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1 Einleitung
1.1 Malaria

1.1.1 Bedeutung
3,3 Milliarden Menschen sind laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) davon bedroht, an

Malaria zu erkranken. Malaria stellt somit eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten
weltweit dar. In ihrem World Malaria Report (aktueller Stand: 2014) stellt die WHO fiir das
Jahr 2013 fest, dass es 198 Millionen Félle von Malaria gab wovon insgesamt 584000 todlich
verliefen. Von diesen Todesfillen traten 90 % in Afrika und 78 % bei Kindern unter 5 Jahren
auf"! Allein aus den Zahlen wird ersichtlich, dass Malaria hauptsichlich ein Problem der

Entwicklungslinder, der Armut und der kérperlich Schwachen ist.*!

1.1.2 Der Malaria-Erreger und die Erkrankung

Die Malaria-Erreger sind einzellige, den Apikomplexa zugehorige Eukaryoten der Gattung
Plasmodium."”! Hiervon 16sen fiinf Spezies im menschlichen Organismus Malaria aus, wobei
weibliche Stechmiicken der Gattung Anopheles als Vektoren fiir die Parasiten fungieren. Bei
den fiinf humanpathogenen Parasiten handelt es sich um P. vivax, P. ovale, P. malariae, P.
falciparum und P. knowlesi."™ Plasmodien 16sen unterschiedliche Formen von Malaria aus.
So verursachen P. vivax und P. ovale Malaria tertiana, P. malariae Malaria quartana und P.
falciparum Malaria tropica. P. knowlesi ist der Erreger der P. knowlesi-Malaria. Fieber,
Schiittelfrost und Krimpfe des Magen-Darm-Trakts treten bei allen Malariaformen auf.!*)
Charakteristisch fiir einige Malariaarten ist die jeweilige Fieberrhythmik, die bei der
schwerwiegendsten Form, Malaria tropica, nicht zwangslaufig auftreten muss. Malaria
tropica zeichnet sich durch starke Andmie und lebensgefdhrliche Komplikationen wie
beispielsweise Organversagen aus. Dieses wird dadurch ausgelost, dass die mit P. falciparum
infizierten Erythrozyten kleine Blutgefdle obstruieren oder verschlieBen. Es kommt zu
Perfusionsstdrungen des Gewebes. Tritt dies im zentralen Nervensystem auf, entwickelt sich
cerebrale Malaria.'¥! Malaria tropica ist die Haupttodesursache fiir Kinder unter 5 Jahren auf
dem afrikanischen Kontinent."’

Zur Diagnose von Malaria werden klinische Symptome, die Anamnese und
diagnostische Tests herangezogen.!”! Blutausstriche zum mikroskopischen Nachweis des
Erregers und Schnelltests auf plasmodiale Antigene kommen hier zum Einsatz. Nachteilig ist

unter anderem, dass die Analyse von Blutausstrichen Ausriistung und geschultes Personal
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erfordert und die Schnelltests teuer sind. Deshalb wird hdufig aufgrund der unspezifischen
klinischen Symptome eine Diagnose gestellt. Da Malaria nur gut behandelbar ist, wenn
schnell und sachgemif3 die Chemotherapie eingeleitet wird, konnen Fehldiagnosen fatale
Folgen haben.™ ® Malaria-Infektionen werden von der WHO je nach Schweregrad der
auftretenden Symptome in unkomplizierte und komplizierte Malaria unterteilt.”” Dies wird in

Abschnitt 1.2 ,, Therapie von Malaria® niher erldutert.

Lebenszyklus von Plasmodium spp.

Der Lebenszyklus des Malariaerregers kann in zwei Phasen unterteilt werden, die
geschlechtliche Vermehrung im Moskito (Sporogonie) und die ungeschlechtliche im

Menschen (Schizogonie) (s. Abbildung 1).14

/‘ ‘
1. Transmission to human &
(injects sporozoites via bite)

2. Sporozoites enter liver and
infect hepatocytes

Life Cycle of the Malaria Parasite

mitotic replication

schizont

trophozoite FOLE
4. Intraerythrocytic cycle -
(asexual/symptomatic cycle)

rupture

8. Migrates through
midgut wall, @
forms oocyst @
3. Liver cells rupture and
merozoites released

7. Gametocytes mate,
undergo meiosis

6. Transmission to mosquito 5. Sexual cycle
(ingests gametocytes via bite) / \\\‘\ (merozoites produce gametocytes instead)

Abbildung 1 Lebenszyklus des Malariaparasiten (iibernommen aus Klein 2013%).

Wihrend einer Blutmahlzeit findet die Transmission des Erregers von dem Vektor Miicke auf
den Wirt Mensch statt (1). Die Stechmiicke infiziert hierbei den Menschen mit Sporozoiten,
von denen nur ca. 100 in die menschliche Blutbahn gelangen!®. Diese befallen in der Leber
Hepatozyten und vermehren sich in den Zellen asexuell durch Mitose (2). Nach 6-15 Tagen

platzen diese Leberschizonten und geben tausende Merozoiten frei, die im Blut Erythrozyten
2



befallen (3). Bei Infektionen mit Plasmodium vivax und Plasmodium ovale persistieren
Dauerformen, sogenannte Hypnozoiten, in den Leberzellen. Sie konnen auch Jahre nach der
Primérinfektion zu Rezidiven fithren.” Nach Invasion der Erythrozyten durch die Merozoiten
kommt es zur asexuellen Vermehrung, wobei der Erreger mehrere Stadien durchlduft. Vom
Ringstadium reift er zum Trophozoiten und schlieflich zum Schizonten heran.
Wihrenddessen ernihren sich die Erreger hauptséchlich von Glucose und Himoglobin.*! In
threr sauren Nahrungsvakuole bauen sie Hdmoglobin zu kleineren Peptiden sowie freien

(19 pro Schizont werden

Aminoséduren ab. Toxisches Him wird in Himozoin umgewandelt.
durchschnittlich 16 neue Merozoiten gebildet. Die Schizonten platzen und geben die
Merozoiten frei, was die charakteristischen Fieberschiibe auslost (4). Dieser Zyklus dauert bei
P. vivax, ovale und falciparum 48 h und bei P. malariae 72 h. Mit Ausnahme von P.
falciparum sind die Zyklen synchronisiert und es tritt die fiir die jeweilige Infektion typische
Fieberrhythmik auf.'"! Die Merozoiten kénnen nun ihrerseits wieder Erythrozyten befallen
und ein neuer Zyklus beginnt. Einige Merozoiten entwickeln sich jedoch zu Gametozyten (5).
Der Reifeprozess der Gametozyten umfasst 5 morphologisch unterschiedliche Stadien (I-
V).l'2 Wihrend einer erneuten Blutmahlzeit kann nun die Transmission der reifen
Gametozyten vom Menschen auf den Vektor erfolgen (6). Es beginnt die Phase der
geschlechtlichen Vermehrung. Die Gametozyten gelangen in den Darm der Miicke und
entwickeln sich zu Gameten. Dort verschmelzen sie (7) und tliber das Stadium der Zygote und
des Ookineten wird schlieBlich im Gewebe des Darms eine Oozyste gebildet (8). In ihr reifen

tausende Sporozoiten heran (9), die wiederum wéhrend der nichsten Blutmahlzeit auf den

Menschen iibertragen werden.

1.2 Therapie von Malaria

1.2.1 Etablierte Arzneistoffe

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht {iber Wirkstoffe, die zur Therapie und Privention von Malaria
eingesetzt werden. Bei vielen Arzneistoffen sind die Wirkungsmechanismen auf molekularer
Ebene nicht vollstindig geklart und das genaue Target somit unbekannt, wie beispielsweise
bei den 4-Aminochinolinen, den 8-Aminochinolinen und den Arylaminoalkoholen.

Die Arzneistoffe unterscheiden sich stark in ihren Halbwertszeiten, in dem Ausmal
der plasmodialen Resistenzentwicklung, in ihrem Nebenwirkungsprofil und in ihrer Aktivitit
gegeniiber den verschiedenen Stadien des Lebenszyklus von Plasmodien.!*"*! Die WHO gibt
basierend auf diesen unterschiedlichen Eigenschaften regelmifBig aktualisierte Richtlinien
heraus, welche Arzneistoffe zur Pravention und Therapie der einzelnen Malariainfektionen

3



eingesetzt werden sollten.!"” " '%1 Die aktuellen Richtlinien werden im folgenden Abschnitt

dargestellt.
Arzneistoffklasse Beispiele Anmerkung wirksam
gegen
Endoperoxide/ Dihydro- Fe(Il) des Hamproteins fithrt zur | B
Artemisinine artemisinin, Radikalbildung durch Spaltung Qs
Artesunat, der Endoperoxidstruktur;
Artemether Hemmung einer Ca’"-abhingigen
ATPase wird auch angenommen;
Artemisinine sind schnell
wirkend"” und werden mit
langsam wirkenden Arzneistoffen
kombiniert
Arylaminoalkohole Lumefantrin, Inhibition des B
Halofantrin, Héamoglobinabbaus; Mefloquin Mefloquin,
Mefloquin, hat Nebenwirkungen wie Chinin,
Chinin Depressionen, Psychosen, Halofantrin
Albtréiume[lg]; Chinin auch SB!
zentralnervose Nebenwirkungen,
Herzrhythmusstérungen'*”’;
Halofantrin auch
Herzrhythmusstérungen'*'!
4-Aminochinoline Piperaquin, Inhibition des Himabbaus im B
Chloroquin, Parasiten zu ungiftigem Pyronaridin
Amodiaquin, Himozoin***¥ auch S
Pyronaridin
8-Aminochinoline Primaquin Beeintrachtigt mitochondriale B
Funktionen der Parasiten; Mittel S
der Wahl zur Elimination von L
Hypnozoiten!*”!
Sulfonamide Sulfadoxin Wird mit Pyrimethamin B
kombiniert S
Diaminopyrimidine, | Pyrimethamin Proguanil in Kombination mit B
Biguanide (Diamino- Atovaquon'®® auch Elimination S27]
pyrimidin), von Leberstadien L
Proguanil
(Biguanid)
Naphthochinone Atovaquon Target: Cytochrom b1 Komplex B
der parasitidren Mitochondrien; S
Atovaquon ist aktiv gegen L
Leberstadien, totet diese aber
nicht
Antibiotika Clindamycin, Target der drei Antibiotika: B
Doxycyclin, Ribosomen des Apikoplasten™ !'¥ L
Tetracyclin

Tabelle 1 Arzneistoffe, die zur Behandlung oder Prophylaxe von Malaria-Infektionen eingesetzt werden.

[13-15, 28]

B = Blutstadien, S = Sexualstadien, L. = Leberstadien von Plasmodium; [a] Naheres zum Thema Apikoplast

siehe Abschnitt 1.3.
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1.2.2 Priavention von Malariainfektionen

Die Richtlinien zur Prdvention von Malariainfektionen werden von der WHO in
,,JInternational Travel and Health* publiziert.“é] Die Priavention besteht aus zwei wesentlichen
Elementen, der Vermeidung von Miickenstichen und der Chemoprophylaxe. Die
Chemoprophylaxe bietet keinen kompletten Schutz vor einer Malariainfektion, reduziert aber
signifikant das Risiko an einer komplizierten Malaria zu erkranken. Tabelle 2 zeigt die von

der WHO empfohlene Art der Chemoprophylaxe in Abhingigkeit vom Infektionsrisiko.!'®!

Typ | Risiko Privention
A Geringes Infektionsrisiko Pravention von Miickenstichen
B Nur Infektionsrisiko mit P. vivax Priavention von Miickenstichen und
Chemoprohylaxe mit Chloroquin
C/D | Infektionsrisiko mit P. falciparum und Pravention von Miickenstichen und
Chloroquin- sowie Sulfadoxin/Pyrimeth- Chemoprohylaxe mit Doxycyclin oder
amin-Resistenz oder einer anderen Resistenz | Atovaquon/Proguanil oder Mefloquin
(entsprechend des Resistenzschemas)

Tabelle 2 Privention von Malaria-Infektionen nach WHO.!'®!

Die zur Priavention von Miickenstichen eingesetzten MafBlnahmen sind unter anderem der
Einsatz von Insektiziden bzw. Repellenzien wie z.B. Pyrethroide, DEET oder Icaridin, die

] Die Chemoprophylaxe

Benutzung von Moskitonetzen oder das Tragen langer Kleidung.
muss je nach Arzneistoff zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor der Reise begonnen werden
und auch die Einnahmehéufigkeit variiert. So muss Chloroquin einmal wochentlich
eingenommen werden und mit der Chemoprophylaxe wird eine Woche vor Ankunft im
Zielland begonnen. Die wochentliche Einnahme von Mefloquin beginnt beispielsweise schon
2-3 Wochen vor Ankunft, um unter anderem einen ausreichenden Blutspiegel aufzubauen.
Alle prophylaktisch eingesetzten Arzneimittel werden fiir die Dauer des Aufenthalts weiter
regelméfBig eingenommen und die Einnahme sollte bis vier Wochen nach der Riickreise
fortgefiihrt werden, da noch Parasiten aus dem Lebergewebe emigrieren konnten. Lediglich
mit der Einnahme von Atovaquon/Proguanil kann schon eine Woche nach der Riickreise
aufgehort werden, da beide Arzneistoffe gegen Leberschizonten wirksam sind.!®

Zudem gibt es noch das sogenannte ,,stand-by emergency treatment* (SBET), welches
beispielsweise fiir Reisende empfohlen wird, die sich beim Auftreten von Fieber nicht
unverziiglich in medizinische Behandlung begeben konnen. Es dient der Erstbehandlung der

Infektion durch den Patienten selbst. Fir das SBET stehen dieselben Arzneistoffe zur

Verfligung wie flir die Behandlung der unkomplizierten Malaria (s. Tabelle 3).




1.2.3 Therapie von Malariainfektionen

Die hier vorgestellten Therapieleitlinien wurden von der WHO 2015 in ,,Guidelines for the
Treatment of Malaria- 3rd Edition* veroffentlicht.!”! Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber die

einzelnen Therapierichtlinien bei den unterschiedlichen Malariainfektionen.

Arzneistoffe Behandlungsdauer Anmerkung

Behandlung unkomplizierter P. falciparum Malaria

Artemether, Lumefantrin mind. 3 Tage Schnell wirkendes
Artesunat, Amodiaquin Artemisinin-Derivat
Artesunat, Mefloquin in Kombination mit
Dihydroartemisinin, Piperaquin einem langer
Artesunat, Sulfadoxin + Pyrimethamin wirkenden Partner

Behandlung unkomplizierter P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi Malaria

Wie unkomplizierte P. falciparum mind. 3 Tage Wenn Malariaspezies

Malaria unbekannt oder
unsicher

ACT™ oder Chloroquin In Gegenden ohne
Chloroquinresistenz

ACTH In Gegenden mit
Chloroquinresistenz

Riickfall-Priavention P. vivax und P. ovale

Primaquin 14 Tage Wenn kein G6PD-
Mangel vorliegt

Primaquin in geringer Dosis 1x pro 8 Wochen Bei G6PD™-Mangel

Woche und unter
hidmatologischem
Monitoring

Behandlung komplizierter Malaria

Initial: Mind. 24h und bis Intravends oder
1. Wahl Artesunat perorale Therapie intramuskular
2. Wahl Artemether toleriert wird

3. Wahl Chinin

AnschlieBend: ACT 3 Tage peroral

Tabelle 3 Therapieoptionen bei Malaria-Infektionen nach den WHO-Leitlinien 2015.") [a] ACT = artemisinin
based combination therapy (Naheres siche Text); [b] G6PD = Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Eine unkomplizierte Malariainfektion liegt laut Definition der WHO vor, wenn der Patient
Malariasymptome aufweist, der Erreger nachgewiesen werden konnte und keine Symptome
komplizierter Malaria vorhanden sind.”) Die Behandlung von unkomplizierter Malaria hat
zum Ziel, die Krankheit schnellstmdglich zu heilen und eine Entwicklung einer komplizierten
Malaria zu verhindern. Zudem sollen eine weitere Transmission der Parasiten und die

Entwicklung von Resistenzen unterbunden werden. Deswegen ist die Parasitenfreiheit des
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Patienten Behandlungsziel. Bei der sogenannten ,,artemisinin based combination therapy*
(ACT) wird ein schnell wirkendes Artemisinin-Derivat in Verbindung mit einem ldnger
wirkenden Arzneistoff genutzt. Durch das Artemisinin-Derivat kann eine schnelle
Eliminierung der Parasiten aus dem Blut erreicht werden. Der langwirksame
Kombinationspartner fithrt zur Abtotung der verbliebenen Parasiten und schiitzt vor
Resistenzentwicklung gegeniiber dem Artemisinin. Durch Arzneistoffe mit lédngerer
Halbwertszeit kann zudem eine Prophylaxe nach der Behandlung gewihrleistet werden.!”)

Die Therapie von unkomplizierter Malaria durch Infektionen mit P. vivax und
P. ovale hat zum Ziel, sowohl Blut- als auch Leberstadien des Parasiten zu eliminieren.
Dadurch sollen Riickfille vermieden werden. Bei Chloroquin-sensitiven P. vivax- und P.
ovale-Infektion kann Chloroquin eingesetzt werden, da es effektiv und gut vertriglich ist. Es
muss aber darauf geachtet werden, dass der Arzneistoff in ausreichender Dosierung (25 mg/
kg KG) gegeben wird. Niedrigere Dosen fordern die Resistenzentwicklung. Restliches, im
Korper verbliebenes Chloroquin flihrt zu einer Verzogerung von Riickfdllen. Sie treten erst
nach 5-7 Wochen statt schon nach 3 Wochen auf. Alternativ zur Behandlung mit Chloroquin
kann auch eine ACT herangezogen werden. Diese ist sehr effektiv, da sie bei allen Typen von
Malariainfektionen wirksam ist und das Therapieschema so vereinfacht werden kann.
Allerdings ist zu bemerken, dass bei P. vivax und P. ovale abhingig von der
Eliminationskinetik des Kombinationspartners des Artesunats nach einiger Zeit Riickfalle
auftreten. Primaquin ist fiir die Therapie der akuten Malaria und fiir die Prophylaxe wegen
seiner pharmakokinetischen Eigenschaften ungeeignet. Eine Therapie mit Primaquin fiihrt
aber zur Eradikation der Erreger, sodass ein durch Hypnozoiten verursachter Riickfall
vermieden wird. Bei Vorliegen einer Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Insuffizienz
(G6PD) fiihrt eine Behandlung mit Primaquin zur Methdmoglobinbildung und Hédmolyse. In
Gebieten mit endemischer Malaria ist die Privalenz fiir G6PD-Mangel erhoht, da sie einen
gewissen Schutz vor P. vivax- und P. falciparum-Infektionen bietet. Vor Behandlung mit
Primaquin muss deshalb der G6PD-Status des Patienten ermittelt werden. Die WHO
empfiehlt entgegen fritheren Richtlinien in jedem Fall eine Riickfallpravention mit Primaquin,
da die gesundheitlichen Gefahren durch multiple Riickfélle vor allem bei Kindern nicht
unterschitzt werden diirfen und die Vorteile fiir Malariakontrolle und —elimination
iiberwiegen. Deshalb sollte eine Behandlung mit Primaquin auch bei bekanntem G6PD-
Mangel durchgefiihrt werden, allerdings unter Monitoring des Blutbildes.”

Infektionen mit P. malariae und P. knowlesi konnen sowohl mit Chloroquin als auch



mit einer ACT behandelt werden. Diese Spezies sind im Allgemeinen sensibel gegeniiber

Chloroquin.

Eine komplizierte Malariainfektion liegt laut WHO vor, wenn eines oder mehrere der
folgenden Symptome auftritt, es keine andere Ursache fiir diese Symptome gibt und die
Parasiten beim Patienten nachgewiesen werden konnten.!”

Bewusstseinsstorungen, Kridmpfe, Acidose, starke Erschopfung, Hypoglycdmie, starke
Andmie, Nierenfunktionsstorungen, Gelbsucht, Lungenddem, starke Blutungen, Schock,
Hyperparasitdmie

Komplizierte Malaria muss initial unverziiglich mit einer parenteralen Therapie behandelt
werden, der eine orale ACT folgt. Fiir die parenterale Behandlung stehen zwei
Wirkstoftklassen zur Verfiigung: Artemisinin-Derivate (Artesunat oder Artemether) und
Cinchona-Alkaloide (Chinin und Chinidin). Das Mittel der ersten Wahl bei komplizierter
Malaria ist parenterales Artesunat, welches einfacher und sicherer zu handhaben ist und sich

in Studien gegeniiber parenteralem Chinin als effektiver erwiesen hat.!”*%!

Transmissionsblockade

Die Ubertragung von Plasmodien und somit die Verbreitung von Malaria wird entscheidend
dadurch bestimmt, mit welcher Hiufigkeit ein Anopheles-Moskito mit Gametozyten
infiziertes Blut aufnimmt. Gegen Gametozyten wirksame Arzneistoffe kdnnen somit zu einer
Reduktion der Parasitentransmission beitragen. Primaquin wirkt gegen reife Gametozyten der
Phase V, welche wihrend einer Blutmahlzeit von der Stechmiicke aufgenommen werden.
Artemisinine sind nur schwach gegen Gametozyten dieser Phase aktiv. Sie wirken
hauptsichlich gegen friihere Stadien.’'?? Die WHO empfiehlt deshalb zur effizienten

Transmissionsblockade die einmalige Gabe von Primaquin zusitzlich zur ACT.-3?!

Impfstoffe gegen Malariainfektionen

Bis heute gibt es keinen zugelassenen Impfstoff gegen Malaria, obwohl sich zahlreiche
Projekte in Entwicklung gegen unterschiedliche Stadien des plasmodialen Lebenszyklus
befinden.’*’ Der am weitesten entwickelte Impfstoff ist RTS,S/ASO1, der von
GlaxoSmithKline bei der European Medicines Agency (EMA) zur Zulassung angemeldet

t.[1: 3537 Die finalen

wurde und sich gegen die parasitire Infektion von Leberzellen richte
Ergebnisse der klinischen Phase III wurden im April 2015 verdffentlicht.”® Fille
komplizierter Malaria traten bei Kindern (Alter: 5-17 Monate) um 46 % und bei Siuglingen

(Alter: 6-12 Wochen) um 27 % weniger auf als bei der Kontrollgruppe.[l’ 1 Der Impfstoff
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wird von der WHO als Erginzung zur Malariapriavention und —behandlung angesehen, nicht

als Ersatz hierfiir.*”]

Resistenzentwicklung

I das First-Line-Therapeutikum gegen

Chloroquin war ab Ende des 2. Weltkrieges™
Malariainfektionen, aber schon Ende der 1950er Jahre wurde Resistenzentwicklung gegen
diesen Arzneistoff in West-Kambodscha und Siidamerika beobachtet.***!J Von Siidostasien
aus verbreitete sich die Resistenz nach Afrika und spéter 16sten Sulfadoxin/Pyrimethamin
Chloroquin  als  First-Line-Therapeutika ~ ab.’)  Resistenzen =~ sowohl  gegen
Sulfadoxin/Pyrimethamin als auch gegen Mefloquin entstanden in den 1970er bzw. 1990er
Jahren ebenfalls in Siidostasien. Artemisinine in Form von ACTs ersetzten deshalb wiederum
Sulfadoxin/Pyrimethamin als First-Line-Therapeutika. In den letzten Jahren wurden allerdings
in West-Kambodscha gegeniiber Artemisininen als Monotherapie und gegeniiber ACTs wie
Dihydroartemisinin/Piperaquin resistente Plasmodien (P. falciparum) nachgewiesen.[****! Die
WHO berichtet, dass mittlerweile Resistenzen von P. falciparum gegeniiber Artemisininen in

Kambodscha, Laos, Myanmar, Thailand und Vietnam auftreten. Die WHO empfiehlt, dass

Artemisinine nicht in Form von Monotherapien verwendet werden sollen.!"

Besonders dramatisch ist die Resistenzsituation dadurch, dass mindestens ein Jahrzehnt
vergehen wird, bis ein addquates First-Line-Therapeutikum gefunden wird, das Artemisinine
ersetzen kann.”™ Stoffe mit nevartigen Wirkmechanismen und Targets werden also dringend

benotigt.

1.2.4 Entwicklung neuer Arzneistoffe gegen Malaria

Eine wichtige Institution zur Férderung der Entwicklung neuer Arzneistoffe gegen Malaria ist
Medicines for Malaria Venture (MMV). MMV st eine 1999 in der Schweiz als Stiftung
gegriindete Non-Profit-Organisation. Ziel von MMV ist es, durch sogenannte Public Private
Partnerships die Entdeckung, Entwicklung und Verbreitung von neuartigen effizienten
Antimalariamitteln voranzutreiben.*"! Um dies zu erreichen ist ein Netzwerk mit aktuell 375
Partnern aus Industrie, Wissenschaft und Lindern mit endemischer Malaria entstanden.*!
Eines der Projekte ist die Malariabox, eine Bibliothek von 400 antiplasmodial aktiven
Substanzen, die von Forschern bei MMV angefordert und zur Entwicklung neuer Wirkstoffe
herangezogen werden kann.*” In ihrem Global Malaria Portfolio zeigt MMV den

Entwicklungsstand neuer wichtiger Arzneistoffe bzw. Arzneistoffkombinationen zur

Bekiampfung von Malariainfektionen (s. Abbildung 2).1"!
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Abbildung 2 Global Malaria Portfolio 2. Quartal 2015.1*

Das Malariaportfolio von MMV legt den Schwerpunkt auf Arzneimittel, die fiir den Gebrauch
in Lidndern mit endemischer Malaria besonders geeignet sind. Dies bedeutet, dass sie
kostengiinstig und gut zuginglich sein miissen. Zudem sollten sie gegen resistente P.
falciparum-Stimme und gegen Hypnozoiten aktiv, fiir Kinder im Siuglingsalter und in der
Schwangerschaft vertraglich und zur Behandlung komplizierter Malaria sowie fiir die

Transmissionsblockade geeignet sein.[*”!

Tabelle 4 zeigt die Strukturen von Wirkstoffen mit antiplasmodialen Eigenschaften, die sich
zurzeit generell in préklinischer und klinischer Entwicklung befinden. Die Mehrheit der
bereits klinisch genutzten Antimalariamittel und der Arzneistoffe in klinischer Entwicklung
adressiert den Hidmoglobinabbau oder die Him-Entgiftung, den Folsdurestoffwechsel und

mitochondriale Biosynthesewege.!'”

Screenings im Ganzzellassay (phénotypisches
Screening) und Screenings an isolierten Proteinen (Target-basiertes Screening, Naheres hierzu
s. Abschnitt 5) in Kooperation mit MMV fiihrten zur Entdeckung von Substanzen mit
neuartigen Wirkmechanismen. So inhibiert DSM265 die parasitére

Dihydroorotatdehydrogenase und KAE609 die parasitire ATPase4. Auch das Antibiotikum
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Fosmidomycin stellt, sowohl beziiglich des Targets als auch der Lokalisation des Targets,

eine der wenigen neuartigen Ausnahmen dar (s. Abschnitt 1.3).

Name, klinische Phase Struktur Anmerkung
Tafenoquin (8- CFs Primaquin-Analogon, das
Aminochinolin) @\ ebenfalls gegen

o Hypnozoiten aktiv ist“**
Phase I11 _0 N

ELQ-300 (4(1H)-Chinolon-3-
diarylether)

Priaklinische Entwicklung[49]

Aktiv gegen Chloroquin-

_cF{ und Atovaquon-resistente

Parasiten in allen
Vermehrungsstadien;
Inhibition der parasitdren
Pyrimidin- Biosynthese!”

