
Universitit Miinchen) erhielt aus einem Kristallisationsansatz mit PfDxr, 27g, Mg>" und NADPH
Kristalle, deren Rontgenstrukturanalyse nicht unterhalb einer Auflosung von 3 A moglich war. Aus
dem erhaltenen Datensatz konnte keine Aussage iiber die Lage des Inhibitors im katalytischen

Zentrum des Enzyms getroffen werden.

Im dritten Teil der Dissertation wurden ausgehend von den starksten PfDxr-Inhibitoren 27g und h die
Prodrugs 35-39 synthetisiert (Schema 33). Durch Derivatisierung eines oder beider Pharmakophore in
lipophile Prodrug-Gruppen konnte die antiplasmodiale in vitro-Aktivitdt im Vergleich zu den freien
Phosphonohydroxamsduren betrachtlich gesteigert werden (vergleiche z. B. 36: 1Cso (P/Dd2) =9 nM)
und 38: IC5, (P/Dd2 = 19 nM) mit 27g: ICs, (PfDd2) = 130 nM).

o} o)
HO_ 1 O
Ho-F o\)J\N,OH )(i _\O\(lpl) 5 O o
| — R' oo ITI/
R 27g:R=F 35a:R=F, R =tBu
R 27h:R=ClI R 35b:R=Cl, R =tBu
R 36: R=F, R' = nBuO
37:R=F,R' =jPrO
POMO‘('F?> o) i o__X
POMO” N” ~
s T
a e
o)
F 38:X=0 POM = o~
F 39: X=N %o

Schema 33: Ubersicht der ausgehend von 27g und 27h synthetisierten Prodrugs.

Im Anschluss an derzeit laufende Untersuchungen gegeniiber P. falciparum-Patientenisolaten soll die
in vivo-Aktivitit ausgewihlter Fosmidomycin-Analoga und Prodrugs ermittelt werden. Fiir eine
weitere, zielgerichtete Entwicklung von Fosmidomycin-Analoga als Antimalariamittel ist eine
Strukturaufklérung des Bindungsmodus von Inhibitoren an die plasmodiale Dxr notwendig, auf deren
Basis aktivitétssteigernde Strukturmodifikationen vorausgesagt werden kdnnten. Bei chiralen Dxr-
Inhibitoren wie o-monosubstituierten Fosmidomycin-Analoga sollte durch stereoselektive Synthese
des wirksameren Enantiomers oder dessen Isolation mittels Racemattrennung eine weitere
Aktivititssteigerung erreichbar sein, sofern auch der a-Substituent direkte Wechselwirkung zur PfDxr

aufweist oder die Stereochemie Einfluss auf den Transport zur Zielstruktur nimmt.
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7 Summary

This dissertation focuses on structural modifications of the natural product fosmidomycin (Scheme 1),
which shows strong antiplasmodial activity and a different mode of action compared to established
antimalarials. In combination with clindamycin, fosmidomycin is currently evaluated in phase II
clinical trials for the treatment of uncomplicated Malaria tropica. In order to improve fosmidomycin’s
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties, various structural modifications have been
accomplished prior to this work. The aims of this work were to elucidate advanced structure-activity

relationships and to develop new fosmidomycin analogues with improved antiplasmodial activity.
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Scheme 1: Structural variations of fosmidomycin described in this work.

In the first approach, fosmidomycin’s hydroxamate moiety was replaced by an ortho-hydroxy- or
ortho-aminobenzamide moiety. Previously, these structural motifs had been successfully applied in
HDAC inhibitors. The protected precursors 1-4 were synthesized by conversion of the carboxylic
acids LVIIa-d into acid chlorides and subsequent treatment with ortho-functionalized anilines LVIIIa
and b (Scheme 2, p. 269). Palladium-catalyzed hydrogenolysis or reduction and TMSBr-mediated
dealkylation of diethylphosphonates afforded target compounds 13-15.
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n=1,2 NO, 3a,b: X=NO,, R=H,n=1,2 15a,b: X = NH,, R=H,n=1, 2

Scheme 2: Synthesis of fosmidomycin analogues 13a,b-15a,b.