NITD609, anderer Name:
KAEG609 (Spiroindolon)

Phase I1

Inhibition von ATPase4
(Kationkanal fiir den
Natrium-Efflux)""]

GNF156, anderer Name:
KAF156 (Imidazol-Piperazin)

Phase II

Wirkmechanismus
unbekannt, aktiv gegen
Blut-/Leberstadien und
Transmissionsblockadel®”

Albitiazolium (Bisthiazolium)

Phase I1

Parenterale Gabe
notwendig; Inhibition des
Cholin-Imports in den
Parasiten"> "

DSM 265 (Triazolopyrimidin)

Inhibition der parasitdren

SFs
/©/ Dihydroorotat-
Phase I HN dehydrogenase!™
K <
F /N N
Methylenblau In Kombination mit
:@\ Dihydroartemisinin
Phase 11 Schutz vor cerebraler

Malaria; Inhibition der
parasitéren
Monoaminoxidase und
Glutathionreduktase und
Himpolymerisation®>"!

Tabelle 4 Arzneistoffe mit antiplasmodialen Eigenschaften, die sich derzeit

Entwicklung befinden nach Kumar et al.!'"* (Fortsetzung auf Seite 12).

in klinischer und préklinischer
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Name, klinische Phase Struktur Anmerkung

NPC-1161B (8- ¢l Primaquinartige
Aminochinolin) “ Verbindung, die gegen
o Leberstadien aktiv ist und
Priklinische Entwicklung 0 SN Sporogonie inhibiert™*
7
HNT\/\NHQ
P218 (Antifolat) NH, COOH Inhibition der
N O\/\/O\é\ Dihydrofolat-Reduktase,
Priklinische Entwicklung HzN)‘\N/ wirkt auch bei
Pyrimethamin-resistenten
Parasiten
07439 (Endoperoxid) (—0 Wirkt auch gegen
O”O\O_@ o N_> Artemisinin-resistente
Phase 11 e N/ Parasiten; inhibiert
@ Gametenbildung und
Sporogoniel®*®!
Fosmidomycin © OH Inhibition des Mevalonat-
HO-P._~_ N\fo unabhingigen Bio-
Monotherapie: Phase I11°2%] HO H synthesewegs

+ Clindamycin: Phase 1%+

+ Artesunat: Phase 111"
+ Piperaquin: Phase 11

Tabelle 4 Arzneistoffe mit antiplasmodialen Eigenschaften, die sich derzeit in klinischer und praklinischer
Entwicklung befinden nach Kumar et al.!"* (Fortsetzung von Seite 11).

1.3 Fosmidomycin

Fosmidomycin ist ein natiirliches Antibiotikum mit Phosphonohydroxamséurestruktur, was
Ende der 1970er Jahre aus Streptomyces lavendulae isoliert werden konnte.’®®” Neben
seinen antibiotischen Eigenschaften wirkt es herbizid und antiplasmodial. Es inhibiert das
Enzym 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (alternative Namen: Dxr, IspC,
MEP-Synthase, DOXP-Reduktoisomerase).’” Dieses Enzym katalysiert den zweiten Schritt
im von Rohmer und Mitarbeitern 1993 entdeckten Mevalonat-unabhéngigen Biosyntheseweg
zur  Generierung der Cs-Isoprenoid-Vorstufen Isopentenyldiphosphat (IPP) und
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) (s. Abbildung 3).°"*! Dieser Biosyntheseweg wird auch
DOXP = 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Weg, MEP = 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat-
Weg oder Rohmer-Weg genannt. Jomaa und Mitarbeiter entdeckten 1999, dass P. falciparum
ebenfalls den MEP-Weg nutzt und dass Fosmidomycin IspC inhibiert.!*!
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OoP
H3C <
Pyruvat + Glycerinaldehyd-3- O-CDP
hosph
phosphat OH OH
/i 1) DOXP-Synthase (Dxs) CDP-Methyl-D-erythritol-2-phosphat
CO, (CDP-ME2P)
OH /i
5) MEcPP-Synthase
HsC oP CMP
O OH
1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat OP
(DOXP) H3iCl S

oP

‘ Fosmidomycin _| l 2) DOXP-Reduktoisomerase OH OH

(Dxr)

2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclo-

Hac O diphosphat (MEcPP)
oP NADPH
+
OH OH 6) HMBPP-Synthase
2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
(MEP)
CHj
3) CDP-ME-Synthase ~
OPP
HyC O on
S 4-Hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyl-
O-CDP diphosphat (HMBPP)
OH OH

CDP-Methyl-D-erythritol

(CDP-ME) / l\«

CHs CHj

+ATP —
i 4) CDP-ME-Kinase Hac)\/\OPP /I'\/\opp

Dimethylallyldiphosphat Isopentenyldiphosphat
(DMAPP) (IPP)

Abbildung 3 Der Mevalonat-unabhéngige Biosyntheseweg. Der C,-Baustein Pyruvat und der C;-Baustein
Glycerinaldehyd-3-phosphat bilden die Ausgangsstoffe, wihrend der MVA-Weg vom C,-Baustein Acetat
ausgeht.””

Der MEP-Weg kommt in Menschen nicht vor, wohl aber in Algen, Pflanzen, Apikomplexa
wie Plasmodien und (pathogenen) Bakterien wie Escherichia coli und Mycobacterium
tuberculosis."”>"" Siugetiere nutzen wie die meisten Eukaryoten den Mevalonat-abhingigen
Biosyntheseweg (MVA-Weg), um die Isoprenoid-Vorstufen zu generieren.’®! Die Enzyme
des MEP-Wegs stellen ein attraktives Target fiir neue antiparasitire, antibakterielle und
herbizide Wirkstoffe dar, weil sie hochkonserviert vorliegen und es keine Homologien zu
menschlichen Enzymen gibt."® Dies bedeutet, dass diese Wirkstoffe ein breites
Wirkspektrum und gleichzeitig eine flir den menschlichen Organismus geringe Toxizitéit

[75, 78-79

aufweisen sollten. ' Bei Plasmodium spp. ist der MEP-Weg in einem speziellen

plastidartigen Organell, dem Apikoplasten, lokalisiert’®” (s. Abbildung 4).
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Apical

Complex

Apicoplast

@A Mitochondrion

Nucleus

Abbildung 4 Aufbau von Plasmodium spp. a) Erythrozyt mit Parasit (iibernommen aus Khan 20115
(modifiziert); b) P. falciparum und seine drei DNA enthaltenden Organellen (Nukleus, Mitochondrien,
Apikoplast) (iibernommen aus Borté 2011 (modifiziert)).

Der Apikoplast besitzt zumeist vier Membranen und wihrend der erythrozytdren Phase des
Parasitenlebens besteht seine wesentliche Funktion darin, Isoprenoide zu synthetisieren.
Fiir intraerythrozytire Lebensstadien der Plasmodien sind der MEP-Weg und somit das

85861 Dje DOXP-Reduktoisomerase katalysiert die

Enzym IspC essenziell fiir das Uberleben.!
Umsetzung von DOXP {iber das postulierte Intermediat 2-C-Methylerythrose-4-phosphat zu
MEP (s. Abbildung 5). Dieser Vorgang benotigt die Anwesenheit von NADPH und eines der
zweiwertigen Metallionen Mn**, Mg®" oder Co”".1"%! Die Umsetzung erfolgt in zwei Schritten,
der Umlagerung von DOXP zu 2-C-Methylerythrose-4-phosphat und der NADPH-
abhingigen Reduktion dieses Intermediats zu MEP. Fiir den ersten Schritt, die
Umlagerungsreaktion, wurden Theorien wie etwa eine o-Ketol-Umlagerung oder eine
Retroaldol-Umlagerung fiir den Mechanismus aufgestellt, aber bisher keine zweifelsfrei
bewiesen.””! Beim zweiten Schritt, der Reduktion, wird das pro-S-Hydrid des NADPHs auf
die re-Seite des Aldehyds iibertragen.’” Das zweiwertige Metallkation dient wahrscheinlich
bei beiden Reaktionsschritten der Orientierung und Polarisierung von DOXP bzw. des

Intermediats.[*”!

OH

HO_» | *NADPH/MH' O HO -

I 2+ 2+ I T 8

HO-P< o Mg® Mn®, — Iyo-p, H HO-P <

y O Y oder Co?* y O % - * '\0&;)\
HO /\O/H\’// HO OH O NADP HO OH OH

DOXP 2-C-Methyl-D-erythrose-4-phosphat MEP

Abbildung 5 Die von IspC katalysierte Umsetzung zu MEP (modifiziert nach Proteau, 2004"").

Fosmidomycin ist ein langsamer, stark bindender IspC-Inhibitor’®”, der als Analogon des

Substrats DOXP fungiert® und als kompetitiver Inhibitor gegeniiber diesem an IspC
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agiert™. Seine Struktur kann in drei Subgruppen unterteilt werden. Es besteht aus einer
Phosphonséurefunktion, die {iiber einen Propylspacer aus drei sp’-hybridisierten
Kohlenstoffatomen mit einer metallchelatisierenden Hydroxamsédurefunktionalitit verbunden
ist (s. Abbildung 6). Der Ersatz der Phosphatgruppe des Substrats durch die
Phosphonséuregruppe Fosmidomycins fiihrt zu einer hdheren (metabolischen) Stabilitét. Die
Hydroxamséuregruppe Fosmidomycins ahmt die a-Hydroxyketonstruktur des DOXP nach.””
Bei FR900098 handelt es sich um das Acetylanalogon von Fosmidomycin. Es ist ebenfalls ein

Antibiotikum und stellt zusammen mit Fosmidomycin einen der ersten bekannten Inhibitoren

der DOXP-Reduktoisomerase dar.l’* "

DOXP

Phosphonsiure- Fosmidomycin R=H

gruppe FR900098 R=CH,
[®) Hydroxamsdure-

funktionalitat

Propylspacer

Abbildung 6 Gegeniiberstellung der Strukturen von DOXP und Fosmidomycin.

Fosmidomycin geht substratanaloge Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum des IspC-
Enzyms ein. Die Struktur von IspC und die Wechselwirkungen zwischen Enzym und Inhibitor
werden in Abschnitt 4 genauer erldutert. Hier sei nur kurz erwéhnt, wie die Region des
Enzyms fiir die Substratbindung aufgebaut ist, an die auch Fosmidomycin bindet. Sie verfiigt
iiber eine Bindetasche fiir die Phosphonsdurefunktion, die zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken mit der Phosphonsduregruppe befdhigt ist. AuBlerdem gibt es eine
hydrophobe Binderegion fiir den Kohlenstofflinker und eine Bindetasche fiir die

Hydroxamséuregruppe und das divalente Metallkation."”

Fosmidomycin ist fiir Menschen untoxisch, auch in hohen Dosen gut vertriglich, akkumuliert
nicht im Serum und es wird hauptsdchlich renal eliminiert, wobei es unmetabolisiert
ausgeschieden wird.”**"! Es kann humane Malariainfektionen heilen, wie Phase II-Studien
mit an unkomplizierter P. falciparum-Malaria erkrankten Erwachsenen belegen.®* ! Jedoch

erwies sich eine Monotherapie mit Fosmidomycin als nicht sinnvoll, da Rezidive auftraten,
15



die mit der ungiinstigen Pharmakokinetik des Wirkstoffs (s. unten) erklirt wurden.[®*%* *°]

Fosmidomycin wurde in klinischen Studien (Phase II) erfolgreich als Kombinationspartner
beispielsweise mit Clindamycin und Artesunat eingesetzt.**" 1 Aktuell ist eine
Kombinationstherapie aus Fosmidomycin und Piperaquin in klinischer Entwicklung."*”! Bei
Fosmidomycin ist zudem keine Kreuzresistenz mit den klinisch eingesetzten
Antimalariamitteln zu erwarten, da sich sein Target von dem der iibrigen Wirkstoffe
unterscheidet. Demgegeniiber stehen die Nachteile Fosmidomycins. So zeigt es keine
signifikante Aktivitdt gegeniiber den Leberstadien oder geschlechtlichen Stadien des Parasiten
Plasmodium, die aber zur Eliminierung von Hypnozoiten und fiir die Transmissionsblockade
notwendig ist.®! Zudem zeigt Fosmidomycin pharmakokinetische Defizite. Bei peroraler

Gabe betrigt die Bioverfiigbarkeit etwa 30 % und es besitzt eine Plasmahalbwertszeit von

1.87 h.13%4

Zusammengefasst bedeutet dies fiir die klinische Wirkung Fosmidomycins: Die Wirkung tritt
frith ein und die Behandlung fiihrt schnell zu einer Reduktion der Parasitimie und somit zu
einer verringerten Anzahl von Fieberschiiben.””! Eine vollstindige Elimination der Parasiten
wird aber nicht erreicht. Dieses klinische Wirkprofil entspricht dem der Artemisinine, die
ebenfalls schnell wirken und die deswegen mit linger wirkenden Arzneistoffen (ACT, s.
Abschnitt 1.2.3) kombiniert werden. Fosmidomycin kann somit als potentieller Ersatz fiir die
Artemisinine angesehen werden, die wegen der fortschreitenden Resistenzentwicklung in
Zukunft voraussichtlich fiir die Behandlung von Malaria-Infektionen an Bedeutung verlieren

werden.

Zur Verbesserung der pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften haben
viele Arbeitsgruppen die Struktur Fosmidomycins variiert. Dies soll im folgenden Abschnitt

vorgestellt werden.

1.4 Strukturvariationen von Fosmidomycin

Die Leitsubstanz Fosmidomycin ist an allen drei Substrukturen in Form von Derivatisierung
oder Austausch der jeweiligen funktionellen Gruppe modifiziert worden. Es folgt ein
Uberblick iiber die Variationen, unterteilt nach Modifizierung der Phosphonséurefunktion, der
Hydroxamsdurefunktionalitit und des Propylspacers. Von den hier vorgestellten
strukturmodifizierten Verbindungen werden die Daten der in vitro-Testung gegeniiber IspC-
Enzymen und der in vitro-Wachstumsinhibition von Plasmodienstimmen besprochen (Target-

basiertes und phénotypisches Screening, s. auch Abschnitt 5). Von fast allen Verbindungen
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sind nur in vitro-Daten und keine in vivo-Untersuchungen publiziert worden. Da die
Testungen an unterschiedlichen IspC-Enzymen erfolgten wie Escherichia coli IspC (EclspC),
Synechocystis IspC (SynlspC) oder Plasmodium falciparum IspC (PflspC) und zudem an
unterschiedlichen Plasmodienstimmen wie z.B. P3D7 und PfKI, ist die Datenlage sehr
uneinheitlich. Vergleichbarkeit ist somit nicht immer gegeben. Deshalb ist als Bezugswert das
Ergebnis von Fosmidomycin bzw. FR900098 aus der jeweiligen Testreihe der entsprechenden

Publikation angegeben.

1.4.1 Modifizierung der Phosphonsiurefunktionalitit

Abbildung 7 zeigt Strukturvariationen der Phosphonsdurefunktion. Der Ersatz der
Phosphonséuregruppe durch eine andere Saurefunktion wie eine Carbonsdure- (VI, VII) oder
Sulfonsiurefunktionalitit (IX, X) fithrt zu Aktivititsverlusten gegeniiber EcIspC.""*"! Umeda
stellte hierzu vor dem Hintergrund von Kristallstrukturanalysen von Fosmidomycin an IspC

2] Phosphonate weisen eine pyramidale Struktur auf,

die folgenden Uberlegungen an.
wihrend Carboxylate planar sind. Diese unterschiedliche Geometrie kann ein Grund fiir die
verringerte Affinitdt zum Enzym sein. Ein wichtiger Unterschied zwischen Carboxylaten und
Sulfonsduren wiederum liegt in der Linge der C-P- bzw. P-O-Bindungen im Vergleich zur
Linge der C-S- bzw. S-O-Bindungen. Diese sind in der Sulfonsédure langer und konnten so
eine ideale Bindung des Inhibitors im Enzym beeintrichtigen. Zudem bildet die
Phosphonséurefunktion mit der Bindetasche des aktiven Zentrums ein dichtes Netzwerk aus
Wasserstoffbriickenbindungen aus (zu Kristallstrukturanalysen und Wechselwirkungen
zwischen Inhibitor und Enzym s. Abschnitt 4). Auflerdem ist festzuhalten, dass eine
zweifache negative Ladung an der Phosphonsdure fiir eine optimale Bindung an das Enzym
wichtig ist. So zeigen die Phosphonsduremonoester IV eine deutlich niedrigere Aktivitét als

Fosmidomycin.”®!
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Abbildung 7 Variation der Phosphonséurefunktionalitét.

Das Phosphorsédure-Analogon Fosfoxacin und sein N-Acetyl-Derivat III zeigen im Vergleich
zu Fosmidomycin eine verbesserte Aktivitit, was am IspC-Enzym von Synechocystis evaluiert
wurde. Der Monophosphat-Ester von III wird allerdings durch Phosphatasen in vivo rasch
hydrolysiert.” Die andere Modifizierung, die zu einer Aktivititssteigerung gegeniiber
Fosmidomycin fiihrt, ist der Einsatz von Prodrugs. Beispielsweise wurden von Fosmidomycin
und FR900098 die Bispivaloyloxymethylester (Bis-POM-Ester) V entwickelt.!"" Prodrugs
wie diese zeigen hidufig eine erhohte antiplasmodiale Aktivitdit im Vergleich zu ihren
Muttersubstanzen. Dies wird mit der erleichterten Penetration von Membranen auf dem Weg
zum Zielenzym begriindet, da die Prodrugs eine hohere Lipophilie aufweisen als die freien

Siuren.!'*

1.4.2 Modifizierung der Hydroxamsiurefunktionalitiit

Unterschiedliche Moglichkeiten zur Modifizierung bzw. zum  Austausch der

Hydroxamsdurefunktion werden in Abbildung 8 gezeigt.
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Abbildung 8 Variation der Hydroxamsaurefunktionalitit (Auswahl).

Der Austausch der Hydroxamsdurefunktionalitit gegen eine Carbon-  oder
Phosphonsiurefunktion (XII) fithrt zur Inaktivitat.'”'"'° Bei den Analoga XIII-XVI liegt

eine Derivatisierung der Hydroxamsaurefunktionalitit durch Einfiihren groBerer Substituenten
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am Acylrest vor. Dies fiihrt nur bei dem Phenyl-substituierten Derivat XVI zu einer

103]

Aktivititssteigerung.| Alle iibrigen Analoga zeichnen sich durch z. T. starke

Aktivititsverluste bis hin zur Inaktivitit aus.!' %%

Die Analoga XVII-XX verfiigen iiber andere chelatisierende Gruppen anstelle der
Hydroxamsaurefunktionalitit.!'® %! Diese wurde durch einen Hydroxyharnstoff (XVII''*%),
eine Benzamidfunktionalitit (XX"'") und eine Amidfunktion (XVIII''*!) ausgetauscht. Bei
XIX liegt die Hydroxamsdure als Fragment in Form einer Amino- oder
Acetamidofunktionalitit vor.'®™ Bei all diesen funktionellen Gruppen tritt ein
Aktivititsverlust ein. Eine weitere Moglichkeit zur Modifizierung der Hydroxamsaure ist die
Inkorporation dieser in ein zyklisches System (XXI-XXIII). Das zyklische N-

Hydroxycarbamat XXI ist inaktiv!'®!

, was aber auch in der Instabilitit der Phosphatfunktion
begriindet sein kann. Die in unterschiedlichen Ringgroen und unter Inkorporation des
Spacers vorliegenden zyklischen Hydroxamsduren XXIII verfiigen iiber eine Bis-POM-Ester-

11991 Wihrend das 6-Ring-Derivat antiplasmodial aktiver ist als Fosmidomycin, zeigt

Struktur.
das 7-Ring-Analogon einen deutlichen Aktivititsverlust. Offen bleibt, ob die
Aktivitatssteigerung gegeniiber Fosmidomycin durch die lipophilen Bis-POM-Gruppen oder
durch die Hydroxamsdure im Ringsystem bedingt ist. Bei den Analoga der XXII-Reihe
handelt es sich um einen zyklischen Hydroxyharnstoff und ein N-Hydroxy-Imidazolderivat.
Leider wurden diese Derivate nur auf ihre herbizide Aktivitdt hin untersucht, die bei beiden
Derivaten nicht vorhanden war.!''"

Als letzte Strategien zur Modifizierung der Hydroxamséduregruppe sollen hier die
Inversion der Hydroxamsdurefunktionalitét und die Substitution inverser Hydroxamsduren in
N-Position vorgestellt werden (XXIV). Rohmer berichtete 2005 iiber die Synthese und
Eigenschaften von Fosmidomycin-Analoga mit retroisosterer Hydroxamsédurefunktion
(XXIVa).'"'' Das N-Methyl-substituierte Derivat der XXIVa-Reihe zeigt eine dhnlich hohe
inhibitorische Aktivitdt gegeniiber EclspC wie Fosmidomycin. Die N-Methyl-substituierten
inversen Phosphonohydroxamsduren XXV mit modifizierter Kettenldnge (s. néichster
Abschnitt) zeigen ebenfalls hohere Aktivititen als ihre unsubstituierten Analoga.l’”!
FR900098, das anstelle des Formylprotons eine Methylgruppe trigt, weist an verschiedenen
IspC-Enzymen und gegeniiber Plasmodien eine hohere Aktivitit auf als Fosmidomycin.!’* '
Umeda erklarte den aktivititssteigernden Einfluss eines Methylsubstituenten an der
Hydroxamsdurefunktion mit zusétzlichen Wechselwirkungsmoglichkeiten zwischen diesem
und dem Enzym. AuBlerdem stabilisiert der Rest die fiir die Chelatisierung des Metallions

notwendige Konformation der Hydroxamsiuregruppe (s. Abschnitt 4).°* Behrendt und
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Briicher gelang es, hochpotente a-Aryl-substituierte Fosmidomycin-Analoga mit
retroisosterer Hydroxamsiurefunktionalitit zu synthetisieren (s. unten und Abschnitt 5.2).['%*
107. 112-1141 Aych bei den Analoga dieser beiden Autoren zeigt sich der Trend, dass die Enzym-
inhibitorische und antiplasmodiale Aktivitét N-Methyl-substituierten
Phosphonohydroxamsduren hoher ist (Néheres hierzu in Kapitel 5.8). GroBere Substituenten
wie ein Isopropyl-Rest verringern die Aktivitdt. Allerdings ist zu bemerken, dass in einem in
vivo-Versuch mit P. berghei infizierten Méusen ein nicht am Stickstoff substituiertes
Analogon die besten Ergebnisse erzielte. Es war dhnlich aktiv wie die Vergleichssubstanz
Chloroquin'"'¥ (s. hierzu die Ausfithrungen unter 1.4.3 ,,a-Aryl-substituierte Fosmidomycin-

Analoga mit inverser Hydroxamsédurefunktionalitdt®).

1.4.3 Modifizierung der Spacerregion

Abbildung 9 zeigt eine Auswahl von Modifizierungen der Spacerregion. Durch die Synthese
der Fosmidomycin-Analoga XXV mit unterschiedlichen Léngen der Kohlenstoffkette konnten
Rohmer et al. die ideale Linge dieser Linkerregion feststellen.”” Diese liegt bei 3
Kohlenstoffatomen, wie dies auch bei Fosmidomycin selbst vorliegt. Langere und kiirzere
Derivate sind deutlich schwicher aktiv, was dadurch erklart wird, dass eine zu kurze Kette ein
gleichzeitiges Binden des Inhibitors an der Phosphon- und Hydroxamsaurebindestelle
verhindert. Zu lange Inhibitoren kénnen nicht optimal binden.” Eine weitere Modifizierung
des Spacers ist das Einfiihren eines Sauerstoffatoms (XXVI), wobei sich eine B-oxa-
Substitution in  Verbindung mit einer N-Methyl-substituierten,  retroisosteren

I Zusitzliche

Hydroxamséuregruppe als besonders aktivititssteigernd erwiesen hat.!'”®
Modifizierungen, die zu Aktivititsverlusten oder maximal &hnlicher Aktivitit wie
Fosmidomycin gefiihrt haben, sind Cyclopentyl-!'"'" (XXVII) und Cyclopropylreste!'"”!
(XXVIII) sowie die Einfiihrung von Doppelbindungen!"'® (XXIX). Kurz et al. entwickelten
mit den Derivaten XXXIII Bis-POM-Ester Fosmidomycins, bei denen das a- und -
Kohlenstoffatom in einem Phenylring inkorporiert vorliegen.''” Dies fiihrte zu einem
deutlichen Aktivititsverlust gegeniiber dem Bis-POM-Ester Fosmidomycins. Die
Analogatypen XXXI-XXXIV und XXXVI-XXXIX tragen Substituenten in o-Position bei

] sowie eine

sonst unverindertem  Kohlenstoffspacer.  Halogensubstituenten!'>
Azidfunktion!'*"! haben einen aktivititssteigernden Einfluss. Auch Aryl- (XXXIV!''® 22 ynd
einige Heteroarylsubstituenten (XXXVII!'*! XXXIX!"?") wirken sich positiv auf die
Aktivitdt aus. Interessanterweise fiihren aromatische Systeme mit Benzoylamino- bzw.

Phenylharnstoff-Struktur (XXXV, XXXV 21 72y sehr stark verminderter Aktivitit. Das
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a-Phenylsubstituierte Analogon XXXV ist inaktiv. Dies ist aber auf seinen verldngerten

Kohlenstoffspacer zuriickzufiihren.!'"!
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Abbildung 9 Variation der Spacerregion (Auswahl).
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Van Calenbergh und Mitarbeiter entwickelten auch die Derivate XL, die in B-Position
substituiert sind.'"** Phenylpropyl- und Phenylbutylsubstituenten sowie ein einfacher
Methylrest konnten hier eine Aktivitdtssteigerung bewirken, wihrend kiirzere
Phenylalkylketten und Aromaten ohne Alkylrest zu einer Verschlechterung fiihrten. Die von
Kurz et al. entwickelten Bis-POM-Ester Fosmidomycins XLI sind in y-Position mit Methyl-
oder Phenylresten substituiert. Als Bezugssubstanz fiir die biologische Evaluation diente das
a-Phenyl-substituierte Bis-POM-Fosmidomycin. Alle Derivate zeigen eine geringere

Wachstumsinhibition von Plasmodien als die Bezugssubstanz.!'*”!

a-Aryl-substituierte Fosmidomycin-Analoga mit inverser Hydroxamsiurefunktionalitéit

Ho. 8 XXX ﬁl)H .
00 XX HO™ e 2
SPo~ALoH _ 0
HO R
R N
v
XLIII
Ho QX 9 o o9 ! 0 o
HO™ N” HO N’
= R2 = RZ
RiTg R
~ . N
Ro=H + ! R,=H
R1=Ph IC50(PK1)=2.7uM K R,=Ph, 3,4-F-Ph, 2 4-F-Ph,
1-Naphthyl IC5o(PK1)=2.4uM ; 4-MeO-Ph, 4-Me-Ph
3,4-F-Ph IC50(PK1)=0.4uM = ICs0(Pf3D7)>50uM -
4-Me-Ph IC5o(PK1)=5.7uM = ;
R,=Me ' R>=Me
R=Ph IC5o(PK1)=0.48uM == R1=Ph IC0(Pf3D7)=1.2uM
1-Naphthyl IC5o(PfK1)=0.97uM= o XXvig 1-Naphthy! ICs(Pf3D7)=0.52uM
3,4-F-Ph ICso(PK1)=0.3uM = | [HO-L OH 3,4-F-Ph IC5o(Pf3D7)=0.54uM
3,4-CI-Ph IC5o(PK1)=0.38yM == | |HO™ >~ N 2,4-F-Ph ICso(Pf3D7)=1.3uM =
4-Me-Ph ICso(PK1)=0.14uM o R 4-F-Ph ICso(Pf3D7)=0.48uM
3,4-Cl-Ph IC50(Pf3D7)=0.24uM ==
Fos ICso(PfK1)=3.0uM 4-MeO-Ph IC50(PR3D7)=0.31uM ==
4-Me-Ph IC5o(Pf3D7)=0.18uM ==
Fos IC50(Pf3D7)=0.88uM

Abbildung 10 Entwicklung a-Aryl-substituierter Fosmidomycin-Analoga mit inverser Hydroxamséurestruktur.

Durch

die Kombination

zweler

Strukturvariationen,

der Inversion der

Hydroxamsaurefunktionalitidt und der Substitution des Spacers mit Arylresten in a-Position,

konnte Behrendt die hochpotenten Fosmidomycin-Analoga XLII generieren (s. Abbildung
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10).19% 1314 Deren antiplasmodiale in vitro-Aktivitit, evaluiert am PfK1-Stamm, iibersteigt

die Fosmidomycins um das bis zu 20-fache. Zur Evaluation der antiplasmodialen Aktivitét in
vivo wurden zwei Verbindungen an mit P. berghei infizierten Miusen getestet (s. Abbildung
11). Eine der Testsubstanzen (in Abbildung 11 ,,16b*) zeigte eine dhnliche Effektivitit wie

Chloroquin und Fosmidomycin.

8

Survival Rate (%)
3

60- XLII-54C/Chloroquin

XLlI-46C

L T T T T T "~ T T "~ T T "1 L l‘llc
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Abbildung 11 Kaplan-Meier-Darstellung der Ergebnisse des in vivo-Experiments an mit P. berghei infizierten
Mausen. Alle Substanzen wurden an 5 aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneal appliziert; rot = Kontrolle;
schwarz = Behandlung mit Chloroquin (10 mg*kg"); griin = Behandlung mit Fosmidomycin (80 mg*kg™);
hellblau = Behandlung mit XLII-54C (80 mg*kg"); dunkelblau = Behandlung mit XLII-46C (80 mg*kg™)
(iibernommen aus Behrendt 2011"¥ (modifiziert)).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde von Briicher dieser potente Analogatyp mit
einem B-oxa-Substituenten kombiniert. Es war bekannt, dass -oxa-Analoga Fosmidomycins
eine groBere antiplasmodiale Wirksamkeit in vitro aufweisen als Fosmidomycin. Die
Einfiithrung der B-oxa-Funktion sollte die fiir die Enzymbindung essenzielle Deprotonierung
der Phosphonsduregruppe erleichtern. Durch die Kombination beider Strukturmotive
entstanden die a-Aryl-substituierten, B-oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga mit inverser

107, 112

Hydroxamsaurefunktionalitit XLITL! I Dies sollte zu einer neuen, potenteren Klasse von

IspC-Inhibitoren fithren. Mit Ausnahme der nicht am Stickstoff substituierten
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Hydroxamsduren zeigt auch die Mehrzahl der Verbindungen dieses Typs eine hohere
antiplasmodiale Aktivitit als Fosmidomycin selbst. So iibersteigt die antiplasmodiale
Aktivitdit am Pf3D7-Stamm der potentesten Verbindung die Fosmidomycins um das 5-fache.
Eine ndhere Betrachtung der antiplasmodialen und Enzym-inhibitorischen Potenz
unterschiedlicher Analogatypen findet in Kapitel 5.8 statt. Die Verbindungen des von
Behrendt entwickelten Analogatyps XLII werden nachfolgend als ,,Carba-Isostere*

bezeichnet und die von Briicher synthetisierten Analoga XLIII ,,Oxa-Isostere®.

1.5 Aufgabenstellung

Basierend auf diesen Ergebnissen sollte ein neuer potenter IspC-Inhibitortyp entwickelt

werden (s. Abbildung 12).

0O OH
HO. I e HO\C,? XLy O o Ho\ﬁ xgm 0 o
HO/ V\/ \”/ ______ > HO/ [}]/ ______ - Ho/ ’}l/
© = R2 VZ R2
Fosmidomycin (R=H) I RITL | R1—\ |
FR900098 (R=CHs) i ,
14
Zielverbindungen
) @]
HO. 1
P S _OH
HO \)J\l}l
= Rz
Ri |
N
O o o £
HO.Ti I HO (I)I 0.0 0
/P s ,OH \P \S/ OH
HO [}l HO/ [}]/
= Ro 4 Ro
R1_\ | R1_\ |

Abbildung 12 Entwicklung a-Aryl-substituierter p-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga mit inverser
Hydroxamsiurestruktur .

Die Struktur sollte sich hierbei von dem Grundtyp der von Behrendt entwickelten Carba-

Isostere ableiten, da dieses Strukturmotiv zu hochpotenten Inhibitoren des IspC-Enzyms und

O .
O\ o
@

28
*Alternative Schreibweise der Sulfoxidfunktion: R4 R2
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des Parasitenwachstums gefiihrt hat. Briicher hat durch das Einfiihren eines Sauerstoffatoms
in B-Position einen Verbindungstyp erhalten, der zwar ebenfalls potent ist, aber schwécher
wirksam als die Carba-Isostere. Ein anderes Heteroatom in dieser Position sollte zu einem
neuen Isostertyp mit anderen Eigenschaften fiihren. Besonders interessant ist die Substitution
mit einem Schwefelatom, da liber die Generierung der Sulfide hinaus noch die Entwicklung
anderer Substanzklassen moglich ist. So kdnnen durch Oxidation der Sulfidstruktur Sulfone
und Sulfoxide gewonnen werden. Ziel dieser Arbeit ist somit die Synthese und analytische
Charakterisierung a-Aryl-substituierter, B-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga mit inverser

Hydroxamsaurefunktion.

Im Anschluss an die Synthese und Analytik der Zielverbindungen sollte der neue
Verbindungstyp einer umfangreichen biologischen Evaluation unterzogen werden (s.

Abbildung 13).

Synthese und Analytik
der Zielverbindungen
Institut fiir Pharmazeutische
und Medizinische Chemie
Heinrich Heine Universitdt

Diisseldorf Testung ﬁastung an \ Zytotoxizitdts-
K Thomas Kurz am plasmodialen Plasmodien- testung an
Enzym stdmmen Sdugetierzellen
Hamburg Schoolof  |—={ Institut fiir Institut fiir
Food Science Tropenmedizin Tropenmedizin
Universitdt Hamburg Eberhard Karls Universitat Tibingen
AK Markus Fischer Universitdt Tiibingen AK Benjamin Mordmiiller,
QK Benjamin Mordmﬁﬂy
J
|
Kristallstruktur- in vitro v

analyse .
Center for Integrated @cemats altun \ Tierversuch

Protein Science Munich Swiss Tropical and

Thia-Isoster, Testun .. : :
. . . in vivo Public Health Institute
Terihn;;sche Universitat am plasmodialen Enzym Basel
Minchen Hamburg School of AK Sergio Wittlin

AK Michael Groll Food Science

Universitdt Hamburg

> AK Markus Fischer
Polarimetrische Analyse
der Enantiomere

Institut flir Pharmazie
Universitdt Hamburg

\Qrich Riederer /

Abbildung 13 Kooperationspartner und Projektstruktur.

Zunichst sollten die Verbindungen im Arbeitskreis von Markus Fischer (Universitit
Hamburg) auf ihre Enzym-inhibitorische Aktivitit gegeniiber Plasmodium falciparum IspC

getestet werden. Mit potenten IspC-Inhibitoren sollte im Arbeitskreis von Michael Groll
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(Technische Universitdt Miinchen) der Versuch unternommen werden, diese zusammen mit
dem PflspC-Enzym zu kristallisieren. Eine so gewonnene Kristallstruktur sollte unter
anderem Aufschluss iiber Bindungsmodi zwischen Enzym und Inhibitor geben. Fiir die
chiralen, o-Aryl-substituierten Thia-Analoga war zudem die Frage zu kldren, ob ein
Enantiomer bevorzugt am PflspC-Enzym gebunden wird. Hieriiber sollte die Kristallstruktur
Aufschluss geben. Dariiber hinaus war geplant, durch Racematspaltung die beiden
Enantiomere eines Thia-Isosters zu trennen. AnschlieBende Testung am PfIspC-Enzym sollte
zeigen, ob ein Enantiomer aktiver ist und somit das Eutomer darstellt. Versuche zur
Racematspaltung von Thia-Isosteren sollten sowohl von der Autorin als auch im Arbeitskreis
von Markus Fischer (Universitit Hamburg) durchgefiihrt werden. Zur Charakterisierung der
Enantiomere sollte von Ulrich Riederer (Universitdit Hamburg) der Drehwert bestimmt
werden.

Um die antiplasmodialen Eigenschaften des neuen Analogatyps in vitro zu
untersuchen war geplant, dass die Testverbindungen im Arbeitskreis von Benjamin
Mordmiiller (Eberhard Karls Universitit Tiibingen) an zwei unterschiedlichen Plasmodium
falciparum-Staimmen evaluiert werden. Wirkstoffkandidaten mit hoher antiplasmodialer
Potenz sollten auf ihre Zytotoxizitit gegeniiber Sdugetierzellen getestet und anschlieend im
Arbeitskreis von Sergio Wittlin (Swiss Tropical and Public Health Institute Basel) im

Tierversuch auf ihre antiplasmodiale in vivo-Aktivitit untersucht werden.
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2 Svynthese der B-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga

2.1  Synthese der  [B-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga  mit

Sulfidpartialstruktur

2.1.1 Synthese als Diethylphosphonate

Syntheseplanung

Abbildung 14 zeigt die retrosynthetische Analyse zur Herstellung der Zielverbindungen 43-
57. Zentrale Zwischenprodukte, die aus der retrosynthetischen Zerlegung hervorgehen, sind
die entsprechenden Thiole 2-7/LIII und eine N-Hydroxyacetamid-Komponente zur
Einfiihrung der Hydroxamséurepartialstruktur.

HO\(IP? s\)?\ OH Et0 2 i Q 0
HO' N — Y S\)J\T/OH — Ettg;P s\)LT,o§G
= R, = R _
\:_R1 \!_R1 i \! R4 R
43-57 10-17 08
20-27
;0 ;
EX\)J\N/OHE Strategie 1 Strategie 2
. N
. g, |
LXIX
_______ P
EtOﬁP') EtO-p_.,sH SGO-p j)l\
EtO SGO HN
77 77 f 0o = Ry
N s R e ix 0sG R
LI 2-7 | 9
LIl

O
|
/\O/P\O/\ . X
TEP 7
N

Abbildung 14 Retrosynthetische Analyse der Zielverbindungen. X = Abgangsgruppe, TEP = Triethylphosphit,
SG = Schutzgruppe.

Hydroxamsduren konnen als N-Hydroxycarbonsidureamide aufgefasst werden, die aus einer
Hydroxylamin- und einer Carbonsdurekomponente bestehen. Fiir die Synthese der
Hydroxamsdurefunktionen von 10-17 und 20-27 wurden, basierend auf den Erfahrungen von
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Behrendt und Briicher aus der Entwicklung der Carba- und Oxa-Analoga, folgende
Moglichkeiten gewédhlt. Zum einen sollten die Hydroxamsdurefunktionen analog zu den
Synthesen dieser Verbindungstypen zuginglich sein (Strategie 2).!'%% ' MBIl e
Hydroxamsdure wird hierbei durch Umsetzung eines reaktiven Carbonsdurederivats mit
einem O-geschiitzten Hydroxylamin und anschlieBender orthogonaler Entfernung der
Schutzgruppe aufgebaut. Zum anderen bietet ein geeignetes Alkylans (LXIX) die
Moglichkeit, direkt eine ungeschiitzte Hydroxamsdurefunktionalitdt via S-Alkylierung des
entsprechenden Thiols 2-7/LIII einzufiihren (Strategie 1). Das Alkylans LXIX mit
Hydroxamsaurepartialstruktur kann zuvor ebenfalls aus einem reaktiven Carbonséurederivat
und einer Hydroxylaminkomponente gewonnen werden. Beide Wege weisen somit ein
dhnliches Syntheseprinzip fiir die Hydroxamsaurefunktionalitit auf.

Hydroxamsduren entstchen formal betrachtet durch Kondensation von
Hydroxylaminen mit Carbonséduren. Die Steigerung der Carbonylaktivitdt der Carbonséure ist
fiir die Umsetzung mit der Hydroxylaminkomponente essenziell. Dies kann durch Uberfiihren

(126 1271 erreicht

der Sdure in aktivere Derivate wie Carbonsdurechloride!®® oder -anhydride
werden. Alternativ kann die Carbonsdure mit Kupplungsreagenzien aktiviert werden. Hierfiir
wurden zwei 1im Arbeitskreis etablierte Reagenzien in Betracht gezogen, das
Phosgenanalogon  1,1’-Carbonyldiimidazol (CDI) und das Carbodiimid N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (EDC).['% "2 1281 ApschlieBend
erfolgt die Umsetzung des Carbonsdurederivats mit der Hydroxylaminkomponente. Um die
O-Acylierung des Hydroxylamins als Konkurrenzreaktion auszuschlieen, kann hierbei die
vorherige Einfilhrung einer Schutzgruppe an der Hydroxylfunktion des Hydroxylamins
notwendig sein. Diese Schutzgruppe muss orthogonal zum Phosphonsidurediethylester
entfernbar sein. Silylester, bestimmte Alkylester (z.B. tert-Butyl) oder die Tritylgruppe sind
unabhéngig vom Phosphonsiurediethylester spaltbar. Silylester konnen beispielsweise mit
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)!"*"), Tritylgruppen und fert-Butylgruppen in Gegenwart

(130-31) o tfernt werden.

von Sdure

Fiir die Darstellung von Sulfiden kommen Thiole als geeignete Synthone in Betracht.
Verbindung 10-17, 20-27 und 9 sollten durch S-Alkylierung des entsprechenden Mercaptans
2-7/LIII mit einem Halogenalkan gut herstellbar sein. Eine vorhergehende Deprotonierung
des Thiols 2-7/LIII durch eine Base ist hierzu notwendig. Zu beachten ist, dass das Alkylans
in Gegenwart der Base ebenfalls deprotoniert werden kann. Je nachdem, ob Sulfid 9 oder die

Sulfide 10-17, 20-27 synthetisiert werden, besitzt das eingesetzte Alkylans eine Carbon- oder

Hydroxamsdurepartialstruktur. Um die O-Alkylierung als Konkurrenzreaktion zur S-
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Alkylierung zu unterdriicken, kann die Einfiihrung einer Schutzgruppe an dieser Position
erforderlich sein. Es kommen dieselben Gruppen in Betracht wie zum Schutz des
Hydoxylamins, die eine orthogonale Entfernung dieser zum Phosphonsdurealkylester erlauben
(s. oben).

Die retrosynthetische Spaltung der C-S-Bindung fiihrt zum entsprechenden
Benzylphosphonat LII als Synthesebaustein fiir die Thiolkomponente. Benzylphosphonate
verfiigen liber eine CH-acide Methyleneinheit in a-Position zwischen Phosphonatfunktion
und Aromat. Mittels einer starken Base kann diese deprotoniert werden. Behrendt ist dies mit

102, 11 . .
02, 131 Ays dem so entstandenen Carbanion und einem

n-Butyllithium (n-BuLi) gelungen.!
geeigneten Halogenalkan baute er den Kohlenstofflinker der Carba-Analoga auf. Die
Umsetzung von Benzylphosphonaten mit elementarem Schwefel ebenfalls in Gegenwart von
n-BuLi wurde von Mikolajczyk zur Gewinnung von Thiolen eingesetzt.!'**! Diese Methode
kann hier auch fiir die Synthese der gewlinschten a-Aryl-substituierten Mercaptane
herangezogen werden.

Die Synthese des Benzylphosphonats LII erfordert die Uberlegung, welche
Schutzgruppe die Phosphonséure tragen soll. Eine Schiitzung als Alkylester ist vorteilhaft, da
dieser schonend unter Erhalt der anderen funktionellen Gruppen des Molekiils zur freien
Phosphonsédure konvertiert werden kann. Diese Konversion kann Trimethylsilylbromid
(TMSBr)-vermittelt erfolgen'® '*! oder, im Fall der Verwendung von tert-Butylestern,
Saure-vermittelt!*". Die Diethylphosphonate LII sind durch Umsetzung von Triethylphosphit
(TEP) mit den Benzylhalogeniden LI zudem leicht zugénglich. Fiir die Synthesen der Thia-

Analoga wurde der Phosphonsdurediethylester gewéhlt, da dieser Ester sich schon bei der

Darstellung der Carba- und Oxa-Isostere bewéhrt hat.

Synthesestrategie 1

Abbildung 15 illustriert den Syntheseverlauf des 1. Weges. Wie in der Syntheseplanung
erlautert, unterscheiden sich Synthesestrategie 1 und 2 nur im Aufbau des
Hydroxamsdurestrukturmotivs. Neben Verbindung 52, die auch {iber Strategie 2 gewonnen
werden konnte, wurden alle {ibrigen in dieser Arbeit besprochenen Phosphonsédurediethylester

und deren korrespondierenden Phosphonséduren 43-57 iiber Strategie 1 erhalten.
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Abbildung 15 Darstellung der Phosphonohydroxamséuren 43-57. Tabelle 6 (S. 53) zeigt eine Strukturiibersicht
iiber alle gewonnenen Zielverbindungen.

Synthese der a-Mercaptophosphonate 2-7, Lllle, f, i (Schritt A-C)

Die in der retrosynthetischen Analyse als Edukte fiir die Thiolsynthese definierten
Benzylphosphonate LII konnten durch Michaelis-Arbusow-Reaktion gewonnen werden. Dies
erforderte neben Triethylphosphit den Einsatz des entsprechenden Benzylhalogenids (s.
unten). Bevor eine Michaelis-Arbusow-Reaktion zur Generierung der Phosphonate LIIa und
LIIb durchgefiihrt werden konnte, mussten bei diesen beiden Verbindungen zunichst die

entsprechenden Benzylhalogenide dargestellt werden (A).

3,5-Difluorbenzylbromid LXVIIa wurde wie von Takeuchi al. beschrieben durch Umsetzen

des korrespondierenden Benzylalkohols LXVIa mit 48 %iger Bromwasserstoffsdure und

[133]

konzentrierter Schwefelsdure bei Raumtemperatur erhalten. Die Synthese von 3,5-

Dimethoxybenzylchlorid LXVIIb erfolgte nach Chen et al. durch die Zugabe von
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Thionylchlorid zum Benzylalkohol LXVIb in absolutiertem Diethylether bei
Raumtemperaturt*¥ (s. Abbildung 16).

0
_o_o_, /\%
sto4 % 180°C /"
F F
LXVla LXVlla Lila
% 0
HO SOCl, cl oPo™ | /\%:'ﬁ
Diethylether abs. 180°C 2
RT
LXVIb LXVIib Lilb

Abbildung 16 Synthese von LIIa und LIIb aus den entsprechenden Alkoholen.

Alle in dieser Arbeit erwidhnten Diethylbenzylphosphonate LII sind literaturbekannt und
wurden in einer Michaelis-Arbusow-Reaktion in Anlehnung an Saunders et al. dargestellt!'*)
(B). Hierbei wurden beide Edukte, Triethylphosphit und das entsprechende Benzylhalogenid
LI, nach mehrstiindigem Erhitzen unter Riickfluss zu dem korrespondierenden
Phosphonséurediethylester LII umgesetzt. Die Phosphonsdurediethylester LII konnten nach
Destillation im Vakuum in Ausbeuten um 90 % direkt mit einer flir den weiteren
Syntheseverlauf geeigneten Schutzgruppe erhalten werden.

Die Michaelis-Arbusow-Reaktion lduft iiber einen zweistufigen Mechanismus ab!'*®
(s. Abbildung 17). Nukleophiler Angriff des Trialkylphosphits auf das Alkylhalogenid (hier:
Benzylchlorid) resultiert in einem intermedidr gebildeten Phosphoniumion. Das im ersten
Schritt als Abgangsgruppe fungierende Halogenidion greift dieses nun seinerseits nukleophil
in einem Sy2-Mechanismus an. Es entstehen das entsprechende Dialkylphosphonat und ein
Alkylhalogenid (hier: Ethylchlorid). Als Konkurrenzreaktion kann der nukleophile Angriff
des Trialkylphosphits auf das entstehende Ethylchlorid auftreten. Um dies zu verhindern, wird

das fliichtige Ethylchlorid durch Destillation aus der Reaktion entfernt.
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Abbildung 17 Postulierter Mechanismus der Michaelis-Arbusow-Reaktion am Beispiel Benzylchlorid.!'**

AnschlieBend wurden die Verbindungen LII nach Mikolajczyk mit d4quimolaren Mengen
elementarem Schwefel in Gegenwart von 1.1 Aquivalenten n-Butyllithium bei -78 °C und
nachfolgender sukzessiver Erwdrmung auf -20 °C bzw. Raumtemperatur umgesetzt (Schritt
C). Waissrige Aufarbeitung mit 1M Salzsdure lieferte die entsprechenden a-

Mercaptophosphonate LIII/2-7 als Rohprodukte in einer Ausbeute von 57-84 %!'*

, wobei
Lllle, f i schon von anderen Autoren beschriecben wurden* 7 Die
oxidationsempfindlichen Thiole wurden nach der Aufarbeitung unter Schutzgas und
Lichtschutz bei —20 °C gelagert und als Rohprodukte zeitnah in dem folgenden

Reaktionsschritt weiter umgesetzt.

Synthese der Phosphonohydroxamsduren 10-17, 19-21, 23-26 (Schritt D)
Um durch die S-Alkylierung der a-Mercaptophosphonate LIII/2-7 (D) eine

Hydroxamsdurepartialstruktur einfiihren zu kénnen, mussten zunichst geeignete Alkylanzien
hergestellt werden. Als Alkylanzien wurden hier 2-Chlor-N-hydroxy-N-methylacetamid
LXIXa, 2-Chlor-N-hydroxyacetamid LXIXb und N-Benzyl-2-chlor-N-hydroxyacetamid
LXIXe¢ verwendet. Entsprechend der retrosynthetischen Analyse wurden so direkt durch die
Thiolalkylierung die ungeschiitzten Hydroxamsduren 10-17 (N-Methyl-substituiert), 20-27
(nicht am Stickstoff substituiert) und 19 (N-Benzyl-substituiert) erhalten.

Abbildung 18 zeigt die Gewinnung von LXIXa-LXIXc. LXIXa wurde nach der von
Hoffman et al.  beschriecbenen Methode aus Chloracetylchlorid und dem
Hydroxylammoniumsalz LXVIIIa in Gegenwart von methanolischer Kaliumhydroxid-

Losung gewonnen.mg]

Fir die Synthese von LXIXb wurde das O-Benzyl-geschiitzte
Hydroxylamin LXVIIIb nach Casadei mit Chloracetylchlorid in Dichlormethan unter
Triethylamin-Zusatz umgesetzt.!**! Aus dem so erhaltenen O-Benzyl-geschiitzten Intermediat

wurde anschlieBend hydrogenolytisch die Hydroxamsédure LXIXDb freigesetzt.
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Abbildung 18 Gewinnung der Alkylanzien LXIXa-c.

LXIXc konnte in einer dreistufigen Synthese dargestellt werden. Zunichst erfolgte eine
Kondensation von Hydroxylammoniumchlorid und Benzaldehyd analog Puerto Galvis et al.

140112 Aquivalente Hydroxylammoniumchlorid wurden bei

zum entsprechenden Oxim LXX.!
Raumtemperatur in einer Mischung aus Ethanol und Wasser sowie in Gegenwart einer
dquimolaren Menge Natriumcarbonat mit einem Aquivalent Benzaldehyd kondensiert. Das
Oxim wurde als Gemisch aus E- und Z-Isomer erhalten. AnschlieBend wurde LXX zum
Hydroxylamin LXXI reduziert. Die Reduktion erfolgte wie von Aschwanden et al.
beschrieben bei 0 °C mit iiberschiissigem Natriumcyanoborhydrid in Methanol in Gegenwart
von konzentrierter Salzsaure.'"*"! Fiir die Extraktion wurde 10 %ige Kaliumhydroxid-Losung
verwendet, sodass am Ende der Synthese das Hydroxylamin direkt als freie Base und nicht als

Hydrochlorid vorlag. Der letzte Schritt der dreistufigen Synthese bestand in der Umsetzung
von LXXI mit 2-Chloracetylchlorid wie bereits fiir LXIXa beschrieben."**!

Zur S-Alkylierung von LIII/2-7 wurden diese unter Schutzgasatmosphédre in N,N-
Dimethylformamid (DMF) gelést und bei 0 °C zunichst mit 1.25 Aquivalenten
Natriumcarbonat in die korrespondierenden Thiolatanionen iiberfiihrt. Nach erfolgter
Deprotonierung wurde das gewiinschte Alkylans LXIXa-c¢ in &dquimolaren Mengen
zugegeben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur weitergefithrt und der Verlauf
diinnschichtchromatographisch kontrolliert. Die N-Methyl-substituierten Hydroxamséuren 10-

17 konnten nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung in Ausbeuten von 27-
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70 % als elementaranalysenreine Feststoffe gewonnen werden. Bei den unsubstituierten
Hydroxamsduren 20-27 wurden Ausbeuten von 15-52 % erzielt. Die N-Benzyl-substituierte
Phosphonohydroxamsiure 19 wurde in einer Ausbeute von 8 % elementaranalysenrein als Ol
gewonnen. Die Hilfte der am Stickstoff unsubstituierten (freien) Hydroxamséuren (21, 22, 25,
26) fiel nach der chromatographischen Reinigung als Feststoff an. Von den als Olen
erhaltenen Hydroxamséduren 20, 23, 24 und 27 wurde 23 nach monatelanger Lagerung in der

Kalte fest.

Im Vorfeld wurde die S-Alkylierung der Thiole LIII/2-7 zu den entsprechenden
Hydroxamsduren 10-17, 19-21 und 23-26 anhand der Umsetzung von Thiol LIIIe mit
Alkylans LXIXa zu Hydroxamsdure 10 optimiert. Die Umsetzung erfolgte urspriinglich in

142-144] - . . .
lin Gegenwart von Kaliumcarbonat und lieferte eine

Anlehnung an Literaturvorschriften!
Ausbeute von 20 % (an Hydroxamsdure 10). Der Grund fiir die Optimierung war die
gewiinschte Erhohung der Ausbeute. Hierbei wurde DMF als Reaktionsmedium beibehalten,
weil sowohl das polare Alkylans als auch die entstehenden Thiolatanionen eine sehr gute
Loslichkeit darin aufwiesen. Nach erfolgter Reaktion war zudem eine nahezu quantitative
Entfernung des Losungsmittels durch die Extraktion mit 1 M Salzsdure moglich. Fiir das
Reaktionsmedium DMF wurde die Verwendung von Césiumcarbonat als Base in Betracht
gezogen, da diese Verbindung durch ihren hohen Dissoziierungsgrad in polaren aprotischen

Losungsmitteln!'*]

zu einer hoheren Deprotonierungsrate des Thiols fiihren sollte. Neben
Césiumcarbonat sollte auBlerdem der Einsatz der kostengiinstigeren Basen Natrium- und

Calciumcarbonat evaluiert werden.

EtO-2 \)(J)\ o \j\
~P._SH cl .OH DMF tO-p__s _OH
Et0 * NV ocsRT T EO N
Base
LXIXa
Lille 10
Base Ausbeute
K,CO; 20 %
CSzCO3 15 %
NaQCO3 41 %
CaCO; Keine Umsetzung

Tabelle 5 Ausbeuten an Hydroxamséure 10 in Abhéngigkeit von der eingesetzten Base.
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Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dass durch den Einsatz von Natriumcarbonat mit
einer Ausbeute von 41 % an Hydroxamsédure 10 das beste Ergebnis erzielt werden konnte (s.

Tabelle 5). Deshalb wurde fiir die weiteren Umsetzungen diese Base genutzt.