Reagents and conditions: a) 1. CO,Cl,/DMF, toluene, RT, 1 h; 2. pyridine, CH,Cl,, LVIII, RT, 1 h;
13a,b, 14a: b) H,/Pd-C, 2 bar, MeOH, RT, 1-2h; ¢) 1. TMSBr (5 eq.), CH,Cl,; 2. THF/H,0;
14b, 15a,b: 1.c), 2.b).

In vitro, 13-15 showed neither inhibitory activity towards Dxr enzymes of P. falciparum (PfDxr),
E. coli (EcDxr) and M. tuberculosis (MtDxr) nor growth inhibition of the P. falciparum K1 strain.

In the main part of this work, several structural modifications of fosmidomycin that were evaluated
independently from each other previous to this work were combined into a new target structure
(Scheme 3), p.270). Kurz and Van Calenbergh developed independently a-phenyl substituted
fosmidomycin analogues that exhibit considerably improved antiplasmodial activity (for example,
XXXVd).?"*" In an independent approach, Rohmer’s group demonstrated that inversion of the
hydroxamate group leads to analogues with equal potency towards EcDxr with regard to
fosmidomycin (XIIN).”*' Later, Behrendt combined both approaches and showed a-aryl substituted
reverse fosmidomycin analogues to be the strongest P/Dxr inhibitors known so far (XLVa).*'” These
analogues also exhibit stronger antiplasmodial potency than fosmidomycin in vitro, but not in vivo.
Van Calenbergh’s group developed spacer-modified fosmidomycin analogs with improved
antiplasmodial activity by isosteric replacement of the PB-methylene group by an oxygen atom
(LITb).”® In a more recent study this group presented o-halogenated analogues that exceed

fosmidomycin’s antiplasmodial activity (L).**®

Based on these findings, in this work B-oxa-isostere, a-substituted reverse fosmidomycin analogues
were developed as new target structures. Scheme 4 (p. 271) shows the synthesis of fosmidomycin
analogues 26-28. Starting from aldehydes LXXIla-k, a-hydroxy phosphonates LXXa-h and 16a-c
were accessible by treatment with diethyl phosphite in the presence of triethylamine. Alkylation with
benzyl bromoacetate afforded benzyl esters 17a-k, and subsequent catalytic hydrogenolysis led to

carboxylic acids 18a-k.
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fosmidomycin: R=R'=H
ICsg (PfDxr) = 35-144 nM
ICsq (EcDxr) = 20-221 nM
ICs5q (Pf3D7) = 150-1200 nM
ICsq (PfK1) = 1730-3710 nM

XXXVd: R = Ph, R' = Me
ICso (PF3D7) = 550 nM
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aromatic analogues (R' = H, Me, Et):
Ph, 1-Naphthyl, 4-Me-Ph, 4-OMe-Ph,

target structures:

o 0 4-F-Ph, 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph, 3,4-Cl-Ph
11
P. @) _OH
HO"/ Y \)J\ITI aliphatic analogues (R' = Me):
HO R R’ CF3, CO,Et, tert-Butyl

Scheme 3: Structural modifications of fosmidomycin done prior to this work as starting points for the
development of a new target structure.

The protected phosphonohydroxamic acids 19a-e, 20a-k and 21 were

1,1’-carbonyldiimidazole-mediated coupling of 18a-k with O-benzyl-protected hydroxylamines

synthesized by

(R’NHOBn, R’ =H, CHj, C,Hs). The benzyl protecting groups of N-alkylated intermediates 20a-k
and 21 were removed by catalytic hydrogenolysis to yield hydroxamic acids 23a-k and 24. TMSBr-
mediated cleavage of ethyl phosphonates followed by hydrolysis finally led to target compounds
27a-k and 28. Because the synthesis of free hydroxamate derivatives was not successful following this
protocol, intermediates 19a-d were converted into benzyl phosphonates 25a-d by a three step
transesterification method. Finally, phosphonohydroxamic acids 26a-d were obtained by catalytic

hydrogenolysis. However, conversion of 19e into the corresponding benzyl phosphonate failed.
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16a-c 17a-k,18a-k: R = Ph, 1-naphthyl, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph,
4-F-Ph, 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph, CF; CO,Et, tBu

o)
EtO_1I
18ak 9 . e PYOJLN/OBn 19a-e: R'=H, R =Ph, 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph,
N 2,4-F-Ph, 3,4-F-Ph