Entfernung der Schutzeruppen (E)

Die TMSBr-vermittelte Desalkylierung des Phosphonsédurediethylesters (E) stellt den finalen

Schritt des Synthesewegs dar. McKenna postulierte fiir die Desalkylierung einen mehrstufigen

Mechanismus, der durch kinetische Untersuchungen von Conibear gestiitzt wird!*'*7 (.
Abbildung 19).
R
A
I N |
- O O Br \/ ~d.
| O-L. ) Si— Si
4F - S L
= r i
O R /o R
TMSBr 20 LXI1II LXIV
& 0 0
* TMSBr 0.  *2o _ HOo s J on
PEN | o R HO N
- Br —a;0 / H
Si - 275
! /~OH
LXV 52

Abbildung 19 TMSBr-vermittelte Konversion von Phosphonsdurealkylestern zu den freien Phosphonsduren am
Beispiel von Verbindung 20 nach McKenna und Conibear'**'*",

Initial erfolgt eine Umesterung des Ethylestergruppe zu dem entsprechenden Silylester. Das
Sauerstoffatom des Ethylesters greift nukleophil das Siliziumatom des Trimethylsilylbromids
an, wobei das Bromidion als Abgangsgruppe fungiert. Nukleophiler Angriff dieses
Bromidions auf eine der Alkoxygruppen des Esters von Intermediat LXIII resultiert in dem
gemischten Alkyltrimethylsilylester LXIV. Diese Abfolge liefert nach erneutem Durchlauf
den Bis(trimethylsilyl)ester LXV. Durch schonende Hydrolyse der Silylester kann die freie
Phosphonséure gewonnen werden.

Die Desalkylierung der Phosphonsdurediethylester 10-17, 19-21, 23-26 wurde in
Anlehnung an Briicher!"""'"?! mit 5 Aquivalenten TMSBr in Dichlormethan durchgefiihrt.
Aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit von TMSBr musste in absolutiertem Losungsmittel

und unter Schutzgas gearbeitet werden. Die korrespondierenden Silylester wurden nach 48-
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stiindigem Riithren mit 3 Aquivalenten Wasser hydrolysiert und im Vakuum von
Losungsmittel und volatilen Riickstinden befreit. Kristallisierte das Produkt nicht durch
Zugabe von Ethylacetat und n-Hexan aus, wurde es chromatographisch an einer kleinen
Menge Kieselgel mit einem Gradienten bestehend aus n-Hexan und Ethylacetat als
Elutionsmittel (100:0 — 0:100) gereinigt. Alle freien Phosphonsduren mit N-Substitution (43-
51) sind Feststoffe, wiahrend es sich bei allen nicht am Stickstoff substituierten Verbindungen
(52-57) um Ole handelt. Die freien Phosphonsiuren 43-57 konnten elementaranalysenrein
oder mit einer Reinheit von mehr als 95 % (HPLC-Analyse) in Ausbeuten von 16-90 %

erhalten werden.

Die TMSBr-vermittelte Konversion der Phosphonsdureester 22 und 27 zu den
Phosphonséduren LXXV und LXXVI hingegen erwies sich als problematisch (s. Abbildung
20). Das a-Naphthylphosphonat 22 ist in Dichlormethan unzureichend 16slich, sodass fiir die
TMSBr-vermittelte Desalkylierung des Esters ein anderes Reaktionsmedium bendtigt wurde.
DMEF ist das einzige fiir TMSBr-Spaltungen geeignete Medium, in dem die Verbindung eine
ausreichende Loslichkeit aufweist. Dieses Losungsmittel konnte nach beendeter Reaktion
allerdings nicht in ausreichender Menge von der freien Phosphonsidure LXXYV abgetrennt
werden. Als Methoden hierfiir wurden Extraktion mit Salzsdure (1 M), Chromatographie und
Lagerung im Hochvakuum angewandt.

1.)TMSBr
CH,Cl,

0 0 0°C->RT 0 0
EtO-p s . oH  4gp HO-p s I _oH
EtO N oo HO N

)H,0 H
() ()
RT 45min
22 1.)TMSBr LXXV
CH,Cl,
0 0 0°C->RT 0 0
EtO-p s\)l\N,OH 48h HO-p s\)LN,OH
THF
RT 45min
S S\
27 LXXVI

Abbildung 20 Phosphonsauren, die nicht in ausreichender Reinheit nach TMSBr-vermittelter Konversion der
Diethylphosphonate 22 und 27 gewonnen werden konnten.

Nach TMSBr-vermittelter Konversion des Diethylphosphonats 27 zur entsprechenden freien

Phosphonsédure LXXVI konnte diese nicht in ausreichender Reinheit aus den
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Reaktionsriickstdnden isoliert werden. Wie bei allen nicht am Stickstoff substituierten
Hydroxamsduren dieses Verbindungstyps mit freier Phosphonsiduregruppe handelt es sich
auch bei dieser Substanz um ein Ol. Kristallisation aus den Reaktionsriickstinden nach
vorheriger Entfernung volatiler Verunreinigungen im Hochvakuum war nicht moglich. Die
oligen Riickstinde wurden chromatographisch an kleinen Mengen Kieselgel gereinigt. Dies
fiihrte im Falle von 27 aber nicht zu der gewiinschten Reinheit von mind. 95 %" (HPLC-
Analyse). Aufgrund der hohen Polaritit der Zielverbindungen ist deren Affinitit zu der
stationdren Phase Kieselgel sehr gro und die Loslichkeit in den Elutionsmitteln wie
beispielsweise  n-Hexan, Dichlormethan oder Essigsdureethylester gering. Die
Chromatographie zur Reinigung der Zielverbindungen ist somit weniger effektiv als bei den
Diethylphosphonaten. Zudem ist sie mit groen Substanzverlusten verbunden. Aufgrund
seiner hohen Polaritit wire Methanol ein geeignetes Losungs- und Elutionsmittel”. Jedoch
weisen nicht am Stickstoff substituierte Hydroxamsduren, anders als ihre N-Methyl-
substituierten Analoga, neben der hohen Polaritit eine verminderte Stabilitit auf. Gegeniiber
Methanol, Wasser und Aceton haben sich einige unsubstituierte Hydroxamsauren als instabil
erwiesen. Methanol und Wasser konnen zum Verlust der Hydroxamsdurefunktionalitit
fiihren. Wihrend durch Wasser die Hydrolyse zur Carbonsdure erfolgt, entsteht durch
Methanol der Carbonsduremethylester. Aceton kann die freie Hydroxamsdurefunktionalitét

als Acetonid maskieren®.

Die Reinigung ungeschiitzter Phosphonohydroxamsauren wird auch von Briicher und Van

Calenbergh als problematisch beschrieben '’ 11 118 122]

Die Arbeitsgruppe von Van
Calenbergh nutzt hierfiir unter anderem eine priparative HPLC.!!'®!"% 1221 Bej dieser Methode

wird eine C18-Umkehrphase in Verbindung mit einem Elutionsmittel aus Acetonitril und

“Als Bezug fiir die gewiinschte Reinheit wurden die Anforderung des Journal of Medicinal Chemistry (ACS
Publications) gewihlt, die eine Reinheit von mind. 95 % fiir die Zielverbindungen vorschreiben.

"Da Methanol Kieselgel 16sen kann, wurde zur Chromatographie mit Methanol nur Kieselgel verwendet, welches
zuvor wie folgt behandelt worden war: nach mindestens 3-stiindigem Riihren in Dichlormethan/Methanol
(90:10) wurde das Kieselgel iiber eine Fritte filtriert, gewaschen und im Vakuum getrocknet. Dieses Kieselgel
wurde mit einem Anteil von maximal 10 % Methanol im Elutionsmittel zur Chromatographie verwendet.

‘Die Entstehung von Carbonsiuremethylestern und ,,Acetoniden® (s. unten) konnte in den entsprechenden 'H-
NMR-Spektren  beobachtet werden. Bei einer Tiipfelprobe mit FeCl; zum Nachweis der
Hydroxamséaurepartialstruktur gaben die Verbindungen zudem keine oder -bei nicht quantitativer Konversion der
Hydroxamsauregruppe- nur eine schwache Farbung. Die Carbonsiduremethylester einiger Verbindungen wurden
auch massenspektrometrisch nachgewiesen. Eine Hydrolyse zur Carbonsdure durch Wasser wurde daraus
gefolgert, dass keine Férbung mit FeCl; eintrat und NMR-spektroskopisch keine Signale fiir die
Hydroxamsaurestruktur zu detektieren waren.

O
)OJ\ OH A ﬁ
N” AT
<N % N
Konversion von unsubstituierten Hydroxamséuregruppen in 5,5-Dimethyl-1,4,2-dioxazole durch Aceton.
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wassrigem Ammoniumacetat-Puffer verwendet. Auch Briicher hat zur Reinigung eines Oxa-
Isosters eine semipriparative HPLC-Methode in Anlehnung an Van Calenbergh verwendet,
konnte dadurch allerdings keine ausreichende Reinheit erzielen.'””! Alternativ werden die
Phosphonohydroxamséuren bei Van Calenbergh als Bisammoniumsalze gefdllt und in einigen

Fillen anschlieBend durch Chromatographie an Cellulose gereinigt.!''® 1201211

Die nicht am Stickstoff substituierten Phosphonsduren 52-57 konnten -wie zuvor beschrieben-
in ausreichender Reinheit gewonnen werden. Somit lagen geniligend Testsubstanzen vor, um
eine biologische Evaluation dieses Verbindungstyps zu ermdglichen. Auf weitere
Reinigungsversuche zur Gewinnung der korrespondierenden freien Phosphonsduren von 22

und 27 wurde daher verzichtet.

Synthesestrategie 2
0]
cl A EtO- B EO-B_sh c
180°C EtO S EtO TR0
S -n”-éF Li Trimethylsilyl-
P -BuLl
~0"0 -78°C -> RT kl;rl\cjlr;acetat
" Hia Hille 0°C > RT
2. 1M HCI
2 0 D 0 0 e
Bop s Ay e0f s L o-Triy
Eto H,NO- Trityl EtO N TFA
Kupplungsreagenz (Et)3SiH
CH,Cl,
9 28
£0-3 \)OL F Ho 2 Q
P S _.OH - )
Et0 N 1op s A oH
H 1.)TMS-Br, CH,Cl,, 0°C->RT, 48h H
2.)H,0, THF, RT, 45min
20 52

Abbildung 21 Synthesestrategie 2 (Ubersicht).

Synthesestrategie 2 ist eine sechsstufige Synthesesequenz, die zeitlich parallel zu Strategie 1
anhand von Phosphonsdure 52 als Zielverbindung entwickelt wurde. Strategie 2 stellt im
Vergleich zu Strategie 1 den mit zwei zusitzlichen Schritten und damit verbundenen

Reinigungsprozessen aufwendigeren Weg dar (s. Abbildung 21). Nachdem erwiesen war, dass
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Phosphonséure 52 iiber beide Strategien in zufriedenstellenden Ausbeuten erhalten werden
konnte, wurden aufgrund dieser Uberlegungen alle weiteren Zielverbindungen iiber Strategie
1 gewonnen. Deshalb wird in diesem Abschnitt Weg 2 ausschlielich zur Gewinnung von

Phosphonséure 52 ausgehend von Benzylchlorid LI vorgestellt.

Synthese von 2-(((Diethoxyphosphoryl) (phenyl) methyl)thio)essigsiure 9 (A-C)

Das Benzylphosphonat LIIa konnte durch Michaelis-Arbusow-Reaktion wie unter Strategie 1

beschrieben nach Saunders et al. dargestellt werden!'**! (A).

AnschlieBend konnte das entsprechende a-Mercaptophosphonat LIIle nach Mikolajczyk (s.
Strategie 1) aus LIIa in einer Ausbeute von 80 % gewonnen werden!*”! (B). Zur S-
Alkylierung von LIIe (C) wurde dieses zunichst mit Kaliumcarbonat in das
korrespondierende Thiolatanion iiberfithrt. Als Alkylans fungierte das nach erfolgter
Deprotonierung von LIIle zugegebene Trimethylsilylbromacetat (1 Aquivalent). Wie in den
retrosynthetischen Uberlegungen gefordert, wurde somit ein an der Carbonsiurefunktionalitit
geschiitztes Alkylans eingesetzt. Die Verwendung des Trimethylsilylesters ermdglichte eine
orthogonale Entfernung der Schutzgruppe. Der intermediér erhaltene Silylester konnte durch
wissrige Aufarbeitung mit 1 M Salzsdure zur freien Carbonsdure hydrolysiert werden,
wihrend die Phosphonsédureesterstruktur erhalten blieb (s. Abbildung 22). Die
Hydrolyseempfindlichkeit von Trimethylsilylbromacetat sowie die Oxidationsempfindlichkeit
des Thiols erforderten eine Synthese unter Sauerstoff- und Feuchtigkeitsausschluss. Nach
chromatographischer Reinigung konnte das Produkt so in einer Ausbeute von 82 %
elementaranalysenrein gewonnen werden.
Q Q o ® Q Q
BIO-p.SH 12 ’;zrcos 5 FI0-p s Hlgsic oo BP SN
o) /

Lllle 9

Abbildung 22 S-Alkylierung des a-Mercaptophosphonats LIIIe.
Der sich anschlieBende Aufbau der Hydroxamsdure bendtigte neben der Carbonsédure- eine
Hydroxylamin-Komponente. Das durch eine zweistufige Synthese erhéltliche O-

Trityloxyamin (s. Abbildung 23) diente als Hydroxylamin-Baustein mit geeigneter

"Die Optimierung der S-Alkylierungsreaktion von Synthesestrategie 1 ergab, dass mit Natriumcarbonat als Base
die hochste Ausbeute erzielt werden konnte. Synthesestrategie 2 wurde vor der Optimierung dieser Reaktion
durchgefiihrt und da hier eine Ausbeute von 82 % an Carbonsdure 9 erzielt werden konnte, wurde hier ohne
weitere Optimierungsversuche Kaliumcarbonat verwendet.
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Schutzgruppe. Schritt 1 wurde analog der von Welch et al. fiir N-(Benzyloxy)phthalimid
beschriebenen Synthese durchgefiihrt.!'**! N-Hydroxyphthalimid LIV wurde hierzu in
Acetonitril mit dquimolaren Mengen von Triethylamin und Tritylchlorid unter Riickfluss
erhitzt. Ethanolaminolyse des so entstandenen N-(Trityloxy-)phthalsdureimids LV resultierte
in dem gewiinschten O-Trityloxyamin LVL."*! Bei dieser Gabriel-analogen Synthese wurde
der Hydrazinolyse eine Ethanolaminolyse vorgezogen, da das Toxizitdtsprofil des

[150-151

Ethanolamins giinstiger ist als das des carcinogenen Hydrazins I und eine einfachere

Entfernung des wasserloslichen Nebenprodukts ermdglicht wird.

Cl O NH,
P SR,
o (Lo ) 2 ol
Acetonitril 50°C HaN
0O Reflux
TEA © Q Q
LV LVI

LIV

Abbildung 23 Darstellung von O-Trityloxyamin LVI.

Synthese der O-Trityl-geschiitzten Hydroxamsdure 28 (D)

Fiir die Synthese der O-Trityl-geschiitzten Hydroxamséure 28 wurde das Hydroxylamin LVI
via CDI mit der Carbonsdure 9 gekuppelt. Es konnte hierbei nur eine Ausbeute von 16 %
erzielt werden. Zur Optimierung der Ausbeute wurde als alternatives Kupplungsreagenz EDC
HCI eingesetzt. Dies steigerte die Ausbeute um mehr als das zweifache auf 37 %. Als dritte
Methode wurde die Synthese eines intermedidren gemischten Carbonsdureanhydrids gewéhlt.
Diese Methode war am effektivsten und es konnte ca. das 3.5-fache an Produkt (55 %)

gewonnen werden. Abbildung 24 zeigt eine Ubersicht {iber die angewandten Methoden.

a) CDI ist ein Azolid, welches u.a. zur Amidbildung aus Carbonsduren und Aminen

152-154]

herangezogen werden kann.! Es bildet mit Carbonsduren Imidazolide.”” Die

Carbonylaktivitit des Imidazolids beziiglich eines nukleophilen Angriffs entspricht der des

152, 156

korrespondierenden Anhydrids oder Siurechlorids.! I Die Verwendung eines Amins bzw.

Hydroxylamins als Nukleophil liefert das entsprechende Amid bzw. die Hydroxamséure. Die
Synthese der O-Trityl-geschiitzten Hydroxamsdure 28 mit Hilfe von CDI erfolgte in

107, 112

Anlehnung an Briicher. I Hierzu wurde die Carbonsdure 9 mit einem leichten
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Uberschuss CDI in Dichlormethan bei Raumtemperatur umgesetzt. Aufgrund der

(1361 wurde die Reaktion in

Hydrolyseempfindlichkeit von CDI und des gebildeten Imidazolids
absolutiertem Ldsungsmittel und in Schutzgasatmosphdre durchgefiihrt. Nach einstiindigem
Rithren wurde O-Tritylhydroxylamin (LVI) zugegeben und der Ansatz mehrere Stunden
geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurden Nebenprodukte bei der Extraktion mit 10 %iger
Citronensdurelosung in die wissrige Phase entfernt. Durch chromatographische Reinigung an

Kieselgel konnten 16 % des gewiinschten Produkts 28 elementaranalysenrein erhalten

werden.
0 o)
a)  HyNO Trityl EEt%iF’ S\)J\N/O-Trityl
') H
SNNY,
NT =N
CDI 28
(16%)
o) 0
Et0-p s
Et0 OH b)  HoN-OTrityl Et0-p i i
) HoN-OTrity -P_s. ., .o-Trityl
| O EtO N
’N\/\/NHC|
/\N/,C/ N
o EDC HCI
28
(37%)
c) 1) °
' [N])\/O\H/Cl 0 o)
. o) EtO-p s\)LN,o—Trityl
2.)HoN-O Trityl EtO H
THF abs.
-20°C -> RT
28
(55%)

Abbildung 24 Verwendete Methoden zur Synthese von 28.

b) EDC HCI ist ein Carbodiimid, welches u.a. bei der Amidbildung aus Carbonsiduren und

Aminen Anwendung findet.!'”

Carbonsduren reagieren mit EDC HCl zu O-
Acylisoharnstoffen.!">"*®! Im Falle der Verwendung eines Hydroxylamins als Nukleophil
entsteht hieraus eine Hydroxamséure. In der Literatur wird die Verwendung von EDC HCl in
Verbindung mit  N,N-Dimethylpyridin-4-amin ~ (DMAP) als  Katalysator  bei

Kupplungsreaktionen beschrieben.!'™”!
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1281 \wurden alle drei

Fir die Synthese der Hydroxamsiure 28 analog Marek!
Komponenten (Sdure 9, Hydroxylamin LVI und EDC HCI) in dquimolaren Mengen unter
Schutzgasatmosphire in Dichlormethan zusammengegeben, mit 0.2 Aquivalenten DMAP
versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss an basische und saure
Extraktionsschritte wurde das Rohprodukt chromatographisch an Kieselgel gereinigt und das

Produkt konnte elementaranalysenrein in einer Ausbeute von 37 % erhalten werden.

c) In Gegenwart des Amins 4-Methylmorpholin (NMM) konnen aus Carbonsduren und
Isobutylchlorformiat gemischte Anhydride gebildet werden. AnschlieBender nukleophiler
Angriff des Hydroxylamins liefert die Hydroxamsdure und einen Kohlensdurehalbester, der
unter Freisetzung von CO; und Isobutanol zerfillt.

127 wurde die

Fiir die Synthese von Hydroxamséure 28 in Anlehnung an Clavier et a
Carbonsiure 9 in Tetrahydrofuran (THF) mit 1.1 Aquivalenten NMM versetzt. Bei -20 °C
wurde das entstandene Carboxylat mit ebenfalls 1.1 Aquivalenten
Chlorameisensdureisobutylester umgesetzt. Die Hydrolyseempfindlichkeit des Sdurechlorids
und des gemischten Anhydrids erforderte das Arbeiten in absolutiertem Losungsmittel und
unter Schutzgasatmosphdre. Nachfolgend wurde Hydroxylamin LVI zugegeben und nach
Beendigung der Reaktion, wéssriger Aufarbeitung sowie chromatographischer Reinigung an
Kieselgel wurde das Produkt elementaranalysenrein in einer Ausbeute von 55 % erhalten.

Durch diese Methode konnte somit die hochste Ausbeute fiir die Hydroxamsdure 28 erzielt

werden.

Entfernung der Schutzgruppen (E, F)

Die Synthese der Hydroxamsdurefunktionalitit wurde mit einem O-Trityl-geschiitzten
Hydroxylamin realisiert. Da sich diese Schutzgruppe durch Séurelabilitit auszeichnet, fiihrte
die Behandlung von Phosphonat 28 mit einem 8-fachen Uberschuss Trifluoressigsiure zur
Freisetzung der Hydroxamsdure 20 (E) (s. Abbildung 25). Es wurden 2 Aquivalente
Triethylsilan zugesetzt, da das O-Trityl-geschiitzte Hydroxamat nach Protonierung durch
Trifluoressigsdure neben der freien Hydroxamsdure auch in das Tritylkation zerfillt.
Triethylsilan diente als Scavenger flir dieses Elektrophil und wurde deswegen hierbei in
Anlehnung an eine im Arbeitskreis bewidhrte Methode eingesetzt.?'™™ Nach
chromatographische Reinigung des Rohprodukts an Kieselgel wurden 75 % der freien

Hydroxamsdure elementaranalysenrein erhalten.
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Abbildung 25 Sédurevermittelte Entschiitzung von 28 in Gegenwart von Triethylsilan.[2 18]

Als letzter  Schritt  schlieBt sich die = TMSBr-vermittelte  Konversion des
Phosphonséurediethylesters von 20 in die freie Phosphonsdure 52 an (F). Dies wurde, wie
unter Synthesestrategie 1 beschrieben, durchgefiihrt. Chromatographie an einer sehr geringen
Menge Kieselgel mit einem FElutionsmittelgradienten aus n-Hexan und Ethylacetat
(100:0 — 0:100) lieferte das Produkt in einer Ausbeute von 61 % und einer Reinheit von iiber

95 % (HPLC-Analyse).

2.1.2 Synthese als Di-zert-butylphosphonate

Bei den a-Aryl-substituierten Fosmidomycin-Thia-Analoga handelt es sich um racemische
Verbindungen, die ein Asymmetriezentrum in a-Position zur Phosphonsduregruppe besitzen.
Um zu evaluieren, ob das PfIspC-Enzym eine Enantioselektivitit gegeniiber den Thia-
Analoga aufweist und somit ein Enantiomer bevorzugt im aktiven Zentrum gebunden wird,
sollte eine Methode zur Racematspaltung der Thia-Isostere gefunden werden. Die Selektion
des Eutomers konnte so zu einer Steigerung der inhibitorischen Aktivitit (idealerweise um
das doppelte) gegeniiber dem Racemat fiihren. Als Modellsubstanz fiir die Entwicklung einer
Methode zur Racematspaltung mittels chiraler HPLC wurde die 3,4-Difluorphenyl- und N-
Methyl-substituierte Phosphonohydroxamsiure 46 gewihlt (s. Abbildung 26). 46 stellt mit
einem ICsp-Wert von 0.014 £ 0.001 uM einen der potentesten PfIspC-Inhibitoren (bezogen
auf die Fosmidomycin-Thia-Analoga) dar. Zudem handelt es sich bei 46 um eine Substanz,
die aus den Reaktionsriickstinden des letzten Syntheseschritts, der TMSBr-vermittelten
Entschiitzung des Phosphonsdureesters, sehr gut auskristallisiert und somit in hohen
Ausbeuten und in hoher Reinheit gewonnen werden kann. Jedoch zeigten die Enantiomere
ungeschiitzter Phosphonohydroxamsduren an den chiralen stationdren Phasen der zur
Verfiigung stehenden HPLC-Séulen (Chiralcel® OD) nur eine ungeniigende Trennung und
sehr lange Retentionszeiten. Darauthin wurde Verbindung 18, die sowohl an der Phosphon-
als auch an der Hydroxamséauregruppe tert-butyl-geschiitzt ist, entwickelt (s. Abbildung 26).
Der sterisch anspruchsvolle tert-Butylester wurde fiir die Synthese von 18 ausgewéhlt, um

zum einen die Trennbarkeit der Enantiomere zu erhohen. Zum anderen sollte durch die
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Verwendung einer einheitlichen Schutzgruppe fiir Phosphon- und Hydroxamséurefunktion
nach erfolgter Enantiomerentrennung die parallele Entschiitzung beider Saurefunktionen

ermOglicht werden.
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Abbildung 26 Konzept zur Racematspaltung von 46 und Entwicklung von 18.

Tatsdchlich konnte nach Entwicklung einer geeigneten HPLC-Methode fiir Verbindung 18
nahezu eine Basislinientrennung der Enantiomerenpeaks (erreichte Auflosung = 1.9, s.
Abbildung  27) erzielt werden, wihrend zuvor bei der ungeschiitzten

Phosphonohydroxamsaure 46 keine Trennung moglich war.

Wie in der Projektplanung erldutert (s. Abschnitt 1.5), sollte im Arbeitskreis von Michael
Groll (Technische Universitit Miinchen) die Kristallstruktur des PfIspC-Enzyms mit einem
Thia-Analogon aufgenommen werden. Dies war in der Zwischenzeit fiir den Komplex aus
PAIspC mit Thia-Analogon 43 und den Kofaktoren NADPH und Mn®" (s. Kapitel 4.2)
gelungen. Aus der Kristallstruktur geht hervor, dass selektiv das (S)-Enantiomer von 43 im
Enzym gebunden wird. Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse wurde von

Kooperationspartnern (Arbeitskreis Markus Fischer, Universitit Hamburg) anhand von
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Verbindung 43 eine Sdule mit chiraler stationdrer Phase und eine HPLC-Methode gefunden,
die geeignet sind, die Enantiomere der ungeschiitzten Phosphonohydroxamsiuren zu trennen
(Néheres hierzu s. Abschnitt 5.7 und 8.4.5). Eine direkte Racematspaltung der ungeschiitzten
Zielverbindungen ist vorteilhafter als eine Racematspaltung des Triesters 18, da dieser nach
erfolgter Enantiomerentrennung noch entschiitzt und gereinigt werden muss. Deshalb wurde

die Racematspaltung von 18 nicht weiter verfolgt.

Reteniion Time yog 5 Q o I./
500-: ‘ \LJO' NN \‘ - 500
| " E | =
.8 g
2 i 2 F t F
2 250 [ - F L2s0 =
| © ©0 = I8\ . 8§ & _
u}.__ _________E._......_%._f ESNPS S ._‘;.._.L.‘g...\'...f_____‘_-- e lo
! —— e ——— - . y—r——} . {
0 5 10 15 20 25 30
Minutes
UV Results
Retention Time Area Area % Height Height %
6,823 694611 0,43 29195 0,83
8.357 3289242 2,05 86422 2,45
9.190 3357401 2,10 87115 2,47
10,433 4860446 3,03 92499 2,62
14,987 1195927 0,75 30437 0,86
16,287 70843414 4422 2247661 63,61
19,087 75311737 47,01 948637 26,85
22,293 442203 0,28 7561 0,21
24,350 210243 0,13 3869 0,11
Totals :
160205224 100,00 3533396 100.00

Abbildung 27 Chromatogramm von Verbindung 18 (Racemat). Verwendete Methode: Siule: Chiralcel® OD
(2 cm x 25 cm, Partikelgrofe 10 pm); HPLC-Anlage: LaChrom Elite® System (VWR-Hitachi) mit Hitachi L-
2130 als Pumpe und Hitachi L-2400 als UV-Detektor; Elution: n-Hexan/Propan-2-ol (95:5); Injektion von 20 pL
der folgenden Losung: 5 mg von 18 in 100 pL Propan-2-ol; Detektion bei 254 nm.