R R 20a-k: R'=Me, R =Ph, 1-naphthyl, 4-OMe-Ph,
19a-e 4-Me-Ph, 4-F-Ph, 2,4-F-Ph, 3 4-F-
20a-k Ph, 3,4-CI-Ph, CF; CO,Et, tBu

21 21: R=Et, R=Ph

19e e) Eto\(l? Q
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21 EtO” N~
' f) 26a-
R R HO || a-e
> O\)L OH  27ak
22c 28
23a-k R R
24
22c: R'=H, R=34-F-Ph
o o 23/27a-k: R'=Me, R =Ph, 1-naphthyl,
BnO_ i e) 4-OMe-Ph, 4-Me-Ph,
19a-d 9, Bno " OQLN/OBn — 4-F-Ph, 2,4-F-Ph,
| 3,4-F-Ph, 3,4-CI-Ph,
R H CF3, CO,Et, tBu
25a-d 24,28: R'=Et, R=Ph

R = Ph, 4-OMe-Ph,
25/26a-d: R'=H, 4-Me-Ph, 2,4-F-Ph
26e: R'=H, R=34-F-Ph

Scheme 4: Synthesis of oxa-isostere fosmidomycin analogues 26-28.

Reagents and conditions: a) diethyl phosphite, Et;N, RT, 1-2 h; b) benzyl bromoacetate, Ag,O, DMF,
RT, 12h; ¢) HyPd-C, MeOH (EtOAc), 1 bar, RT, 1-2h; d) R NHOBn (R‘=H, Me, Et),
1,1¢-carbonyldiimidazole, CH,Cl,, RT, 12 h; e) Hy/Pd-C, 1 bar, MeOH, RT, 1-2 h; f) 1. TMSBr,
CH,Cl,; 2. THF/H,O; g) 1.TMSBr (5 eq.), CH,Cl,; 2. THF/H,O; 3. O-benzyl-
N,N ‘~dicyclohexylisourea (2 eq.), CsHg, 80 °C, 4 h.

The inhibitory activity of target compounds 26a-e, 27a-k and 28 was evaluated in vitro towards
PfDxr, EcDxr and M¢Dxr. Furthermore, 26-28 were tested on growth inhibition of P. falciparum
laboratory strains Dd2 and 3D7 (for results, see Table 1, p.272). All screened fosmidomycin
analogues inhibit PfDxr stronger than EcDxr or MtDxr. Notably, there is a good correlation between

inhibition of isolated PfDxr enzyme and and P. falciparum growth inhibition.
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enzyme assay whole-cell assay
PfDxr EcDxr MDxr P.fDd2 P.f3D7
1Csp (UM) 1Csp (UM) 1Csp (uM) ICso (uM)  ICsp (uM)
26a 1.5+/-0.1 20 +/-2 466 +/- 60 n. b. > 50
26b 2.2+/-0.1 17 +/- 1 352 +/-29 n. b. > 50
26¢ 1.8+/-0.1 12 +/-1 348 +/- 29 n. b. > 50
26d 1.7+/-0.1 93+/-0.3 192 +/- 16 n. b. > 50
26e 39+/-0.2 49 +/-2 > 500 n. b. >50
27a 0.037+/-0.002  0.94 +/- 0.05 16 +/- 1 0.70 1.2
27b 0.039 +/- 0.004 4.6 +/-0.3 15+/-1 0.35 0.52
27¢ 0.046 +/- 0.004  0.45 +/- 0.04 2.8+/-0.2 0.34 0.31
27d 0.025 +/-0.003  0.32 +/- 0.02 4.0+/-0.2 0.19 0.18
27e 0.027 +/-0.001  0.16 +/- 0.01 5.14/-0.4 0.35 0.48
27f 0.065 +/- 0.005  0.73 +/- 0.07 12 +/-1 1.2 1.3
27g 0.012 +/-0.001  0.24 +/- 0.01 4.6 +/-0.2 0.13 0.54
27h 0.014 +/-0.001  0.20 +/- 0.02 1.6 +/-0.1 0.14 0.24
27i 0.15+/-0.01 0.16 +/- 0.01 42+/-0.3 0.81 1.1
27j 1.9+/-0.2 5.7+/-0.2 178 +/- 15 9.2 14
27k > 500 22 +/-1 > 500 > 50 > 50
28 0.205 +/- 0.009 25 +/-2 287 +/- 21 3.8 8.1
Fos-Na 0.16 +/- 0.02 0.12+/-0.01 0.23 +/-0.01 0.81 0.88

Table 1: Biological activity of fosmidomycin analogues 26-28. Enzyme assays were performed by the
group of Prof. Dr. Markus Fischer (Hamburg School of Food Science, Universitit Hamburg). Growth
inhibition of P. falciparum strains was determined by Dr. Benjamin Mordmiiller’s group (Institut fiir
Tropenmedizin, Universitit Tiibingen).