Verbindung 29 ist nur an der Phosphonsduregruppe tert-butyl-geschiitzt (s. Abbildung 28).
Geplant war, 29 zum Sulfoxid zu oxidieren. Die zum Phosphonsédurediethylester alternative
Schutzgruppe sollte eine Isolierung der Zielverbindung in ausreichender Reinheit aus den
Riickstinden der Entschiitzungsreaktion ermdglichen (s. Abschnitt 2.2). Dies war ndmlich fiir
Sulfoxide aus den Riickstinden der TMSBr-vermittelten Entschiitzung nicht gelungen (s.
unten). Dariiber hinaus sollten die entstehenden Diastereomere und ggf. auch die Enantiomere

des Sulfoxids durch den Einsatz von tert-Butylgruppen ebenfalls einer chromatographischen
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Trennung zugénglich gemacht werden. AbschlieBend kann die Konversion der Estergruppe

zur freien Phosphonsiure durch Siurezusatz erfolgen.!'>* ']
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Abbildung 28 Synthese der Verbindungen 18 und 29.

Der Syntheseverlauf der als tert-Butylester vorliegenden Phosphonohydroxamsaduren 18 und
29 ist in Abbildung 28 dargestellt. Die Synthese der fert-Butylphosphonate 18 und 29
unterscheidet sich an einigen Stellen von der Synthese der Diethylphosphonate 10-17, 19-21
und 23-26, was in den divergenten Eigenschaften beider Estertypen und in deren
Zuginglichkeit in der Synthese begriindet ist. Im Gegensatz zu den schon vorgestellten
Synthesewegen wurde hier der Phosphonsdureester 1 nicht in einer Michaelis-Arbusow-
Reaktion aufgebaut. In Anlehnung an Li ef al. konnte ausgehend von dquimolaren Mengen
Di-tert-butylphosphit und 3,4-Difluorbenzylchlorid mit Hilfe einer starken Base (NaH, 1.04
Aquivalente) und 20-stiindigem Erhitzen unter Riickfluss in THF das gewiinschte
Benzylphosphonat 1 gewonnen werden.!"®] Nach wissriger Aufarbeitung mit gesittigter
Natriumchlorid-Losung und Ethylacetat sowie chromatographischer Reinigung an Kieselgel
konnte Verbindung 1 in einer Ausbeute von 85 % erhalten werden. Die nachfolgende

Synthese des a-Mercaptophosphonats 8 erfolgte wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben.
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Allerdings musste die Saurelabilitit der tert-Butylgruppen bei der wissrigen Aufarbeitung
berticksichtigt werden. Ein Ansduern des bei der Synthese entstehenden Thiolats mit 1 M HCI
bis zu einem pH-Wert von 1 war nicht moglich. Toleriert wurde eine pH-Wert-Einstellung bis
zu einem pH-Wert von 7-8. Diese musste unter Eiskiihlung und starkem Riihren tropfenweise

durchgefiihrt werden.

Nachfolgend schloss sich die S-Alkylierung analog Syntheseweg 1 an. Fiir die Synthese von
18 wurde das O-tert-butyl-geschiitzte Alkylans 66 bendtigt, das zuvor in einer mehrstufigen
Synthese gewonnen werden konnte. Der Syntheseverlauf fiir 66 ist in Abbildung 29
dargestellt. Nach der Freisetzung des Hydroxylamins LXIXa mittels Kaliumhydroxid aus
seinem Hydrochlorid wurde an dessen Aminfunktion eine Schutzgruppe eingefiihrt. Dies
geschah in Anlehnung an Pohjakallio et al''®® durch Umsetzung mit einem Aquivalent
Benzylchlorformiat (Cbz) in Gegenwart von Na,COs. Es resultierte das N-Cbz-geschiitzte
Hydroxylamin LXXII. AnschlieBend wurde die Hydroxylfunktion, vermittelt durch
Perchlorsiure-Katalyse, alkyliert.'® Dies wurde durch Umalkylierung des fert-Butyl-Restes
von tert-Butylacetat auf die betreffende Hydroxylfunktion von LXXII realisiert.
Hydrogenolyse in Methanol mit 15-20 % (w/w) Palladium auf Aktivkohle (10 %) lieferte
intermedidr ein Carbaminsdure-Derivat, das durch spontanen Zerfall O-(tert-Butyl)-N-

methylhydroxylamin LXXIV freisetzte.

X
o~ cl o 0
H,NOH KOH___ HN-OH ©/\ OJJ\N/OH >LO)J\
Nl MeOH | NaHCO4/H,0 ©/\ | Dioxan
RT THFabs. HCIO,
LXIXa 0°C LXXIl RT
o Pd/C o \)(J)\ o
cl
o)J\N’O% MeOH . HO)J\N’O — HN’O% = C'\)J\N’O%
| RT | | KOH |
MeOH/
LXX1II LXXIV  THF 66
0°C->RT

Abbildung 29 Synthese von Alkylans 66.

AnschlieBend erfolgte die Umsetzung mit 2-Chloracetylchlorid wie in Synthesestrategie 1
beschrieben. Die wissrige Aufarbeitung und die Chromatographie an Kieselgel lieferten das

O-tert-butyl-geschiitzte Alkylans 66 in einer Ausbeute von 77 %.
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Bei der S-Alkylierung des Thiols 8 musste ebenfalls wihrend der wiassrigen Aufarbeitung die
Saurelabilitat der Schutzgruppe beachtet werden. Anstelle einer Extraktion mit 1 M Salzsdure
wurde gesdttigte Natriumchlorid-Losung verwendet. Um dieselbe Effektivitit zu erzielen wie
die salzsaure Extraktion, musste die Extraktion mit gesittigter Natriumchlorid-Losung
héufiger durchgefiihrt werden. Die nahezu quantitative Entfernung des Reaktionsmediums
DMF gelang erst nach fiinfmaliger Extraktion. Der wissrigen Aufarbeitung schloss sich die
chromatographische Reinigung an Kieselgel an. 18 konnte so in einer Ausbeute von 35 % und

29 in einer Ausbeute von 45 % gewonnen werden.

2.2 Synthese der B-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga mit Sulfoxid- und

Sulfonpartialstruktur

Von den thia-isosteren Analoga mit Sulfidpartialstruktur lassen sich durch Oxidation zwei
weitere Substanzklassen ableiten, die Analoga mit Sulfon- und die Analoga mit
Sulfoxidpartialstruktur (s. Abbildung 30). Die Kristallstruktur des Komplexes aus PfIspC und
43 (s. Abschnitt 4.2) lie hierzu Folgendes vermuten: eine Sulfon- oder eine Sulfoxidfunktion
konnte nicht nur von der Bindetasche des Enzyms toleriert, sondern auch durch Interaktionen
mit Aminosdureresten stabilisiert werden. Im spidteren Verlauf hat eine Dockingstudie des
Sulfons 58 an PflspC’  diese Vermutung bestitigt. Die Ausbildung einer
Wasserstoftfbriickenbindung zwischen der Hydroxylgruppe eines Serinrests des aktiven
Zentrums und den Sauerstoffatomen der Sulfonfuktion des Liganden wire moglich (Néheres
hierzu s. Abschnitt 5.2). Eine solche Interaktion wiirde das Sulfonmolekiil als Liganden am
Enzym stabilisieren und miisste in der Folge zu einer guten inhibitorischen Aktivitit fithren.
Die Substanzklasse der Sulfoxide zeigt dariiber hinaus eine weitere Besonderheit. Durch die
Synthese von Sulfoxiden wird ein zweites Chiralititszentrum generiert, das zur Ausbildung
von Diastereomeren fiihrt. Wenn die Trennung der Diastereomere und idealerweise auch der
einzelnen Enantiomere geldnge, konnte durch die Selektion des biologisch aktivsten
Diastereomers bzw. Enantiomers die Enzym-inhibitorische und antiplasmodiale Potenz des

Isomerengemischs um ein Vielfaches tibertroffen werden.

"Durchgefiihrt von Leandro Avelar (Universitit Diisseldorf) mit Hilfe des Programms Autodock 4.2 und der
PflspC-Kristallstruktur 4KP7 (PDB-Code).
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Abbildung 30 Darstellung der Sulfone 30-39 und 58-65 sowie der Sulfoxide 40-42. Tabelle 6 (S. 53) zeigt eine
Strukturiibersicht iiber alle gewonnenen Zielverbindungen.

Durch Oxidation der Sulfide 10-16, 21-24 und 26 sollten die entsprechenden Sulfone 30-39
sowie Sulfoxide 40-42 mit geschiitzter Phosphonséuregruppe erhalten werden. Eine
Recherche ergab, dass sich in der Literatur als Oxidationsmittel fiir Sulfide 3-
Chlorperoxybenzoesdure (mCPBA) bewihrt hat. Dieses Oxidationsmittel hat fiir die Synthese
von Sulfonen und Sulfoxiden insbesondere Eingang in zahlreiche Patente der
pharmazeutischen Industrie gefunden.!®'** Aufgrund dessen weiter Verbreitung wurde fiir
die Oxidation mCPBA gewihlt. Da mit diesem Reagenz zufriedenstellende Ausbeuten erzielt
werden konnten (mit Ausnahme von zwei Substanzen” wurden alle Verbindungen 30-42 in
Ausbeuten von ca. 50-80 % gewonnen) und das Nebenprodukt 3-Chlorbenzoesiure

chromatographisch gut abtrennbar war (s. unten), wurden alle Sulfone 30-39 sowie Sulfoxide

"Die Synthese von Verbindung 23 ergab eine Ausbeute von 27 % und die Synthese von Verbindung 36 eine
Ausbeute von 39 %.
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40-42 mit Hilfe von mCPBA generiert. Nach der Oxidation schloss sich die TMSBr-
vermittelte Desalkylierung der Phosphonséureester an (s. Abbildung 30).

Die Oxidation erfolgte mittels 3-Chlorperoxybenzoesdure (mCPBA) in Anlehnung an
Gassman et al. in trockenem Dichlormethan bzw. DMF bei 0 °C.1'*) Zur Synthese der
Sulfone wurde hierfiir ein Uberschuss des Oxidationsmittels von 2.6 Aquivalenten verwendet.
Die Sulfoxidsynthese wurde mit genau einem Aquivalent 3-Chlorperoxybenzoesiure
durchgefiihrt, um unerwiinschte Oxidationen iiber die Sulfoxidstufe hinaus zu vermeiden. Das
Oxidationsmittel wurde in trockenem Dichlormethan suspendiert und bei 0°C mit dem in
wenigen Millilitern Dichlormethan gelosten Sulfid versetzt. Bei der Synthese der Sulfoxide ist
darauf zu achten, dass die Sulfidzugabe schnell verlduft, um die Verweilzeit des Sulfids in der
Oxidationsmittel-haltigen Suspension moglichst gering zu halten. Auch hier soll eine weitere
Oxidation des Sulfoxids verhindert werden. Nach beendeter Reaktion und nach
chromatographischer ~ Reinigung an  Kieselgel konnten die  Sulfone  30-39
elementaranalysenrein in Ausbeuten von 39-84 % gewonnen werden. Die Sulfoxide 40-42
wurden nach erfolgter Chromatographie in Ausbeuten von 27-76 % ebenfalls
elementaranalysenrein erhalten. Die TMSBr-vermittelte Entschiitzung der Phosphonsduren
resultierte in den Sulfonen 58-65.

Die Isolierung der zu den Sulfonen 37, 38 korrespondierenden freien Phosphonséuren
LXXVII und LXXVIII sowie der zu den Sulfoxiden 40-42 korrespondierenden freien
Phosphonsduren LXXIX-LXXXI aus den Reaktionsriickstinden der TMSBr-Spaltung gelang
jedoch nicht in ausreichender Reinheit. Dies kann auf die Substanzeigenschaften der Sulfone
und Sulfoxide zuriickgefiihrt werden. Mit Ausnahme von Verbindung 65 handelt es sich bei
allen Sulfonen bzw. Sulfoxiden mit freier Phosphonsiurefunktion um Ole. Im Vergleich
hierzu sind bei den Sulfiden alle freien Phosphonsduren mit N-Methyl-substituierter
Hydroxamsdurefunktion 43-50 Feststoffe. Lediglich die nicht am Stickstoff substituierten
Verbindungen 52-57 sind Ole. Liegt ein Produkt als Feststoff vor, ist es leichter, d. h. mit
weniger Substanzverlust und in groBBerer Reinheit, aus den Reaktionsriickstdnden zu isolieren.
Die 6ligen Reaktionsriickstinde wurden chromatographisch an kleinen Mengen Kieselgel
gereinigt. Wie fiir die Entschiitzung des Sulfids 27 beschrieben (s. Abschnitt 2.1.1), fiihrte
dies auch bei den korrespondierenden freien Phosphonsduren der Sulfone 37, 38 und der

Sulfoxide 40-42 nicht zu einer ausreichenden Reinheit von mind. 95 % (HPLC-Analyse).

Um dennoch Sulfoxide mit freier Phosphonsdurefunktion zu gewinnen, wurde anstelle des

Diethylesters eine andere Schutzgruppe eingesetzt. Dies hatte zwei Griinde. Zum einen sollte
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durch eine andere Methode zur Freisetzung der Phosphonsidure die Gewinnung dieser in
ausreichender Reinheit ermoglicht werden, denn der Einsatz von TMSBr als Reagenz fiihrt zu
gefdrbten, stark verunreinigten Reaktionsriickstinden. Zum anderen sollte eine sterisch
anspruchsvolle Gruppe die chromatographische Trennung der Diastereomere und ggf. auch

der Enantiomere erlauben (s. Abschnitt 2.1.2).
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Abbildung 31 Synthesekonzept fiir die Gewinnung von Sulfoxiden mit freier Phosphonséurefunktion.

tert-Butylester sind eine geeignete Schutzgruppe, die die erforderlichen Eigenschaften
aufweisen. Die Konversion des entsprechenden fert-Butylesters zu der freien Phosphonsiure

kann durch Sdurezusatz erfolgen!'** 1"

(Synthesekonzept s. Abbildung 31). Die Synthese des
als Phosphonséduredifertbutylester vorliegenden Sulfids 29 (s. Abschnitt 2.1.2) war
erfolgreich, jedoch konnte bisher noch keine geeignete Methode gefunden werden, um dieses
unter Erhalt der Schutzgruppen zu oxidieren. Die Oxidation von 29 wurde mit mehreren
Methoden und Reagenzien versucht. Alle Reaktionen hatten entweder den Verlust der
Schutzgruppe zur Folge oder das Edukt wurde nicht umgesetzt. Die Verwendung von mCPBA
analog der fiir Phosphonsédurediethylester bewéhrten Methode fiihrte zum Verlust der
sdurelabilen Schutzgruppe. Basenzusatz wie Triethylamin oder Kaliumcarbonat bei dieser
Reaktion resultierte darin, dass das Edukt nicht umgesetzt wurde. Umsetzung mit 30 %iger

Wasserstoffperoxid-Losung analog Liu et al.l'’”

in Acetonitril fiihrte nicht zur Oxidation,
sondern ebenfalls zum Abbau der Schutzgruppe. Oxidation in basischem Milieu wie von
Rabai et al"'"" beschrieben durch Phenyltrimethylammoniumtribromid in Pyridin fiihrte nicht

zur Umsetzung des Edukts.
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Tabelle 6 Strukturen der gewonnenen Zielverbindungen.




3 Spektroskopische Eigenschaften

Im folgenden Kapitel werden die Eigenschaften der f—thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga
in der 'H-NMR-, NOE-, "“C-NMR- und IR-Spektroskopic beschricben. Die
Benzylphosphonate LII stellen die Grundbausteine der Analoga dar. Sie sind literaturbekannt,
trotzdem soll zum besseren Verstdndnis der spektroskopischen Eigenschaften der sich von
ihnen ableitenden Verbindungen das 'H-NMR-Spektrum eines Benzylphosphonats
besprochen werden. Ausgehend hiervon werden anschlieBend an ausgewédhlten Vertretern
unterschiedlicher Substanztypen (wie Hydroxamséduren mit Sulfid- und Sulfonpartialstruktur)
deren spektroskopische Eigenschaften besprochen und miteinander verglichen. Fiir die
Darstellungen werden in a-Position unterschiedlich substituierte Vertreter ausgewéhlt, um

auch spektroskopische Phdnomene divergenter Strukturmotive zu erfassen.

3.1 "H-NMR-Spektroskopie

Benzylphosphonate LII

Exemplarisch fiir die Benzylphosphonate LII soll das 'H-NMR-Spektrum von dem schon in

der Literatur beschriebenen Diethyl(3,4-difluor)benzylphosphonat LII¢!’*'"]

werden (s. Abbildung 32).

vorgestellt

Die Phosphonsédurediethylesterfunktion besitzt zwei chemisch nicht dquivalente
Protonengruppen, die spektroskopisch unterschiedlich in Erscheinung treten. Die CHjs-
Protonen a zeigen eine homonukleire vicinale *J(H,H)-Kopplung mit den CH,-Protonen b. Es
tritt ein Triplett CJ(H,H)=7.0 Hz) mit einer chemischen Verschiecbung von &=1.17 ppm auf.
Die Protonen der CH,-Gruppe gehen neben der *J(H,H)-Kopplung mit den CHs-Protonen
zusitzlich noch eine heteronukleére vicinale 3J(H,P)-Kopplung ein. Im Spektrum wird dies als
Multiplett sichtbar. Zudem erfahrt das Signal der CH,-Gruppe einen Tieffeld-Shift durch das
benachbarte Sauerstoffatom. Das Multiplett besitzt eine chemische Verschiebung von 4.00-
3.92 ppm. Die Protonen der PCH,-Gruppe ¢ zeigen eine heteronukledre geminale Kopplung
von “J(H,P)=21.5 Hz zu *'P und sind im Spektrum als Dublett bei 3.26 ppm sichtbar. Die drei
Protonen des Aromaten koppeln sowohl homonukleér als auch mit dem Phosphor- und den
Fluoratomen. Sie erscheinen als Multipletts (6=7.43-7.36 ppm, 6=7.36-7.29 ppm, 6=7.16-
7.10 ppm).
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Abbildung 32 'H-NMR-Spektrum von Verbindung LIIc in [Dg]DMSO.

a-Mercaptophosphonate LIII, 2-7

Die a-Mercaptophosphonate LIIT und 2-7 zeigen &hnliche spektroskopische Eigenschaften
wie die Benzylphosphonate LII. Durch Einfithrung der Sulthydryl-Gruppe wird allerdings in
a-Position zum Phosphoratom ein Chiralititszentrum generiert, welches Auswirkungen auf
das spektroskopische Verhalten der Protonen des Diethylesters hat. Das Chiralitétszentrum
fiihrt zu chemischer bzw. magnetischer Nicht-Aquivalenz der Methylgruppen des Esters.
Diese koppeln, wie zuvor beschrieben, mit den benachbarten Methylengruppen, spalten aber
in zwei Tripletts auf. Beispielsweise treten diese Tripletts fiir Thiol 6 mit *J(H,H)=7.0 Hz bei
0=1.24 ppm und 6=1.07 ppm auf (s. Abbildung 33). Die Protonen der CH,-Gruppen des
Phosphonséureesters werden durch das Asymmetriezentrum diastereotop. Anstelle eines
Multipletts, das wie zuvor beschrieben durch Protonen- und Phosphorkopplungen entsteht,
treten mehrere auf. Im Falle des Thiols 6 handelt es sich um drei Multipletts bei 4.16-
3.99 ppm, 3.96-3.86 ppm und 3.85-3.76 ppm.
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Abbildung 33 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 6 in [Dg]DMSO.

Hydroxamsduren mit Sulfidpartialstruktur 10-17, 19-21, 23-26, 43-57

Am Beispiel von Verbindung 21 sollen die spektroskopischen Eigenschaften der
Hydroxamsduren 10-17, 19-21, 23-26 und 43-57 dargestellt werden (s. Abbildung 34). Die
Multiplizitdten der Signale des Phosphonsdurediethylesters bleiben im Vergleich zu den -
Mercaptophosphonaten unverdndert. Die CHsz-Gruppen des Esters a/a” treten als zwei
Tripletts mit *J(H,H)=7.0 Hz bei 1.05 und 1.22 ppm auf. Die Signale der CH,-Gruppen b/b’
spalten als drei Multipletts bei 4.12-3.97 ppm (2H), 3.95-3.85 ppm (1H) und 3.82-3.71 ppm
(1H) auf. Anstelle der Signale des Phosphonsiurediethylesters zeigen die freien
Phosphonséduren 43-65 fiir die Protonen der Phosphonsdurefunktion ein sehr breites Signal.
Dieses liegt beispielsweise fiir Verbindung 52 bei einer chemischen Verschiebung von
6.41 ppm.

Durch die heteronukledre geminale *'P-Kopplung erscheint das Signal des PCH-
Protons im Chiralititszentrum als Dublett mit “J(H,P)=19.6 Hz bei 4.57 ppm, was in der
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Multiplizitit und der Lage dem Signal der PCH,-Protonen c¢ der Benzylphosphonate

entspricht.
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Abbildung 34 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 21 in [Ds]DMSO.

21 ist in o-Position mit einem Tolylrest substituiert. Die aromatischen Protonen spalten
jeweils -durch die vicinale Kopplung mit den anderen aromatischen Protonen bedingt- als
zwei Dubletts auf, die einen Dacheffekt zeigen (d, 3J(H,H)=6.8 Hz, 6=7.29 ppm; d,
3J(H,H)=7.7 Hz, 6=7.16 ppm).

Da die Protonen da und dg der SCH,-Funktion diastereotop sind, gibt jedes ein eigenes
Signal. Die Protonen koppeln geminal, wobei auch die long-range-Kopplung mit *'P bei
einem der Protonen zu sehen ist. Es entstehen demnach ein einfaches Dublettsignal mit
2J(H,H)=13.9 Hz bei 2.87 ppm und ein Dublett vom Dublett mit “J(H,H)=13.9 Hz und
“J(H,P)=1.4 Hz bei 3.07 ppm. Auch die Protonensignale der Hydroxamsaurefunktionalitit
treten mehrfach auf und sind zudem verbreitert. Der Elektronenzug der Carbonylfunktion
fithrt zu einem Tieffeld-Shift des NH-Protons. So treten insgesamt die folgenden vier Signale
fir die Hydroxamsiuregruppe auf: br. s, NH, 6=10.58 ppm; br. s, NH, 8=10.10 ppm; br. s,

“br. s = broad signal
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OH, 6=9.24ppm und br. s, OH, 6=8.94 ppm. Ursache hierfiir kann das Vorliegen
unterschiedlicher Isomere und Konformere der Hydroxamsdurefunktion sein, was in

Abschnitt 3.2 mittels NOESY-Experimenten genauer analysiert wird.

Hydroxamsduren mit Sulfonpartialstruktur 30-39, 58-65

Hydroxamsduren mit Sulfon- wund Sulfidpartialstruktur verfiigen iiber dhnliche
spektroskopische Eigenschaften. Ein auffilliger Unterschied ist jedoch die verdnderte

chemische Verschiebung einiger Signale, was am Beispiel des Sulfons 33 erldutert werden

soll.
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Abbildung 35 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 33 in [D¢]DMSO.

Abbildung 35 zeigt das 'H-NMR-Spektrum von 33 in [Ds]DMSO. Sowohl das Signal des
PCH-Protons c als auch die Signale der S-Methyleneinheit d erfahren durch den stark
entschirmenden Charakter der Sulfonylgruppe einen Tieffeld-Shift und erscheinen, verglichen
mit dem korrespondierenden Sulfid 14, bei hoheren ppm-Werten. Die Multiplizititen der
einzelnen Signale entsprechen den Signalen der Sulfide. So erscheint das Signal des PCH-
Protons um 1.23 ppm verschoben bei 5.90 ppm als Dublett mit 2J(H,P)=20.0 Hz. Die Signale

der SCH,-Protonen sind um je 1.11 ppm verschoben und liegen bei 4.62 ppm und 4.51 ppm.
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Durch die geminale Kopplung treten auch sie als Dubletts auf mit je “/(H,H)=15.0 Hz. Die fiir
Thiole und Sulfide beobachtete hdufige Aufspaltung der diastereotopen POCH,-Protonen in
drei Multipletts ist hier verdndert. Durch einen Tieffeld-Shift der beiden Multipletts, die
jeweils ein Proton reprisentieren, laufen alle Signale zu einem 4 Protonen umfassenden

Multiplett bei 4.18-3.97 ppm zusammen.

Hydroxamsduren mit Sulfoxidpartialstruktur 40-42

Die Oxidation der Sulfidfunktion zur Sulfinylgruppe hat zwei Auswirkungen auf die NMR-
spektroskopischen Eigenschaften der so entstehenden Sulfoxide 40-42.
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Abbildung 36 "H-NMR-Spektrum von Verbindung 41 in [Ds]DMSO.

In Analogie zu den Sulfonen erfahren einige Signale einen Tieffeld-Shift, da die
Sulfoxidfunktionalitidt ebenfalls entschirmenden Charakter hat. Zudem wird durch die
Oxidation ein zweites Chiralitdtszentrum generiert. Es entstehen somit Diastereomere, welche
sich spektroskopisch durch eine Verdopplung von Signalsitzen auszeichnen. Im 'H-NMR-
Spektrum des Sulfoxids 41 (s. Abbildung 36) ist zu erkennen, dass die Protonen der

Methylgruppe des Phosphonséurediethylesters in drei anstelle von zwei Tripletts aufspalten.
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Das erste Triplett liegt bei 1.24 ppm, besitzt eine Kopplungskonstante von *J(H,H)=7.0 Hz
und sein Integral entspricht 3 Protonen. Das zweite und dritte Triplett weisen dieselben
Kopplungskonstanten auf. Sie liegen bei 1.13 ppm sowie 1.06 ppm und zeigen ein

Integralverhéltnis von 2.2 zu 0.8.

Abbildung 37 illustriert den Einfluss von Chiralitdtszentren auf die Signalaufspaltungen der
p—thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga in 'H-NMR-Spektren.
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Abbildung 37 Ausziige aus den "H-NMR-Spektren der in diesem Abschnitt besprochenen Verbindungen LIlc, 6
und 41 in [Dg]DMSO. Die Signale der Methylgruppen des Phosphonsiurediethylesters werden verglichen. Das
achirale Benzylphosphonat LIIc zeigt einen einfachen Signalsatz. Die Einfithrung eines Chiralititszentrums wie
beim a-Mercaptophosphonat 6 fiihrt zur Verdopplung des Signals. Das zusitzliche Chiralititszentrum von 41 hat
eine weitere Signalaufspaltung zur Folge. Néhere Erlduterungen sieche Text.

Auch das Signal der N-Methylgruppe ist nicht mehr ein einfaches Singulett, sondern erscheint
als Multiplett bei 3.11-3.06 ppm. Eine Signalverdopplung verbunden mit Tieffeld-Shift tritt
sowohl bei dem Methin-Proton der PCH-Gruppe als auch bei den Protonen der S-
Methyleneinheit auf. Das Methin-Proton spaltet in zwei Dubletts mit Kopplungskonstanten
von “J(H,P)=18.2 Hz und “J(H,P)=20.8 Hz auf. Die Dubletts liegen im Vergleich zu dem
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Signal des korrespondierenden Sulfids 15 (6=4.64 ppm) in tieferem Feld bei 5.28 ppm und
4.92 ppm. Das Integralverhiltnis betrdgt 0.3 zu 0.7. Die SCH,-Protonen spalten in drei
Dubletts auf, die alle eine Kopplungskonstante von “J(H,H)=14.7 Hz aufweisen. Die Signale
sind zu tieferem Feld verschoben und liegen bei 3.82 ppm, 3.72 ppm und 3.47 ppm. Sie treten

im Verhiltnis von 0.3 zu 0.7 und 1 auf.

3.2 NOE-Spektroskopie

Hydroxamsduren zeichnet das Vorkommen unterschiedlicher Isomere aus, was beispielsweise
174]

durch Keto-Iminol-Tautomerie und £/Z-Isomerie begriindet ist.!

M oH

N
H

SN

o o
@ - . @
R)\N,OH R)\N H
H

OH
Z-lsomer E-lsomer
R = CH; 90.1 % 9.9 %
Q
HO-P. Po
HO 89 % 11 %
XLII-43C
R =
EtO-P._O._
EtO 90 % 10 %
XLII-I
R =

Tabelle 7 E/Z-Konformation der Hydroxamsdurefunktionalitdt. Isomerenverhiltnisse bei Acetohydroxamséure,
einem Carba- und einem Oxa-Isoster in [D]DMSO bei 20 °C 107 113.175]

Bedingt durch den partiellen Doppelbindungscharakter der C-N-Bindung ist deren
Drehbarkeit eingeschriankt. So kann die Funktionalitit als £- bzw. als Z-Isomer vorliegen.
Welche Konformation hierbei iiberwiegt, hingt von Faktoren wie der Art der N- oder O-
Substitution, Temperatur, Solvens und Konzentration ab'"™1781 Die  Mehrzahl der

Hydroxamsduren liegt in wéssrigem Milieu (z.B. auch Restwassergehalt von DMSO) in der
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[175-176

Z-Konformation der Keto-Form vor.  Wihrend diese in Gegenwart von Wasser durch

Hydratisierung des Molekiils energetisch begiinstigt wird, bildet sich in wasserfreier

74177 Rir - Acetohydroxamsidure wurde NMR-

Umgebung bevorzugt das E-Isomer.
spektroskopisch ein Isomerenverhiltnis von ca. 9:1 (Uberschuss des Z-Isomers) in [Dg]DMSO
bei 20 °C ermittelt.!!” Briicher und Behrendt konnten durch Auswertung von Nuclear
Overhauser Effekten (NOE) und Integralverhiltnissen in Ubereinstimmung hiermit eine
Isomerenverteilung fiir Carba- und Oxa-Analoga bestimmen, die ebenfalls bei ca. 90 % Z-

Isomer und 10 % E-Isomer liegt[m’ 131 (5. Tabelle 7).

Zur Aufklidrung der bevorzugten Konformation unsubstituierter Hydroxamsdurefunktionen
bei Thia-Isosteren wurde fiir die freie Hydroxamsdure 24 ein NOESY-Experiment
durchgefiihrt. Abbildung 38 zeigt die zu erwartenden NOEs bei Vorliegen von Z- bzw. E-
Konformation. Die rdumliche Ndhe der Wasserstoffatome d/e und d/f fithrt zu NOEs, die
Aufschluss dariiber geben, ob das E- oder Z-Isomer vorliegt. Eine Kopplung der SCH,-
Protonen mit dem NH-Proton ist nur moglich bei Vorliegen der Z-Konformation der
Hydroxamsduregruppe. In Analogie hierzu kénnen die SCH»-Protonen nur mit dem OH-

Proton koppeln, wenn die £E-Konformation vorliegt.
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Abbildung 38 NOEs der SCH,-Protonen und den Protonen der Hydroxamséduregruppe (Z- und E-
Konformation) bei Verbindung 24.

In Abbildung 39 ist ein Teil des NOESY-Spektrums von 24 in [Dg]DMSO bei 20 °C zu
sehen. Die Kreuzsignale der Protonen der SCH,-Gruppe (d) und den NH- bzw. OH-Protonen
(e, ) unterscheiden sich deutlich in ihrer Intensitit. Das Signal von d/e ist viel intensiver als
das d/f-Signal. Die hohere Intensitit der SCHy/NH-Kopplung deutet auf ein Uberwiegen der
Z-Konformation hin. Eine genaue Aussage iiber die Isomerenverteilung ist hier jedoch nicht
moglich. Briicher und Behrendt konnten anhand der Signalaufspaltung fiir die
Hydroxamsdureprotonen in groBe Haupt- und kleinere Nebensignale durch

Integralverhéltnisse Isomerenverhéltnisse bestimmen, die bei ca. 90 % Z-Isomer und 10 % E-
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Isomer liegen (s. oben). Die Nebensignale €2 und f2 der Hydroxamséuregruppe von 24 jedoch
konnen im Gegensatz dazu nicht den entsprechenden Isomeren zugeordnet werden. Die
Signalaufspaltungen in Haupt- und kleinere Nebensignale der Hydroxamsdureprotonen lésst
keine Differenzierung in E- und Z-Isomere zu. Es treten Kreuzsignale zwischen d und e2 auf,
genau wie zwischen d und el. Wenn das Nebensignal e2 dem E-Isomer zugeordnet werden
konnte, wiirde diese Kopplung nicht auftreten. Bei dem Nebensignal f2 spricht das hier
erscheinende Kreuzsignal mit d wiederum gegen die Zugehdrigkeit zum Z-Isomer. Somit
kann hier nur die Aussage gemacht werden, dass aufgrund der hoheren Signalintensitit fiir die

d/e-Kopplung die Z-Konformation iiberwiegt.
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Abbildung 39 Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Verbindung 24 (aufgenommen in [Ds]DMSO bei
20 °C und 300.13 MHz).

Dariiber hinaus wurde der Einfluss der N-Methyl-Funktion auf die bevorzugte Ausbildung
einer Konformation analysiert. Hierzu wurde die N-Methyl-substituierte Verbindung 10 in
einem NOESY-Experiment untersucht. Abbildung 40 zeigt die moglichen NOEs bei
Vorliegen einer Z- bzw. E-Konformation. Im Z-Isomer tritt ein NOE zwischen den N-Methyl-
Protonen (e) und den SCH,-Protonen (d) auf. Dagegen ist dieser Effekt im E-Isomer zwischen

den SCH;-Protonen (d) und dem OH-Proton (f) zu beobachten.
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Abbildung 40 NOEs der SCH,-Protonen und den Protonen der Hydroxamséduregruppe (Z- und E-
Konformation) bei Verbindung 10.

Bei den in Abbildung 41 gezeigten Ausschnitten aus dem NOESY-Spektrum des N-Methyl-
substituierten Thia-Isosters 10 ist ein Kreuzsignal der SCH,-Protonen (d) und der N-Methyl-
Protonen (e) zu sehen. Das Methin-Proton ¢ des Kohlenstoffgrundgeriists und die N-Methyl-
Protonen weisen auch eine rdumliche Nihe auf. Bei ihnen kann ebenfalls ein NOE beobachtet
werden. Die Kopplung dieser Protonengruppen deutet auf das Vorliegen des Z-Isomers hin.
Gleichzeitig treten NOEs zwischen f und d sowie zwischen f und c¢ auf. Das Vorkommen
dieser Kopplungen ist nur beim E-Isomer moglich, sodass davon ausgegangen werden muss,
dass wie bei der unsubstituierten Hydroxamsaure 25 beide Konformationen vorliegen. Fiir N-
Methyl-substituierte Carba- und Oxa-Isostere haben Behrendt und Briicher durch NOESY-
Untersuchungen das exklusive Vorliegen der Z-Konformation in [Dg]DMSO bei 20 °C
ermittelt.!?” ']

Im 'H-NMR-Spektrum von 10 sind die Signale der Protonen e und f als Singulett ohne
weitere Aufspaltungen zu sehen. Dies bedeutet, dass sich die Signale der E- und Z-Isomere
der einzelnen Protonen iiberlagern. Fiir die freie Hydroxamsaure 24 ist dies auch der Fall. Die
Aufspaltung der Hydroxamséureprotonen in Haupt- und Nebensignale im 'H-NMR-Spektrum
lasst sich nicht in E/Z-Isomere differenzieren. Das NOESY-Experiment von 24 belegt aber
dennoch das Vorliegen beider Konformationen. Auch Briicher hat fiir das OH-Proton eines

Oxa-Isosters eine Uberlagerung der Signale der beiden Isomere festgestellt.!'”!
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Abbildung 41 Ausschnitte aus dem NOESY-Spektrum von Verbindung 10 (aufgenommen in [Dg]DMSO bei
20 °C und 300.13 MHz).
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Zusammenfassend haben die NOESY-Untersuchungen somit ergeben, dass die am Stickstoff
unsubstituierten Hydroxamséauren der Thia-Isostere analog der Carba- und Oxa-Analoga unter
den experimentellen Bedingungen FE/Z-Isomere bilden, wobei das Z-Isomer {iiberwiegt.
Allerdings sind flir die Thia-Analoga anders als bei den anderen Isostertypen
Isomerenverhéltnisse aus den NMR-Spektren nicht eindeutig ableitbar. Bei Carba- und Oxa-
Isosteren stabilisiert die N-Methylgruppe die Z-Konformation. Dieser Effekt kann fiir die
Thia-Isostere nicht beobachtet werden, N-Methyl-substituierte Hydroxamsduren liegen

ebenfalls als E- und als Z-Isomer vor.

3.3 BC-NMR-Spektroskopie

Benzylphosphonate LI, 1

Abbildung 42 zeigt das “C-NMR-Spektrum von terz-Butylbenzylphosphonat 1, welches

besonders durch heteronukledre °C,*'P- und "*C,"’F-Kopplungen gekennzeichnet ist.
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Abbildung 42 *C-NMR-Spektrum von Verbindung 1 in [D¢]DMSO.
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Bei den Signalen des Phosphonsiureesters handelt es sich, bedingt durch "*C,*'P-Kopplungen,
um Dubletts. Fiir die POC-Funktionen b/b” tritt ein gemeinsames Dublettsignal mit einer
Kopplungskonstante von “J(C,P)=8.5 Hz bei 81.32 ppm auf. Auch die C-Atome a der 6 CHs-
Gruppen des Esters geben ein Dublettsignal. Es weist eine Kopplungskonstante von
3J(C,P)=3.8 Hz auf und liegt bei 29.80 ppm. Fiir das dem Phosphoratom benachbarte C-Atom
c tritt das Dublettsignal mit der groften “C,”'P-Kopplungskonstante auf. Diese betrigt
'J(C,P)=141.2 Hz und das Signal weist eine chemische Verschiebung von 8=35.96 ppm auf.
Die aromatischen Signale von 1 sind gekennzeichnet durch zahlreiche heteronukledre
Kopplungen mit dem Phosphor- und den Fluoratomen. Bedingt durch diese spalten die den
Fluoratomen benachbarten C-Atome f und g stark tieffeldverschoben in dreifache Dubletts
auf. Das Signal von f liegt bei 149.34 ppm und zeigt folgende Kopplungskonstanten:
'J(C,F)=243.7 Hz, J(C,F)=12.4 Hz und *J(C,P)=3.9 Hz. g befindet sich mit 147.4 ppm in
einem sehr d&hnlichen Bereich und weist die vergleichbaren Kopplungskonstanten
'J(C,F)=244.2 Hz, *J(C,F)=12.8 Hz und *J(C,P)=3.3 Hz auf. C-Atom e und h erscheinen als
doppelte Dubletts, wobei e eine chemische Verschiebung von 118.43 ppm besitzt und die
Kopplungskonstanten 2J(C,F)=17.3 Hz sowie *J(C,F)="J(C,P)=6.3 Hz. Das Signal von h liegt
bei 116.82 ppm und zeigt die Konstanten 2J(C,F)=16.9 Hz sowie *J(C,F)="J(C,P)=2.9 Hz.

a-Mercaptophosphonate LIII, 2-7

Wie schon in Abschnitt 3.1 besprochen, fiihrt die Synthese von Thiolen ausgehend von den
Benzylphosphonaten zur Entstehung eines Chiralititszentrums, welches entscheidenden
Einfluss auf die spektroskopischen Eigenschaften hat. So fiihrt das Asymmetriezentrum bei
dem von Benzylphosphonat 1 abgeleiteten Thiol 8 zu chemischer Nicht-Aquivalenz der C-
Atome des fert-Butylesters (s. Abbildung 43).
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Abbildung 43 *C-NMR-Spektrum von Verbindung 8 in [D¢]DMSO.

Die Signale dieser treten mehrfach auf. Das Signal der POC-Gruppe ist wie bei 1 ein Dublett,
welches einmal bei 82.60 ppm mit einer Kopplungskonstante von “J(C,P)=9.2 Hz erscheint
und bei 82.57 ppm mit *J(C,P)=9.0 Hz. Auch die Signale der 6 CHj-Funktionen sind nun
mehrfach zu erkennen. Sie spalten in zwei Dubletts bei 29.84 ppm (J(C,P)=3.2 Hz) und
29.62 ppm (CJ(C,P)=3.1 Hz) auf sowie in ein Multiplett bei 29.80-29.70 ppm. Alle iibrigen

Signale verhalten sich wie bei Verbindung 1.

Hydroxamsduren mit Sulfidpartialstruktur 10-17, 19-21, 23-26, 43-57
Wie aus dem "*C-NMR-Spektrum von Verbindung 10 (s. Abbildung 44) ersichtlich wird,

weisen die Phosphonohydroxamséduren 10-17, 19-21 und 23-26 dieselben charakteristischen

Signalmerkmale fiir den Phosphonsaureester auf wie die Thiole.
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Abbildung 44 *C-NMR-Spektrum von Verbindung 10 in [Ds]DMSO.

Die Signale des Diethylesters treten wie die des tert-Butylesters mehrfach auf und zeigen
dieselben typischen Phosphorkopplungen. So ist das POCH,-Signal ein Dublett, welches bei
62.50 ppm und bei 62.42 ppm mit je “J(C,P)=6.9 Hz auftritt. Auch die Signale der CHj-
Gruppen a/a’ sind Dubletts mit Kopplungskonstanten von *J(C,P)=5.6 Hz und *J(C,P)=5.5
Hz, die bei 16.13ppm und 15.92 ppm liegen. Hinzu kommen die Signale der
Hydroxamatpartialstruktur. Die Carbonylfunktion besitzt ein stark tieffeldverschobenes
Signal bei 168.41 ppm. Das Signal der N-Methylgruppe liegt mit 35.72 ppm in einem
dhnlichen Bereich wie das der S-Methyleneinheit (32.12 ppm). Zusétzlich weist das Signal
der SCH,-Funktion aber eine *J(C,P)-Kopplung von 6.6 Hz auf,

Hydroxamsduren mit Sulfonpartialstruktur 30-39, 58-65

Sulfone zeichnen sich durch das Vorkommen derselben charakteristischen Signalsédtze aus
wie die Sulfide. Auffilligster Unterschied ist der auch im '"H-NMR beobachtbare Tieffeld-
Shift von Signalen der Gruppen, die der Sulfonfunktion benachbart sind. Abbildung 45 zeigt
das C-NMR-Spektrum von 33. Das Signal der PC-Gruppe erscheint hier als Dublett bei

64.35 ppm mit 'J(C,P)=135.5 Hz. Bei dem korrespondierenden Sulfid 14 tritt dies bei
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42.41 ppm auf. Auch das Signal der SCH,-Gruppe liegt mit 54.25 ppm in tieferem Feld als
das des Sulfids 14 (6=32.53 ppm). Zudem tritt das Signal dieser Funktion als Singulett auf,
wihrend bei den Sulfiden fiir dieses Signal die *J(C,P)-Kopplung sichtbar ist. Alle iibrigen
Signale wie beispielsweise das der POCH,-Gruppe entsprechen in der Lage und der

Multiplizitit den Sulfiden.
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Abbildung 45 *C-NMR-Spektrum von Verbindung 33 in [Ds]DMSO.

Hydroxamsduren mit Sulfoxidpartialstruktur 40-42

Durch den entschirmenden Charakter der Sulfinylgruppe und das Entstehen von
Diastereomeren treten Signalvervielfiltigungen und Tieffeld-Shifts auf, wie sie fiir diese
Substanzklasse auch im "H-NMR typisch sind. Sulfoxid 40 (s. Abbildung 46) zeigt fiir das C-
Atom der POCH,-Einheit 4 Dubletts mit Kopplungskonstanten von “J(C,P)=6.5-6.7 Hz im
Bereich  62.68 ppm-62.28 ppm.  Das  Dublettsignal der = Methylgruppe  des
Phosphonséurediethylesters tritt drei Mal auf: mit J(C,P)=5.8 Hz bei 16.08 ppm, mit
3J(C,P)=5.7 Hz bei 15.91 ppm und mit *J(C,P)=6.0 Hz bei 15.79 ppm. Verdoppelt und

zusitzlich tieffeldverschoben liegen die Signale der PC- und der SCH,-Gruppe vor. Das
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Dublett der PC-Funktion tritt mit Kopplungskonstanten von 'J(C,P)=139.0 Hz und
'J(C,P)=144.3 Hz bei 62.57 ppm und 60.69 ppm auf. Dies entspricht einer Verschiecbung von
fast 20 ppm im Vergleich zum Signal des korrespondierenden Sulfids 10 (43.37 ppm). Die
Dublettsignale der SCH,-Funktion liegen bei 54.34 ppm (*J(C,P)=9.5 Hz) und 53.96 ppm
(J(C,P)=5.3 Hz), was ebenfalls einer Verschicbung um 20 ppm entspricht (10: SCH, §=32.12

ppm).
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Abbildung 46 *C-NMR-Spektrum von Verbindung 40 in [Dg]DMSO.

3.4 IR-Spektroskopie

Abbildung 47 zeigt exemplarisch fiir die P—thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga das IR-

Spektrum von 24. In diesem Abschnitt soll auf die charakteristischen Absorptionsbanden
dieses Verbindungstyps eingegangen werden. Die N-H- und O-H-Valenzschwingungen
zeigen Absorptionen mit starker Intensitit bei einer Wellenzahl von 3190 cm™. Im Bereich
knapp iber 2900 cm’' sind die Absorptionsbanden der aliphatischen C-H-
Valenzschwingungen zu sehen. Die aromatischen C-H-Valenzschwingungen, die mit

schwacher Intensitit bei einer Wellenzahl von 3000-3100 ¢cm™ absorbieren, werden von den
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Absorptionsbanden der N-H- und O-H-Schwingungen tiberdeckt. Charakteristisch filir diesen
Verbindungstyp ist die  Absorptionsbande der  C=O-Valenzschwingung  der
Hydroxamatfunktion, welche mit einer starken Intensitit bei 1661 cm™ auftritt. Ebenso
bezeichnend sind die intensiven Absorptionen der Valenzschwingungen der
Phosphonséureesterstruktur. Hierbei liegt die Bande der P=0O-Valenzschwingung bei

1239 cm™', wihrend die P-O-Valenzschwingung bei 1024 cm™ absorbiert.
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Abbildung 47 IR-Spektrum von 24 als Film auf NaCl. y-Achse: Transmission (%); x-Achse: Wellenzahl (cm™).
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4 Kristallstrukturanalysen

4.1 Kristallstrukturen der Komplexe aus carba- sowie oxa-isosteren

Fosmidomycin-Analoga und IspC-Enzymen

4.1.1 Aufbau des PfIspC-Enzyms

2011 wurden von Umeda et al. umfassende Kristallstrukturanalysen des PfIspC-Enzyms
sowohl mit den Inhibitoren Fosmidomycin und FR900098 als auch ohne Liganden
veroffentlicht.”? Aus diesen Analysen geht hervor, dass das PfIspC-Enzym wie folgt
aufgebaut ist. Die aktive Form des Enzyms (Lys75 bis Ser488) ist ein Homodimer mit einem
Molekulargewicht von ca. 47 kDa. Jede Untereinheit verfiigt iiber eine eigene N-terminale
NADPH-Binderegion und eine katalytische Doméne, wobei letztere fiir die Substratbindung
sowie fiir die Koordination des divalenten Metallkations und somit fiir die Katalyse der
Umsetzungsreaktion zustdndig ist. Die katalytische Doméne wird {iber eine Linkerregion mit
einer kleinen C-terminale Domédne verbunden. Die NADPH-Bindedoméne und die
katalytische Doméne verfiligen iiber eine fast identische GroBe und sind durch eine Spalte

getrennt (s. Abbildung 48).1°%!

Abbildung 48 Dreidimensionale Struktur des PflspC-Enzyms. Eine Untereinheit des Homodimers ist hellblau,
die andere Untereinheit wie folgt eingefdrbt: NADPH-Binderegion: blau; katalytische Doméne: griin;
Linkerregion: gelb; C-terminale Doméne: rot; hier: mit gebundenem NADPH (Kohlenstoffatome in grau) und
Fosmidomycin (Kohlenstoffatome in schwarz) als Kugel-Stab-Modell (iibernommen aus Umeda 2011°%).

Abbildung 49 zeigt den Aufbau einer Untereinheit des PfIspC-Homodimers. Die NADPH-
Bindedoméne (Aminosduren 77 bis 230) weist eine Struktur auf, die fiir die

Dinukleotidbindung zustindig ist. Hier wird ein NADPH-Molekiil gebunden, welches als
73



Kofaktor fiir die Umsetzung von DOXP zu MEP fungiert. Es handelt sich hierbei um eine
Rossman-Faltung, die von der klassischen Rossman-Struktur leicht abgewandelt ist. Die
katalytische Doméne (Aminosduren 231 bis 369) besteht aus fiinf a-Helices (a7 bis all) und
vier B-Faltblattern (B8 bis B11) und weist als strukturelles Kernelement ein teilweise offen
liegendes, vierstrangiges p-Faltblatt auf. Dieses ist von einer Seite mit den helikalen
Strukturen und mit Schleifenstrukturen bedeckt. Die Domine bildet eine tiefe Spalte aus, in
der sowohl das divalente Metallion als auch das Substrat binden. Zudem zeichnet sie sich
durch das Vorhandensein einer flexiblen Schleifenstruktur (Aminoséuren 291 bis 299) aus,
die beim Apoenzym ungeordnet vorliegt. Die C-terminale Doméne (Aminoséuren 396 bis

486) besteht aus einem Biindel von vier a-Helices (al2 bis al5). Diese Doméne wird mit der

katalytischen Doméne iiber eine Linkerregion (Aminosduren 370 bis 395) verbunden, die den
[92]

offenen Teil der katalytischen Region iiberspannt.

Abbildung 49 Struktur einer Untereinheit des PfIspC-Homodimers. NADPH-Binderegion: blau; katalytische
Doméne: griin; Linkerregion: gelb; C-terminale Doméne: rot; hier: mit gebundenem NADPH (Kohlenstoffatome

in grau) und Fosmidomycin (Kohlenstoffatome in schwarz) als Kugel-Stab-Modell (iibernommen aus Umeda
2011%%).

4.1.2 Quarternirer Komplex aus PfIspC, NADPH, M22+ und Fosmidomycin bzw.
FR900098

Die Inhibitoren Fosmidomycin und FR900098 wurden von Umeda et al. als Liganden im
Komplex aus PflspC, NADPH und Mg>" kristallographisch untersucht.” Hier sollen

zundchst die Wechselwirkungen zwischen Fosmidomycin und PfIspC wiedergegeben werden
74



(s. Abbildung 50, 51b). Durch Bindung dieses Inhibitors nimmt das Enzym eine komplett
geschlossene Form ein. Die Spalte zwischen katalytischer und NADPH-Binderegion schlief3t
sich und zudem kann beobachtet werden, dass die ungeordnete Schleifenregion eine
geordnete Struktur annimmt und ebenfalls in geschlossener Konformation vorliegt. Die

flexible Schleifenregion formt somit eine Art Deckel itiber dem katalytischen Zentrum.

Fosmidomycin wird in der katalytischen Domine gebunden, wobei dessen Bindestelle drei
92]

Untereinheiten aufweist.!

Abbildung 50 Inhibitor-Bindestelle des quarternérer Komplexes aus Fosmidomycin, PflspC, Mg*" und NADPH.
Kohlenstoff-Atome Fosmidomycin = gelb; Wassermolekiile = blau; Mg**-Ion = griin (ilbernommen aus Umeda
201197,

Es gibt eine Binderegion fiir die Phosphonsdurefunktion. Hierbei bilden die Aminoséuren
Ser270, Asn311, His293 und zwei Wassermolekiile mit der Phosphonsduregruppe ein dichtes
Netzwerk aus Wasserstoffbriicken aus.

Der Kohlenstoff-Linker zwischen Phosphon- und Hydroxamséduregruppe befindet sich
in einem Bereich, in dem er Interaktionen mit hydrophoben Aminosiureresten eingehen kann.
Diese Interaktionen erfolgen zum einen unter der Beteiligung des Indolrings von Trp296, zu
dem das Kohlenstoffgeriist des Inhibitors eine parallele Ausrichtung einnimmt. Zum anderen
geht die Linkerregion = Wechselwirkungen mit Met298 ein.  Sowohl das
Wasserstoftfbriickennetzwerk der Phosphonsdurebindestelle als auch die hydrophoben Reste
der Binderegion des Linkers liegen bei Abwesenheit des Inhibitors in ungeordneter Form vor.

Das aktive Zentrum weist aulerdem eine Binderegion fiir die Hydroxamsauregruppe
auf, welche zusammen mit den drei Aminosdureresten Asp231, Glu233 und Glu315 das
divalente Metallkation (hier: Mg2+) insgesamt flinffach koordiniert. Die Geometrie ist verzerrt

trigonal bipyramidal mit dem N-Hydroxyl-Sauerstoffatom der Hydroxamsdurefunktion und
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den Aminosduren Asp231 und Glu233 als &dquatorialen Liganden. Das N-Formyl-
Sauerstoffatom der Hydroxamsédurefunktion und Glu315 bilden die axialen Liganden. Die
Hydroxamsaurefunktionalitdt nimmt somit eine Z-Konformation an.

FR900098 weist anstelle des Formyl-Wasserstoffatoms von Fosmidomycin eine
Methylgruppe auf. Die Interaktionen und Bindungsmodi fiir FR900098 sind denen
Fosmidomycins sehr dhnlich, durch die Methylgruppe ergeben sich allerdings zusitzliche
Wechselwirkungsmdoglichkeiten (s. Abbildung 51). Die Methylfunktion ist substratiquivalent
zur Methylgruppe des DOXP. Es konnen sich Van-der-Waals-Interaktionen zwischen diesem
und Trp296 ausbilden, welche moglicherweise die grofere inhibitorische Aktivitit von
FR900098 im Vergleich zu Fosmidomycin erkldaren. Aulerdem konnte eine solche Interaktion

die fiir die Metallkoordination essenzielle Z-Konformation der Hydroxamsdurefunktionalitit
[92]

stabilisieren.

Abbildung 51 a) Inhibitor-Bindestelle des quarternirer Komplexes aus FR900098, PfIspC, Mg>" und NADPH.
Kohlenstoff-Atome von FR900098 = magenta; Wassermolekiile = blau; Mg*'-Ion = griin; der schwarze Pfeil
deutet auf die N-Methylgruppe; der Komplex mit Fosmidomycin ist als gelbes Stab-Modell gezeigt
(iibernommen aus Umeda 2011°%). b) Schema iiber Interaktionen von Fosmidomycin/FR900098 im aktiven
Zentrum von PflspC. R = H = Fosmidomycin; R =Methyl = FR900098; die Metallkoordination wird in
durchgéngigen Linien angegeben; mogliche Wasserstoftbriickenbindungen sind in gestrichelten Linien
dargestellt; intermolekulare Van-der-Waals-Wechselwirkungen sind in dicken grauen Bogen dargestellt
(iibernommen aus Konzuch 2014"°').

4.1.3 Kristallstruktur des Komplexes aus PfIspC. Mn>', NADPH und carba- bzw. oxa-

isosteren Fosmidomycin-Analoga

2014 wurden von Konzuch et al. die Kristallstrukturen von zwei carba- und einem oxa-
isosteren Fosmidomycin-Analogon (XLII-44C, XLII-I und XLIII-II, s. Abbildung 52) im

PfIspC-Enzym publiziert.['""
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Abbildung 52 Strukturen der von Konzuch et al. im Komplex mit PfIspC untersuchten Fosmidomycin-Analoga.