In summary, the following structure activity relationships can be deduced from the biological data:

The strongest Dxr inhibitors evaluated in this study are the aromatic compounds with N-methylated
hydroxamate moiety (27a-h). N-ethylated phosphonohydroxamic acid 28 shows lower inhibitory
activity compared to 27a-h. In contrast to N-alkylated derivatives 27-28, free hydroxamic acids 26a-e
are weaker Dxr inhibitors and do not show any antiplasmodial effect below concentrations of 50 pM.

All fosmidomycin analogues inhibit PfDxr stronger than EcDxr and M¢Dxr.

With ICs values in the low nanomolar concentration range, aromatic, N-methylated analogues 27a-h
show up to ten times stronger PfDxr inhibition than fosmidomycin. In particular, 3,4-dihalogenation
and para-methylation of the a-phenyl residue of 27a leads to a stronger PfDxr inhibition and a
considerable improvement in P. falciparum. Most of the aromatic, N-methylated analogues (27b-

e,g,h) outperform fosmidomycin regarding its in vitro activity towards both P. falciparum strains.

Aliphatic N-methyl derivatives 27i-k are weaker inhibitors of Dxr and P. falciparum growth than
a-aryl substituted compounds 27a-h. Remarkably, the most potent member of this group,

trifluoromethylated analogue 27i, inhibits recombinant PfDxr, EcDxr and MtDxr still as effective as
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fosmidomycin and shows in vitro antiplasmodial activity comparable to that of some aromatic

analogues.

Cocrystallization attempts and X-ray analysis performed by Prof. Dr. Michael Groll’s group
(Lehrstuhl fiir Biochemie, Technische Universitdt Miinchen) did not lead to the elucidation of the
binding mode of aromatic, N-methylated fosmidomycin analogues (27a-h). X-ray analysis of crystals
obtained from a mixture of PfDxr, 27g, Mn>" and NADPH was possible only at 3 A resolution, so
inhibitor 27g could not be located inside the catalytic center of PfDxtr.

The last part of this work deals with the synthesis and biological evaluation of prodrugs derived from
the strongest PfDxr inhibitors 27g and h (Scheme 5). Conversion of one or both pharmacophors into a
lipophilic prodrug moiety led to considerably improved in vitro antiplasmodial potency, as
exemplified by comparision of prodrugs 36 (ICso (P/Dd2) =9 nM) and 38 (ICs, (PfDd2) =19 nM) to
parent compound 27g (ICs, (PfDd2) = 130 nM).

HO_ 0
N
Hoo o | _OH

)(1 %b_ o OH
— R' oo ITJ/
R 27g:R=F 35a: R=F,R'=tBu
R 27h: R=Cl R 35b:R=Cl,R' =tBu
R 36: R=F, R'= nBuO
37:R=F,R' =/PrO
POMO\(H) o o o x
POMO” NN
35a E— 0
o)
F 38:X=0 POM = <.~
: 0
F 39: X=N K

Scheme 5: Prodrugs of fosmidomycin analogues 27g and h.

Selected fosmidomycin analogues and prodrugs are currently evaluated towards P. falciparum field
isolates. In the next step, in vivo experiments should be conducted. In order to develop more efficient
fosmidomycin analogues for the use as antimalarial drugs, structrual information about the binding
mode of inhibitors to plasmodial Dxr is desirable. This could serve as the basis for the prediction of
structural modifications that increase antiplasmodial activity. In the case of chiral compounds like
a-monosubstituted fosmidomycin analogues, activity towards Dxr enzyme should be improvable by
stereoselective synthesis or racemic resolution to yield the more potent enantiomer. This will be the
case if there is a direct interaction of the a-residue to PfDxr or if the stereochemical conformation of

the inhibitor has an effect on its transport to its target.
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