Die flexible Schleife zeigt bei Bindung von XLII-I eine ungeordnete, offenere Konformation.
Dies wird durch die hohen B-Faktoren™ der Aminosduren der Schleifenregion im Komplex
mit XLII-I deutlich. Diese hohen B-Faktoren deuten auf eine flexible ungeordnete Struktur
hin. Bei Vorliegen einer geschlossenen Konformation wiirde zudem der a-Arylring von XLII-
I mit Trp296, welches in der Schleife lokalisiert ist, zusammensto3en. Durch Analyse der
induced-fit-Bewegungen des Enzyms bei der Inhibitorbindung wird zudem ersichtlich, dass
das Ausmal} der Geschlossenheit der flexiblen Schleife eng mit der GroBe des Inhibitors
verknlipft ist. So nimmt diese Region abhingig davon, ob die volumindsen Inhibitoren XLII-
44C und XLII-I oder der im Vergleich hierzu kleine Inhibitor Fosmidomycin bindet,

unterschiedliche Konformationen ein (s. Abbildung 53).'"
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Abbildung 53 a. Vergleich der induced-fit-Bewegungen der flexiblen Schleife in Abhéngigkeit der
unterschiedlichen Liganden XLII-44C (blau), XLII-I (rot) und Fosmidomycin (griin). b. Die Seitenketten, die
den o-Arylring umgeben, sind analog ihrer B-Faktoren eingefirbt: hellblau: 15 - 25 A?; griin: 25 - 35 A%; gelb:
35-45 A% Trp296 und Met298, die in der flexiblen Schleife lokalisiert sind, zeigen hohe B-Faktoren (a und b
iibernommen aus Konzuch 2014"°").

Die offene und ungeordnete Struktur der flexiblen Schleife spricht eher dafiir, dass die starke
Bindung der Inhibitoren XLII-44C und XLII-I durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen

"B-Faktoren = Temperatur-Faktoren = Debye-Waller-Faktoren sind ein Ma fiir die relativen
Schwingungsbewegungen von unterschiedlichen Teilen einer Struktur; hohe B-Faktoren werden bei sehr
flexiblen Strukturteilen festgestellt.
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zwischen o-Phenylring und dem Kern des aktiven Zentrums vermittelt wird als durch
Wechselwirkungen mit der Schleife. Die N-Methylgruppe von XLII-I geht zudem
intramolekulare =~ Wechselwirkungen mit dem  o-Arylring und intermolekulare
Wechselwirkungen mit Aminoséuren des aktiven Zentrums ein, wie beispielsweise Van-der-
Waals-Interaktionen zwischen der N-Methylgruppe von XLII-I und Met360 (s. Abbildung
54). Die Phosphonsdurefunktion bildet mit Aminosduren des aktiven Zentrums ein Netzwerk
von Wasserstoffbriickenbindungen aus und das divalente Metallkation wird fiinffach
koordiniert. Zudem wird durch die kristallographische Analyse deutlich, dass das Enzym das

(S)-Enantiomer des Liganden bindet.!'*!]
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Abbildung 54. Schema iiber Interaktionen von XL-I im aktiven Zentrum von PflspC. Die Metallkoordination
(2.0-2.1 A) wird in durchgiingigen Linien angegeben; mdgliche Wasserstoffbriickenbindungen (2.7-3.1 A) sind
in gestrichelten Linien dargestellt; intramolekulare Van-der-Waals-Wechselwirkungen sind in diinnen grauen
Bogen dargestellt; intermolekulare Van-der-Waals-Wechselwirkungen sind in dicken grauen Bogen dargestellt;
Aminoséurereste, die nur mit XL-I und nicht mit Fosmidomycin in Wechselwirkung treten, sind blau dargestellt
(iibernommen aus Konzuch 2014"°').

Die Interaktionen des Oxa-Isosters XLIII-II mit den Strukturen des aktiven Zentrums sind
sehr dhnlich zu denen von XLII-I, unterscheiden sich aber in einem wichtigen Punkt.
Wihrend Fosmidomycin im Komplex mit PfIspC an der B-Position durch ein hydrophiles
Milieu umgeben ist, liegen fiir XLII-I und XLIII-II hydrophobe Umgebungen vor. So geht
XLII-I an dieser Stelle Interaktionen mit Kohlenstoffatomen von Ser306 und Met298 ein.
Das B-Sauerstoffatom von XLIII-II konnte hierbei einen ungiinstigen Einfluss haben, was

moglicherweise zu einer geringeren inhibitorischen Aktivitt fiihrt.!'*"
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4.1.4 Kristallstruktur des Komplexes aus XLII-46C, Mn>* und EclspC

Behrendt et al. analysierten die Kristallstruktur des terndren Komplexes aus XLII-46C, Mn*"
und EcIspC!"'™¥ (s. Abbildung 55).

?
)
:
426
;

Abbildung 55 Schematischer Uberblick iiber die Interaktionen von XLII-46C im aktiven Zentrum von EclspC
und die intramolekularen Van-der-Waals-Wechselwirkungen (hellblau) (iibernommen aus Behrendt 2011"'4).

Eine Bindung des Inhibitors ist nur bei offener Konformation der flexiblen Schleifenregion
moglich, da Aminosédurereste der Schleife ansonsten mit dem a-Difluorphenylring kollidieren
wiirden. Im Gegensatz hierzu nimmt diese bei Bindung von Fosmidomycin in dem von
MacSweeney et al. verdffentlichten Komplex aus NADPH und EclspC eine geschlossene

78] Die Koordination des Metallions entspricht sowohl bei XLII-46C als

Konformation ein.
auch in dem von Steinbacher et al. verdffentlichten Komplex aus Fosmidomycin, Mn®",
NADPH und EcIspC einer oktaedrischen Geometrie.!'” Wie in den PfIspC-Kristallstrukturen
erfolgt die Koordination durch die Reste von einem Molekiil Asparagin- und zwei Molekiilen
Glutaminsdure sowie der Hydroxamsédurefunktionalitit. Ein zusitzliches Wassermolekiil fiihrt
zu sechsfacher Koordination und damit zu der im Vergleich zu den PfIspC-Komplexen
veranderten Geometrie. Die N-Methyl-Funktion geht intramolekulare Van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit dem Kohlenstofflinker und dem a-Difluorphenylring ein, steht selbst
aber nicht in Kontakt mit dem Protein. Die Phosphonsdurefunktionalitét ist ebenfalls wie in
den PflspC-Komplexen Teil eines Wasserstoffbriickennetzwerks. Auch die 3.4-

Difluorsubstituenten am Phenylring gehen polare Wechselwirkungen mit zwei

Wassermolekiilen ein. Die im Vergleich zu Fosmidomycin groere inhibitorische Aktivitit
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von XLII-46C erkliaren Behrendt et al. mit der entropischen und enthalpischen Stabilisierung,
die durch die hier wiedergegebenen Interaktionen entsteht. Diese fiithrt moglicherweise trotz
der geringeren Stabilisierung durch die Schleifenregion zu einer verbesserten Bindung des

Inhibitors.[''#

4.2 Kristallstrukturanalyse des Komplexes aus Thia-Isoster 43, Mn2+,

NADPH und PflspC

Zum Zeitpunkt des Projektes ,,-thia-isostere Fosmidomycin-Analoga® lagen die

Kristallstrukturanalysen des Komplexes aus PfIspC mit Fosmidomycin bzw. FR900098%
und des Komplexes aus EcIspC mit Carba-Isoster XLII-46C'''*! vor. Vor diesem Hintergrund
sollte untersucht werden, inwiefern sich die Kristallstruktur von PfIspC mit einem Thia-
Isoster hiervon unterscheidet. Als Teil der umfassenden biologischen Evaluation der Thia-
Analoga (s. Projektiibersicht Abschnitt 1.5) wurde hierzu im Arbeitskreis von Michael Groll
(Technische Universitit Miinchen) erstmals ein Fosmidomycin-Thia-Isoster mit PflspC
kokristallisiert. Der Komplex besteht aus dem PfIspC-Enzym mit Verbindung 43 und den
Kofaktoren Mn”" sowie NADPH (Auflésung: 2 A).!'*"!

NADPH W - MADPH

Abbildung 56 a. Blick auf 43 gebunden an das aktive Zentrum von PfIspC (grau) mit einer Auflosung von 2 A.
NADPH = grau; Mn*" = orange; Elektronendichte = violettes Gitternetz; b. Blick auf die Connolly-Oberflichen-
Darstellung des aktiven Zentrums (iibernommen aus Kunfermann, Lienau 201315%),
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Diese Untersuchungen liefern einerseits tiefergehende Erkenntnisse zu Struktur-Aktivitits-
Beziehungen unterschiedlicher Fosmidomycin-Analogatypen, andererseits aber auch
Informationen zur Enantioselektivitit des Enzyms gegeniiber chiralen Liganden.

Bei der Analyse der verschiedenen Isoster-Enzym-Komplexe im Vergleich ergeben
sich sowohl Gemeinsamkeiten in den Bindungsmodi als auch entscheidende Unterschiede, die
nachfolgend diskutiert werden. Der quarternire Komplex aus PflspC, 43, Mn>" und NADPH
wurde -wie zuvor erwidhnt- durch die Arbeitsgruppe von Michael Groll, Technische
Universitdt Miinchen, kristallographisch —analysiert (Details zur experimentellen
Durchfihrung s. Kapitel 8.4.2)."™ Die Struktur &hnelt den oben besprochenen
Kristallstrukturen des PfIspC-Enzyms (s. Abbildung 56, 57).
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Abbildung 57 Interaktionen der Aminosiurereste mit 43; Distanzen sind in A angegeben; Van-der-Waals-
Wechselwirkungen sind durch farbige Kurven angedeutet (iibernommen aus Kunfermann, Lienau 2013,

So erfolgt am divalenten Metallkation eine flinffache Koordination durch die Aminosiuren
Asp231, Glu233 und Glu315 sowie durch die Hydroxamsiurefunktion des Inhibitors."*” Die
Koordination des Metallions ist somit in allen drei PfIspC-Kristallstrukturen (mit
Fosmidomycin, XLII-I und 43 als Liganden) gleich unter Beteiligung der identischen
Aminosduren und der Hydroxamsdurefunktionalitit als zweizdhnigem Chelator.
Dementsprechend liegt hier fiir alle Komplexe mit PfIspC dieselbe Geometrie (verzerrt
trigonal bipyramidal) vor. Lediglich der Komplex von Carba-Isoster XLII-46C im Komplex

mit EclspC, welcher ohne den Kofaktor NADPH kristallisiert wurde, weist eine andere
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Geometrie auf. Wie in den PflspC-Komplexen erfolgt bei EclspC und XLII-46C die
Koordination zwar durch die Reste von einem Molekiil Asparagin- und zwei Molekiilen
Glutaminsédure sowie der Hydroxamséurefunktionalitit. Ein zusatzliches Wassermolekiil fiihrt
jedoch zu sechsfacher Koordination und damit zu der im Vergleich zu den PfIspC-Komplexen
verdnderten oktaedrischen Geometrie. Konzuch et al. analysierten, dass das Vorkommen eines
Wassermolekiils in dieser Position im XLII-I/PfIspC-Komplex sehr unwahrscheinlich ist, da
es mit der Nicotinamidpartialstruktur des NADPH-Molekiils kollidieren wiirde.'""! Da 43
ebenfalls mit NADPH kokristallisiert wurde, kann dies auch fiir den hier vorliegenden
Komplex angenommen werden. Die Methylfunktion des Hydroxamsaurestickstoffs ist bei 43
weder in Kontakt mit dem Protein noch an intramolekularen Interaktionen beteiligt.!'*”! Dies
steht im Gegensatz zu den Beobachtungen an den Komplexen XLII-46C/EclspC, XLII-
I/PflspC und FR900098/PfIspC. Bei XLII-46C/EclspC und XLII-I/PfIspC bilden sich durch
die N-Methylfunktion intramolekulare Wechselwirkungen sowohl mit dem Kohlenstofflinker
als auch mit dem Arylring aus (s. oben). XLII-I weist zusitzlich noch wie FR900098
Interaktionen zwischen der N-Methylfunktion und Aminoséureresten des Enzyms auf.

Die Phosphonsdurefunktion bildet Wasserstoftbriickenbindungen mit Ser269, Ser270,

1801 Dieses Netzwerk aus

Ser306, Asn311, Lys312 und zwei Wassermolekiilen aus.
Wasserstoftfbriickenbindungen, das die Phosphonsduregruppe mit dem aktiven Zentrum
ausbildet, ist vergleichbar zu dem von XLII-I und Fosmidomycin. Bei allen drei Strukturen
sind zusitzlich zwei Wassermolekiile beteiligt. Es treten lediglich Abweichungen in einzelnen
involvierten Aminosduren auf. Alle in direktem Kontakt zum Liganden stehenden
Aminoséuren sind konserviert (auBler Ser269), was moglicherweise fiir eine inhibitorische
Aktivitidt der Liganden an anderen IspC-Enzymen spricht. Im Gegensatz zu den {ibrigen
verdffentlichten IspC-Strukturen mit anderen Fosmidomycin-Analoga, die in a-Position einen
Arylrest tragen, liegt hier die den Liganden bedeckende Schleifenregion wie im

Fosmidomycin/PfIspC-Komplex geordnet vor.['®"

Wihrend also das Vorliegen einer
ungeordneten Schleifenstruktur bei den anderen Enzym-Inhibitor-Komplexen darauf
hindeutet, dass kaum bis keine Wechselwirkungen zwischen dieser und dem Liganden
auftreten, sind bei der geordneten Struktur des Thia-Isosterkomplexes Wechselwirkungen zu
beobachten. Die in der Schleifenregion vorkommenden Aminosduren Trp296 und Met298
stabilisieren mittels hydrophober Wechselwirkungen den gebundenen Inhibitor. Hierbei geht
das B-Schwefelatom von 43 mit dem Schwefelatom der streng konserviert vorliegenden

[180

Aminosiure Met298 Interaktionen ein.!'*”! Das p-Kohlenstoffatom der Carba-Isostere wiirde

an dieser Stelle nicht in Kontakt mit dem Protein treten. Zwischen dem B-Sauerstoffatom der
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Oxa-Isostere und Met298 entstiinden abstoende Effekte. Eine ungiinstige Beeinflussung der
Enzym-Inhibitor-Bindung durch das B-Sauerstoffatom in der hydrophoben Umgebung des
aktiven Zentrums wurde auch von Konzuch et al. postuliert (s. oben). Allerdings konnten hier
fiir die B-Methyleneinheit des Carba-Isosters XLII-I hydrophobe Interaktionen mit dem
Enzym beobachtet werden. Von Briicher et al. wurde die mogliche Ausbildung einer
Wasserstoftbriickenbindung zwischen dem [B-Sauerstoffatom eines oxa-isosteren Liganden
und Ser306 vorgeschlagen und im Modell simuliert.!"'” Das Auftreten dieser
Wasserstoftbriicke kann somit weder durch die Untersuchungen von Konzuch et al. noch
durch die Strukturanalyse des PfIspC/Thia-Isoster-Komplexes bestitigt werden.

Neben der Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen mit der Schleifenregion hat
das B-Schwefelatom der Thia-Isostere einen weiteren Vorteil. Durch dieses entsteht eine
erhohte Flexibilitdt des Inhibitormolekiils, was moglicherweise zu einer erleichterten Bindung
des Liganden an das aktive Zentrum fiihrt. Trp296, lokalisiert in der Schleifenregion, geht
hydrophobe Wechselwirkungen mit dem a-Phenylring ein; durch ihre hohe Mobilitét ist die
Schleifenregion dazu in der Lage, Substituenten wie beispielsweise den Phenylring oder noch
volumindsere Reste (z.B. 1-Naphthyl, 45) zu tolerieren.!"*")

Uber die hier vorgestellten Bindungsmodi zwischen Ligand und Enzym hinaus
ermoglicht es die Kristallstruktur zudem, eine Aussage iiber die Enantioselektivitidt des
Enzyms gegeniiber dem chiralen Inhibitor zu machen. Es wird selektiv das (S)-Enantiomer
gebunden."™ Diese Feststellung entspricht den Analysen anderer Autoren, die ebenfalls
vorschlagen, dass das (S)-Enantiomer a-Aryl-substituierter Fosmidomycin-Analoga an IspC-

Enzyme bindet.!'’" '*!

Um diese Enantioselektivitit jedoch nicht nur in der
Kristallstrukturanalyse, sondern auch durch biologische Testung am Enzym selbst zu zeigen,
wurden Versuche zur Racematspaltung unternommen. Wie in Abschnitt 5.7 ndher erldutert
wird, konnten via chirale HPLC das (+)- und das (-)-Enantiomer von 43 getrennt werden.
Erstmalig konnten so das (S)- und das (R)-Enantiomer eines chiralen Fosmidomycin-
Analogons isoliert an IspC-Enzymen getestet und so ein Enantiomer als das Eutomer definiert
werden (s. Abschnitt 5.7).!"*") Das (+)-Enantiomer weist gegeniiber IspC-Enzymen eine um
ein Vielfaches grofere inhibitorische Potenz auf als das (-)-Enantiomer. Aufgrund der
Tatsache, dass das (+)-Enantiomer eine sehr viel hohere biologische Aktivitat besitzt und weil
aus der Kiristallstrukturanalyse hervorgeht, dass selektiv das (S)-Enantiomer vom PflspC-
Enzym gebunden wird, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem (+)-

Enantiomer um das (S)-Enantiomer handelt. Wiahrend von anderen Autoren anhand von

Kristallstrukturanalysen lediglich vermutet wurde, dass im IspC-Enzym von -chiralen
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Fosmidomycin-Analoga selektiv ein Enantiomer gebunden wird, konnte hier durch die
biologische Testung beider Enantiomere erstmals der finale Beweis erbracht werden, dass

tatsdchlich nur ein Enantiomer fiir die IspC-Inhibition verantwortlich ist.
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5 Biologische Evaluation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fosmidomycin-Analoga mit Substitution in a-Position, -
Thia-Einheit und reverser Hydroxamsédurefunktionalitit entwickelt. Die Variation der
Molekiilregionen A-C resultierte in einer kleinen Substanzbibliothek (s. Abbildung 58). So
wurde in Molekiilregion A mit aromatischen Systemen gearbeitet, die beispielsweise
Substituenten mit +I/+M- oder —I-Effekt besitzen. Neben volumindsen Resten wie einer
Naphthylgruppe gibt es auch Verbindungen, die in a-Position nur einen Phenylring tragen
oder an dieser Position gar keinen Substituenten aufweisen. Ergénzend zu Analoga mit
unsubstituierter (,,freier”) Hydroxamsauregruppe fiihrte die Modifikation der Molekiilregion
C zur Entwicklung von Isosteren, die am Stickstoff einen kleinen (Methyl-) oder volumindsen
(Benzyl-) Rest besitzen. Durch Oxidation der Sulfid-Struktur in Molekiilregion B wurden die
korrespondierenden Sulfone generiert. Die Diversitdt der Strukturvariationen und die
Erkenntnisse aus der Kristallstrukturanalyse (s. Kapitel 4) erlauben eine tiefergehende

Evaluation von Struktur-Wirkungsbeziehungen.

&

e
%G, 0 C
S

Abbildung 58 Variation der Molekiilregionen A-C.

Abbildung 59 zeigt eine Ubersicht iiber alle in dieser Arbeit zur biologischen Evaluation der

Testsubstanzen verwendeten Methoden.
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Abbildung 59 Angewendete Testmethoden zur biologischen Evaluation p-thia-isosterer Fosmidomycin-
Analoga.

Die Evaluation der potentiellen Aktivitit der Fosmidomycin-Analoga gegeniiber Plasmodien
erfolgte durch zwei Screeningmethoden, dem Target-basierten sowie dem phéanotypischen
Screening (Ndheres hierzu s. unten). Durch Target-basiertes Screening wurde die
inhibitorischen Potenz der Verbindungen direkt am Enzym ermittelt. Hierbei wurde die
inhibitorische Aktivitit von 18 und 43-65 gegeniiber dem rekombinanten IspC-Enzym aus
Plasmodium falciparum (PflspC) bestimmt. Alle Screenings an IspC-Enzymen wurden in der
Arbeitsgruppe von Markus Fischer (Universitdit Hamburg) durchgefiihrt. Dariiber hinaus
wurde im Zellkultur-Assay die wachstumshemmende Aktivitdt der Testsubstanzen gegeniiber
zwei Plasmodienstimmen evaluiert. Bei diesem phénotypischen Screening wurde die
antiplasmodiale in vitro-Aktivitit an den Laborstimmen Plasmodium falciparum 3D7
(Pf3D7) und Plasmodium falciparum Dd2 (PfDd2) untersucht. Bei Pf3D7 handelt es sich um
einen Chloroquin-sensitiven Plasmodien-Stamm, wihrend sich P/Dd2 durch Resistenz gegen
Chloroquin, Chinin, Pyrimethamin und Sulfadoxin auszeichnet. Anschlieend wurde durch

eine Untersuchung an HeLa-Zellen fiir ausgewihlte Testverbindungen ermittelt, ob diese

"HeLa-Zellen = menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms
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gegeniiber  Sédugetierzellen  zytotoxisch  wirken. Die  Untersuchungen an den
Plasmodienstimmen und an den HelLa-Zellen erfolgten in der Arbeitsgruppe von Benjamin
Mordmiiller (Universitit Tiibingen). Nach der Selektion durch beide Screeningmethoden und
nachdem erwiesen war, dass die Substanz nicht zytotoxisch gegeniiber HeLa-Zellen ist, wurde
ein interessanter Wirkstoffkandidat auf seine in vivo-Aktivitdt an mit P. berghei infizierten
Mausen untersucht. Die Durchfiihrung des Tierversuchs erfolgte im Arbeitskreis von Sergio
Wittlin (Swiss Tropical and Public Health Institute, Basel). Fiir Details zu der experimentellen

Durchfiihrung der biologischen Testungen s. Kapitel 8.4.

Bestimmung der PfIspC-inhibitorischen und antiplasmodialen Aktivitit - Target-basiertes

und phdnotypisches Screening

Bei der Entwicklung neuer Arzneistoffe stehen sich zur Selektion biologisch aktiver
Substanzen (,Hits*) unter anderem’ zwei Methoden gegeniiber, die oben schon erwihnt
wurden: das Target-basierte und das Zell-basierte Screening, die auch kombiniert werden
konnen. Beim Target-basierten Screening wird eine Substanzbibliothek auf Aktivitdt an einem
isolierten Protein getestet. Das phénotypische Screening hingegen erfolgt an der ganzen
lebenden Zelle."® Beide Methoden haben einige generelle Vor- und Nachteile, die im

folgenden Abschnitt kurz beschrieben werden sollen.

Target-basiertes Screening

Durch seine Spezifitit gegeniiber dem Target wird der Wirkungsmechanismus des
potentiellen Arzneistoffs verstanden. Es konnen strukturbiologische oder computergestiitzte
Methoden zur Aufklirung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen und somit zur Optimierung
der Leitstruktur herangezogen werden. Zudem sind Target-basierte Screeningmethoden fiir
High-Throughput-Screenings leicht zugénglich.!'*’]

Demgegeniiber stehen die Nachteile dieser Methode. So gibt es insbesondere bei
parasitiren Erkrankungen wie Malaria nur wenige validierte Targets.!' '™ Bei vielen
Arzneistoffen ist das Target nach wie vor nicht bekannt. Einige Wirkstoffe interagieren mit
mehreren Targets oder zeigen zudem noch off-Target-Interaktionen, die bei dieser Screening-
Methode nicht erfasst werden.!'®! AuBerdem ist die reine Fokussierung auf das Target

problematisch. So werden bei dieser Methode beispielsweise die Relevanz und die

Zuginglichkeit des Targets in der lebenden Zelle nicht berticksichtigt. Auch Kompensations-

"Neben dem Target-basierten und dem phinotypischen Screening sind beispielsweise auch computergestiitzte
Screeningmethoden im Einsatz, die zur Vorhersage von Hits genutzt werden.
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U831 Dariiber hinaus besteht die

oder Resistenzmechanismen der Zelle flieBen nicht ein.
Gefahr, dass mdogliche Stabilitidtsprobleme der Testsubstanz im Target-basierten Screening
unentdeckt bleiben. Prozesse wie Hydrolyse oder enzymatischer Abbau kdnnen ggf. erst unter

den Bedingungen des Zellkulturassays in Erscheinung treten.

Zell-basiertes phdinotypisches Screening

Diese Methode stellt an die zu testende Verbindung neben der bloBen Aktivitit am Target
noch andere entscheidende Anforderungen. Hits im Ganzzellassay weisen neben einer guten
Aktivitit am Target automatisch noch andere Eigenschaften auf. Zwei der wichtigsten
zusitzlichen Eigenschaften fiir eine Aktivitdit im Ganzzellassay sind eine ausreichende
Zellpermeabilitdt und eine ausreichende Stabilitdt der Testsubstanz. Zudem diirfen keine
Mechanismen zur Inaktivierung der Testsubstanz vorhanden sein wie beispielsweise ein
Efflux."®'®) Der ganze Zellorganismus mit all seinen potentiellen Targets und
Biosynthesewegen kann von der Testsubstanz adressiert werden. Dies ist vor allem bei
Substanzen mit mehreren Targets oder unbekannten Targets relevant.!'®! Im Zellkulturassay
kénnen zudem schon mégliche Toxizititsprobleme in Erscheinung treten.!'®* '

Jedoch weist auch diese Methode Nachteile auf. Um die Leitstruktur zu optimieren,
konnen Untersuchungen zur Findung des eigentlichen Targets notwendig sein. Um das
Aktivitdtsspektrum einer Testsubstanz zu verstehen und somit einer Strukturoptimierung
zugénglich zu machen, konnen unterschiedliche Targets und somit unterschiedliche Assays
notwendig sein. Die meisten Ganzzellassays konnen zudem nur mit niedrigerer Effizienz im
High-Throughput-Screening eingesetzt werden. Auflerdem fiihrt eine erhdhte Variabilitét in
den Assays zu unterschiedlichen statistischen Ergebnissen und geringerer Robustheit.!'®* '*)
Substanzen, die aufgrund von mangelnder Zellpermeabilitit im phinotypischen Screening
inaktiv sind, konnen als potente Target-Inhibitoren unentdeckt bleiben."®! Durch eine

geeignete Formulierung oder chemische Modifizierung konnen diese trotzdem phanotypisch

aktiv sein.
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Abbildung 60 Strategie zur Arzneistoffentwicklung gegen Malaria ausgehend von phénotypischen Screenings
(iibernommen aus Guiguemde 2012"%%).

In der modernen Arzneistoffentwicklung gibt es den Trend, Hits verstirkt durch
phénotypisches Screening zu selektieren. So wurden 37 % der von der FDA zwischen 1999-
2008 zugelassenen first in class drugs durch phinotypische Screenings entdeckt. Lediglich
23 % hiervon gingen aus Target-basierten Screenings hervor.!'*> ¥ Auych MMV und die
Partner dieser Organisation haben einige Wirk- bzw. Arzneistoftkandidaten in préklinischer
und klinischer Entwicklung, die iiber phinotypische Screenings entdeckt wurden.'™ Die
Identifizierung des molekularen Targets wird mehr zur retrospektiven Betrachtung nach der
Hit-Selektion mittels phénotypischen Screenings. Abbildung 60 zeigt die Vorgehensweise der
Arzneistoffentwicklung gegen Malaria ausgehend von phénotypischen Screenings. Das am
Beginn stehende phéanotypische Screening fiihrt zur Auswahl von Testsubstanzen, die gegen
zellulire und pharmakologische Einschrinkungen bestehen. Es werden so schnell
Verbindungen selektiert, bei denen eine hohe Wahrscheinlichkeit vorliegt, dass sie in vivo
wirksam sind. Target-Identifizierung und -Validierung erscheinen spiter im Prozess. Sie
werden so aus der ersten kritischen Entwicklungsphase, der Hit-Identifizierung,
ausgeschlossen. Trotzdem ist das Finden eines Targets von Vorteil, beispielsweise fiir die
Optimierung der Leitstruktur und das Verstindnis von Resistenzmechanismen.!" In der
pharmazeutischen Industrie werden Target-basierte und zelluldre Screenings hierzu héufig
kombiniert."® Die Target-Identifizierung einer Hit-Substanz nach dem phénotypischen
Screening kann beispielsweise wie nachfolgend beschrieben durchgefiihrt werden. In den

Parasiten wird im ersten Schritt Resistenzbildung gegeniiber der Testsubstanz induziert.

* first in class drugs = Arzneimittel bzw. -stoffe, die einen neuartigen Wirkmechanismus haben
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Anschliefend wird das Genom der resistenten Parasiten mit dem Genom der empfindlichen

Parasiten verglichen und so das Target identifiziert.["®”)

In dem kommenden Abschnitt wird zunédchst die Aktivitdt der Thia-Isostere 18 und 43-65
gegeniiber Plasmodien evaluiert. Hierzu wird die PfIspC-inhibitorische Aktivitédt diskutiert,
die antiplasmodiale Aktivitit gegeniiber den zwei Plasmodienstimmen Pf3D7 und PfDd2 in
vitro betrachtet und abschliefend die antiplasmodiale in vivo-Aktivitit im Mausmodell
untersucht. Dariiber hinaus wird die inhibitorische Aktivitit gegeniiber nicht-plasmodialen
IspC-Enzymen analysiert. Abschlieend soll bewertet werden, ob die Thia-Isostere eine
verbesserte Aktivitdt gegeniiber Plasmodien zeigen als die zuvor entwickelten Carba-Analoga
XLII-43C — XLII-47C, XLII-52C und XLII-54C sowie die Oxa-Analoga XLIII-430 -
XLIII-470, XLIII-520 und XLIII-550 .

5.1. PflspC-inhibitorische und antiplasmodiale Aktivitit der p-thia-

isosteren Fosmidomycin-Analoga mit Sulfidpartialstruktur

Die ICso-Werte der PfIspC-Inhibition fiir alle Thia-Analoga mit Sulfidpartialstruktur (18, 43-
57) und deren antiplasmodiale Aktivitit gegeniiber Pf3D7 und PfDd2 sind in Tabelle 8

dargestellt.

5.1.1 Target-basiertes Screening — in vitro-Aktivitit gegeniiber dem Enzvm PfIspC

Verbindung 47 weist im Enzymassay mit einem [Csp-Wert von 0.0045 £ 0.0004 uM die
hochste inhibitorische Aktivitdt auf. Die Verbindung verfligt iiber elektronenziehende
Substituenten in 3,4-Position des Aromaten sowie eine N-Methyl-substituierte
Hydroxamsduregruppe. Dass sich ein solches Substitutionsmuster als vorteilhaft fiir die

inhibitorische Aktivitét erweist, zeigen auch die ICso-Werte der tibrigen Analoga.
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Verbindung
(@]
HO-p_ s U on | PAsDCICs (uM)™ | Pf3D7 ICs (uM)™ | PfDA2 ICsy (uM)™
HO Y N
R, R,
Rz = CH3
43:R; =Ph 0.024 + 0.002! 0.034! 0.075'4
44: R, =4-CH;-Ph 0.018 + 0.004! 0.111 0.0954
45: R; = 1-Naphthyl 0.0098 + 0.0009'4 0.38 0.51'
46: R, = 3,4-F-Ph 0.014 + 0.001 0.111 0.088
47: R, =3,4-Cl-Ph 0.0045 + 0.0004 0.0911 0.085'
48: R, = 3,5-F-Ph 0.013 = 0.004 0.15 0.13
49: R, = 3,5-OCH;-Ph 0.02 + 0.004 0.16 0.18
50: R, =4-SCH3-Ph 0.029 + 0.008 0.099 0.18
18:
(@] O
><o—,'F5 s\)LN,oJ<
>r0 | >1000 >111 111
F
F
R, = CH,Ph
SI:R=H 0.74 +0.04 5.53 n.b.
Rz =H
. _ [d] [d]
52: R;=Ph 0.11 + 0.024 2.9 3.77
53: R, = 4-CH;-Ph 0.032 + 0.006 6.48 8.03
54: R, = 3,4-F-Ph 0.015 < 0,002 0.16!" 0.3314
55: R, = 3,4-CI-Ph 0.2 +0.01 0.541 0.871
56: R, = 3,5-F-Ph 0.011 + 0.002 1.23 0.87
57: R, = 3,5-OCH;-Ph 0.024 +£0.004 0.33 0.27
Fosmidomycin
0.16 + 0.02[ 0.88' 0.81

Tabelle 8 [a] Enzymassay. Mittelwerte = Standardabweichung aus 7-10 Messpunkten; [b] Zellkulturassay.
Mittelwert aus zwei unabhingigen Doppelbestimmungen; [c] Wert entsprechend Referenz!''”; [d] Wert
verdffentlicht in Kunfermann, Lienau 2013!"*%); n.b. = nicht bestimmt.

FEinfluss des Substituenten am Hydroxamsdurestickstoff

Alle N-Methyl-substituierten Verbindungen sind entweder aktiver oder weisen eine

vergleichbare Aktivitdt auf wie ihre korrespondierenden, nicht am Stickstoff substituierten
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Hydroxamsduren. Bei der Hilfte der Verbindungen mit nicht am Stickstoff substituierter
Hydroxamsaurefunktion liegt eine Reduktion der Aktivitit gegeniiber den entsprechenden N-
Methyl-substituierten Substanzen vor (52, 53, 55). So besitzt Verbindung 44 einen ICso-Wert
von 0.018 = 0.004 uM wihrend der des korrespondierenden unsubstituierten Analogons 53
mit 0.032 + 0.006 pM anndhernd doppelt so grof3 ist. Bei 47 und der zugehorigen freien
Hydroxamsaure 55 ist der Aktivitdtsunterschied am groften. Mit 0.2 = 0.01 puM ist der 1Cs-
Wert von 55 um den Faktor 44 hoher als der von 47. Dagegen ist die andere Hélfte der nicht
am Stickstoff substituierten Verbindungen (54, 56, 57) vergleichbar aktiv wie die
korrespondierenden N-Methyl-substituierten Hydroxamséuren.

Die Hydroxamsduregruppe muss fiir die Chelatisierung des divalenten Kations im
aktiven Zentrum des Enzyms in der Z-Konformation vorliegen (s. Kapitel 4). Briicher und
Behrendt vermuteten, dass fiir die groBere Aktivitit der am Stickstoff Methyl-substituierten
Carba- und Oxa-Isostere u. a. die Stabilisierung dieser Konformation durch den Substituenten
entscheidend sei, die bei diesen beiden Isostertypen auch so auftritt.!'”” '] Wie aus den
NMR-spektroskopischen Untersuchungen hervorgeht (s. Kapitel 3.2), fiihrt eine N-
Substitution bei den Thia-Isosteren nicht zu einer Stabilisierung der Z-Konformation der
Hydroxamsduregruppe. Durch die Kristallstrukturanalyse von Thia-Isoster 43 im Komplex
mit PfIspC ist zudem belegt, dass die N-Methylfunktion weder Wechselwirkungen mit dem
Enzym noch intramolekulare Interaktionen eingeht. Somit kann die erhohte biologische
Aktivitat der am Stickstoff Methyl-substituierten Thia-Analoga auch nicht mit einer stabileren
Enzymbindung erklirt werden. Stattdessen kann die erhdhte Substanzstabilitit gegeniiber den
unsubstituierten Hydroxamséuren als Grund fiir die hohere Aktivitdt angenommen werden.
Wie in Abschnitt 2.1.1 erldutert, konnen beispielsweise einige unsubstituierte
Hydroxamsduren durch Hydrolyse in die entsprechende Carbonsdure konvertiert werden. Der
Austausch der Hydroxamsédurefunktionalitit gegen eine Carbonsduregruppe fiithrt zur
Inaktivitit gegeniiber dem Enzym (s. Abschnitt 1.4.2).1'% Die erhohte biologische Aktivitit
des am Stickstoff Methyl-substituierten Verbindungstyps wird in Abschnitt 5.1.2 weiter
diskutiert.
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Abbildung 61 Einfluss des Substituenten am Hydroxamsiurestickstoff auf die inhibitorische Aktivitdt
gegentiber PfIspC.

Eine zu starke Vergroferung des Restes am Hydroxamséure-Stickstoff ist sowohl fiir die
IspC-Hemmung als auch fiir die antiplasmodiale Aktivitdt unvorteilhaft. Diese Beobachtung

12 1149 ynd lasst sich anhand

wurde auch fiir andere Fosmidomycin-Analogatypen gemacht!
der geringen Aktivitit der N-Benzyl-substituierten Verbindung 51 bestirken (s. Abbildung
61). Fir die Aktivititsminderung der Fosmidomycin-Analoga XXIII und XXIV, welche
einen Ethyl- bzw. Isopropylrest am Hydroxamsaure-Stickstoff besitzen (s. Kapitel 1.4.2),
kann eine ungiinstige Beeinflussung der Metallkoordination angenommen werden.!'””’ Bei 51
ist moglicherweise der sterische Anspruch des N-Substituenten der Hauptgrund fiir die
geringe Aktivitdt. Der im Vergleich zu den Analoga XXIII und XXIV viel volumindsere N-
Benzylrest verhindert so ggf. eine optimale Bindung an das Enzym. 51 wurde aufgrund der
Erkenntnis, dass Fosmidomycin-Analoga mit groBem Rest am Hydroxamsaurestickstoff eine
schwache IspC-Inhibition zeigen, nicht fiir dieses Enzym entwickelt, sondern als moglicher
Inhibitor des Dxr-like (DRL) Enzyms. DRL katalysiert dieselbe Reaktion wie Dxr (IspC),
weist aber eine geringe strukturelle Verwandtschaft mit diesem auf."®! Die von Pérez-Gil et
al. veroffentlichte Kristallstrukturanalyse des DRL Proteins von Brucella abortus im
Komplex mit Fosmidomycin zeigt, dass o-Aryl-Substituenten bei Fosmidomycin-Analoga
eine Bindung an das aktive Zentrum erschweren und Reste in N-Position der
Hydroxamsaurefunktion eine Bindung begiinstigen. Somit iiberrascht es nicht, dass potente
IspC-Inhibitoren mit a-Phenyl-Substitution (die von Behrendt entwickelte Carba-Analoga
XLII-43C, XLII-52C, s. Abschnitt 5.8) am DRL-Enzym eine geringe Aktivitit aufweisen.!'®
Dagegen ist Verbindung 51 in o-Position unsubstituiert und in N-Position befindet sich ein
groBerer Rest. Der Strukturvorschlag fiir 51 stammt von Pérez-Gil und basiert auf den
Erkenntnissen dieser Kristallstrukturanalyse. Zurzeit ist 51 in biologischer Testung am DRL-
Enzym von Brucella abortus (durchgefiihrt von Jordi Pérez-Gil, University of Queensland,

Australian Institute for Bioengineering and Nanotechnology, Brisbane).
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FEinfluss des Substituenten in a-Position

Der potenteste Inhibitor ist, wie zuvor erwihnt, die 3,4-Dichlorphenyl-substituierte und N-
Methyl-substituierten Verbindung 47 mit einem [Csp-Wert von 0.0045 + 0.0004 uM. Neben
der N-Methyl-Substitution hat sich die Einfithrung von Halogenen am a-Phenylring als
aktivititssteigernd fiir die Enzyminhibition erwiesen. Der Elektronenzug kann beispielsweise
dazu fithren, dass die Aciditit der Phosphonsdure gesteigert wird und somit die
Deprotonierung leichter erfolgt. Eine vollstindige Deprotonierung der Phosphonsdure ist
essenziell fiir die Bindung des potentiellen Inhibitors an das aktive Zentrum des Enzyms (s.
Kapitel 1, 4).” ' Im Gegensatz zur N-Methyl-Substitution hat das Substitutionsmuster des
Aromaten in a-Position allerdings keinen so groflen Einfluss auf das inhibitorische Potenzial.
Gleichgiiltig, ob volumindse Substituenten (45, 49), Substituenten mit positivem (44) oder
negativem (46, 48) induktiven Effekt oder keine Substitution (43) am Aromaten vorliegen-
die ICsp-Werte dieser Verbindungen liegen in einem Bereich von 0.0098 uM - 0.024 uM nah
beieinander.

Bis auf die Verbindungen 52 (ICsp-Wert: 0.11 £ 0.02 uM) und 55 (ICsp-Wert: 0.2 +
0.01 uM), die eine vergleichbare Aktivitit wie Fosmidomycin (0.16 + 0.02 uM) aufweisen,
sind alle Thia-Analoga deutlich potentere Inhibitoren von PfIspC als Fosmidomycin selbst.
Die ICso-Werte dieser Analoga liegen in einem Bereich von 0.0045 pM - 0.032 uM und sind

um den Faktor 5-36 niedriger.

5.1.2 Phinotypisches Screening — in vitro-Aktivitiit gegeniiber den Plasmodienstimmen
P£3D7 und PfDd2

Auch hier weist die Mehrzahl der Thia-Analoga eine deutlich hohere Aktivitit auf als
Fosmidomycin. Am Pf3D7-Stamm liegt der ICso-Wert des aktivsten Inhibitors 43 (0.03 pM)

um den Faktor 30 niedriger als bei Fosmidomycin (0.88 uM). Bei der Analyse der ICso-Werte
féllt jedoch auf, dass diese fiir die Inhibition des Parasitenwachstums durchgéngig groBer sind
als gegeniiber dem isolierten Enzym. Sowohl die Thia-Analoga als auch Fosmidomycin
zeigen diesen Trend. So hat Fosmidomycin im PfIspC-Assay einen 1Csp-Wert von 0.16 uM
wihrend dieser gegeniiber Pf3D7 mit 0.88 pM und gegeniiber PDd2 mit 0.81 uM um den
Faktor 5 groBer ist. Abbildung 62 verdeutlicht die Diskrepanz der Werte beider
Assaysysteme. Die Lage der Punkte in X-Richtung reprasentiert die Aktivitit des Thia-
Isosters im PflspC-Enzymassay. Je weiter ein Punkt rechts liegt, desto weniger aktiv ist die
Verbindung. Eine Verschiebung um eine Einheit in X-Richtung bedeutet, dass der ICso-Wert
um eine Zehnerpotenz grofer wird. Die Y-Koordinate gibt das Verhéltnis der ICso-Werte des

94



Enzymassays und des Zellkulturassays einer Verbindung an. Je weiter unten der Punkt liegt,
desto schwicher aktiv ist die Verbindung im Zellkulturassay. Liegt der Punkt im negativen

Bereich, ist der ICso-Wert des Zellkulturassays groBer als der des Enzymassays.
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Abbildung 62 Enzym-inhibitorische (PfIspC) und antiplasmodiale Aktivititen (Pf3D7, PfDd2). Abszisse:
dekadischer Logarithmus der ICs-Werte der Sulfide 43-49, 52-57 von PflspC. Ordinate: dekadischer
Logarithmus des Verhiltnisses zwischen den ICs,-Werten der Sulfide 43-49, 52-57 von PflspC und den ICsy-
Werten der Sulfide 43-49, 52-57 von Pf3D7 bzw. PfDd2. Blaue Rauten: bezogen auf Pf3D7; rote Késten:
bezogen auf PfDd2. Die Grafik wurde in Anlehnung an die grafische Darstellung der Beziehung der
biologischen Aktivititen von den Oxa-Isosteren gegeniiber PflspC, P3D7 und PfDd2 aus Briicher 20122
erstellt.

Die ICso-Wertediskrepanz beider Assaysysteme kann durch den Umstand erklért werden, dass
zum Erreichen des aktiven Zentrums von IspC im Zellkulturassay die Penetration von bis zu
sieben Membranen notwendig ist. Hierbei handelt es sich um die Membran des Erythrozyten,
die parasitidre Vakuole, die duflere Membran der parasitdren Zelle und vier Membranen des

[(82. 180 1nsbesondere die Tatsache, dass Phosphonohydroxamsiuren eine hohe

Apikoplasten.
Polaritit aufweisen, kann die Membranpenetration beeintrichtigen. Eine 50 %ige
Proliferationshemmung von Plasmodienstimmen kann so gegebenenfalls erst durch
wesentlich hohere Inhibitorkonzentrationen erreicht werden als fiir eine 50 %ige
Enzyminhibition benétigt werden.!'"”

Dariiber hinaus ist festzustellen, dass die ICsp-Werte der einzelnen Verbindungen am

Chloroquin-sensitiven Pf3D7- und am multiresistenten PfDd2-Stamm sehr dhnlich sind. Die
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Resistenzen des PfDd2-Stamms wurden gegeniiber Substanzen ausgebildet, die sowohl
andere Wirkmechanismen, andere Targets als auch andere Transportwege aufweisen als
Fosmidomycin. Somit {iberrascht es nicht, dass dieser Stamm gegeniiber Fosmidomycin-
Analoga eine dhnlich hohe Sensibilitét zeigt wie der nicht-resistente Stamm. Es ergeben sich
fiir die antiplasmodiale Aktivitdt der einzelnen Substitutionsmuster der Inhibitoren an beiden
Stammen die gleichen Trends, diese unterscheiden sich aber teilweise von denen fiir die
PflspC-Enzym-Hemmung. So ist im Zellkulturassay die am Aromaten unsubstituierte
Verbindung 43 am aktivsten, wihrend dies in den Enzymassays die 3,4-Dichlorphenyl-
substituierte Verbindung 47 ist. Diese Diskrepanzen in den Aktivitdtsabstufungen kdnnen
moglicherweise damit erkldrt werden, dass die einzelnen Verbindungen divergierende
Membranpermeabilititen aufweisen, die nur im Zellkulturassay eine Rolle spielen. Dariiber
hinaus konnen die Substanzen unter den Bedingungen des Zellkultur- und des Enzymassays
unterschiedliche Stabilititen aufweisen (s. Einfluss der N- bzw. a-Substitution in den

folgenden Abschnitten).

Einfluss des Substituenten am Hydroxamsdurestickstoff

In Analogie zur PfIspC-Inhibition wird auch hier die Beobachtung gemacht, dass Inhibitoren
mit N-Methyl-substituierter Hydroxamsédurefunktionalitit {iber niedrigere ICsp-Werte und
somit iiber eine hohere Aktivitit gegeniiber den Plasmodienstimmen verfligen. Dieser Effekt
ist hier stdrker ausgeprdgt als im Enzymassay. Alle Verbindungen mit unsubstituierter
Hydroxamsdurefunktion sind schwiécher antiplasmodial aktiv als ihre korrespondierenden N-
Methyl-substituierten Analoga. 57 hat gegeniiber Pf3D7 einen ICsp-Wert von 0.33 puM. Die
zugehorige N-Methyl-substituierte Hydroxamsdure 49 weist mit 0.16 uM einen halb so
grolen 1Cso-Wert auf. 43 hingegen besitzt einen 1Cso-Wert von 0.03 pM gegeniiber Pf3D7.
Dieser ist sogar um zwei Zehnerpotenzen niedriger als der der korrespondierenden freien
Hydroxamsdure 52 (2.9 uM). Das Spektrum der Aktivititssteigerung durch N-Methyl-
Substitution reicht somit von einer kleinen Verringerung des 1Cso-Werts um den Faktor ~ 2
bis hin zu einer Erniedrigung um das 100-fache.

Neben der Tatsache, dass im Zellkulturassay auch Aspekte wie unterschiedliche
Membranpermeabilititen der einzelnen Verbindungen zum Tragen kommen (s. oben), kann
hier auch eine erhohte Hydrolyserate der nicht am Stickstoff substituierten Verbindungen
unter den Bedingungen des Zellkulturassays angenommen werden. Die eigenen Erfahrungen

in Synthese und Analytik unsubstituierter Hydroxamsduren haben gezeigt, dass dieser
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Verbindungstyp eine verminderte Stabilitit aufweist™ (s. auch Kapitel 2.1.1). Dies kann somit
zu einem Verlust des Pharmakophors durch Hydrolyse fithren. Briicher vermutet fiir die
Inaktivitét von -oxa-isosteren Fosmidomycin-Analoga mit freier
Hydroxamsdurefunktionalitit gegeniiber Plasmodien ebenfalls eine erhdhte Instabilitéit dieses

Verbindungstyps im Zellkulturassay''*”! (s. auch Abschnitt 5.8, Tabelle 13).

Einfluss des Substituenten in a-Position

Die 3,4-Dichlorphenyl-substituierte Verbindung 47 ist die aktivste im Enzymassay. Fiir die
Zellkulturassays hingegen stellt die am Aromaten unsubstituierte Verbindung 43 sowohl am
3D7- als auch am Dd2-Stamm den potentesten Inhibitor dar. Die ICso-Werte des Inhibitors
liegen mit 0.03 uM gegeniiber P3D7 und 0.075 puM gegeniiber P/Dd2 im zweistelligen
nanomolaren Bereich. Die zweitaktivste Verbindung ist jedoch 47, welche hier ebenfalls eine
Aktivitit im zweistelligen nanomolaren Bereich aufweist (P/3D7: 0.091 uM; PfDd2: 0.085
uM). Elektronenziehende Gruppen am a-Phenylring wie Halogene konnen die Aktivitit der
potentiellen Inhibitoren positiv beeinflussen. Im phinotypischen Assay konnen hierfiir -neben
den unter dem Target-basierten Screening genannten Faktoren- hauptséchlich zwei Griinde
angenommen werden. Dies sind eine Erhdhung der Stabilitit und eine Erhdhung der
Lipophilie. Elektronenziehende Substituenten konnen an aromatischen Systemen zu einer
Erhohung der (metabolischen) Stabilitit der betreffenden Substanz fiihren, da
Oxidationsprozesse durch den Elektronenzug erschwert werden. Die Erhhung der Lipophilie
durch Halogensubstituenten sollte primér die Aktivitdt im Zellkulturassay beeinflussen, da
hier die Penetration von Membranen fiir die Wirkung essenziell ist. Jedoch scheinen
elektronische und sterische Effekte keinen so grof8en Einfluss auf die Aktivitit zu haben, was
auch auf die PfIspC-Inhibition zutrifft. Die Tatsache, dass im PflspC-Assay das
Substitutionsmuster des Aromaten einen geringeren Einfluss auf die Aktivitdt der Verbindung
hat, spiegelt sich hier wieder. Im Enzymassay liegen, mit Ausnahme der aktivsten
Verbindung, alle ICso-Werte im hohen einstelligen und niedrigen zweistelligen nanomolaren
Bereich. Im Zellkulturassay weist die Mehrzahl der Substanzen Werte im zwei- bis
dreistelligen nanomolaren Bereich auf (s. Tabelle 7). Somit liegen auch hier die 1Cso-Werte
der einzelnen Verbindungen nah beicinander. Bezogen auf die N-Methyl-substituierten

Hydroxamsduren stellt die im Enzymassay zweitaktivste Verbindung 45 hier

“Gegeniiber Methanol, Wasser und Aceton haben sich einige unsubstituierte Hydroxamsiuren als instabil
erwiesen. Methanol und Wasser fiihren zum Verlust der Hydroxamséurefunktionalitidt. Wéhrend durch Wasser
die Hydrolyse zur Carbonséure erfolgt, entsteht durch Methanol der Carbonséduremethylester. Aceton maskiert
die freie Hydroxamsaurefunktionalitét als Acetonid.
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interessanterweise mit 0.38 uM (Pf3D7) bzw. 0.51 uM (PfDd2) den schwéchsten Inhibitor

dar.

Evaluation von 18 als Prodrug

Es wurden zahlreiche unterschiedliche Prodrugtypen von Fosmidomycin und seinen Analoga
entwickelt (s. auch Kapitel 1.4.1).119% 1z 101921 Nepen  Acyloxyalkylestern und
Alkyloxycarbonyloxyalkylestern wurden auch einfache Ester wie Arylester erfolgreich zur

Generierung von Prodrugs eingesetzt!'**! (s. Abbildung 63).

XLh + + XL +
R4 \\)J\ /\O C OH 1) o o
R2 P\/\/N
Q/ 0 OH T R1)J\O/\Oi'l°l X\)kN/ORz
> / ( 0] o]
R OO P\/\/NT( OJ I‘?
! o]
o) R—
Ro R = H Fosmidomycin-POM © I F
~ H. OMe R = Me FR900098-POM X = CHy, O
R, = H, Me R=H Me

R4 = n-BuO, i-PrO, t-Bu
R, = H, COMe, CO,Et, CONHEt

Abbildung 63 Auswahl unterschiedlicher Prodrugtypen von Fosmidomycin und dessen Analoga.!'?" %!

Das an Phosphon- und Hydroxamsédure als tert-Butylester vorliegende Analogon 18 wurde
urspriinglich zur Racematspaltung entwickelt (s. Kapitel 2.1.2). Im Rahmen der biologischen
Evaluation sollte 18 auf seine Eignung als Prodrug fiir Verbindung 46 getestet werden. Im
Target-basierten Assay zeigt die Substanz erwartungsgemal3 keinerlei Inhibition von PfIspC.
Da es sich bei diesem Assay um eine direkte Umsetzung mit dem Enzym handelt, kann
Substanz 46 beispielsweise durch das Fehlen von Esterasen nicht aus Verbindung 18
freigesetzt werden. Eine Derivatisierung der Phosphon- und Hydroxamsauregruppe fiihrt zu
Inaktivitit, da fiir die Enzymbindung eine freie Phosphonsduregruppe essenziell ist und fiir
die inhibitorische Wirkung eine Metallion-chelatisierende Einheit (s. Kapitel 1). Allerdings ist
18 nicht nur im Enzym-, sondern auch im Zellkulturassay inaktiv. Wahrend die Inaktivitdt am
isolierten Enzym erklérbar ist, deutet die fehlende antiplasmodiale Aktivitit darauf hin, dass
die Estergruppen weder von erythrozytiren noch von parasitiren Enzymen hydrolysiert
werden konnen. Andere Prodrugtypen von Fosmidomycin und Analoga weisen im
Zellkulturassay eine hohere Aktivitdt im Vergleich zur Muttersubstanz auf!''> 171 18 ist

somit als Prodrug ungeeignet.
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5.2 PfIspC-inhibitorische und antiplasmodiale Aktivitiit der B-thia-isosteren

Fosmidomycin-Analoga mit Sulfonpartialstruktur

In Tabelle 9 sind die ICsp-Werte fiir die Inhibition von PflspC und fiir die
Wachstumshemmung der Plasmodienstimme Pf3D7 und PfDd2 durch die Verbindungen mit
Sulfonpartialstruktur (58-65) dargestellt.

Verbindung

2 oL 9 [a] [b] [b]
HO-E _OH | PASPCICs, (uM)™ | PA3D7 ICs (uM)"” | PfDd2 ICs (uM)

HO Y N
R1 R
Rz = CH3
58: Ry =Ph 7.6+0.7 >111 >111
59: R; = 4-CH3-Ph 85+09 >100 n.b.
60: R, = 1-Naphthyl 823 + 164 >100 n.b.
61: R, =3,4-Cl-Ph 1+£0.2 >100 n.b.
62: R, =3,5-F-Ph 5.5+0.3 18.79 n.b.
63: R, = 3,5-OCHj3-Ph 3.7+ 0.6 >100 n.b.
Rz =H
64: R; = 4-CH3-Ph 65+9 >100 n.b.
65: R, = 3,5-OCHs-Ph 0.22+0.03 2.71 n.b.
Fosmidomycin
0.16 +0.02' 0.88! 0.81

Tabelle 9 [a] Enzymassay. Mittelwerte + Standardabweichung aus 8-10 Messpunkten; [b] Zellkulturassay.
Mittelwert aus zwei unabhingigen Doppelbestimmungen; [¢] Wert entsprechend Referenz!''”; n.b. = nicht
bestimmt.

Target-basiertes und phéinotypisches Screening - in vitro-Aktivitit gegeniiber dem Enzym
PflspC und den Plasmodienstimmen Pf3D7 und PfDd2
Anhand der ICso-Werte wird ersichtlich, dass die Oxidation der Sulfide zu den

entsprechenden Sulfonen einen ausgesprochenen Verlust an inhibitorischer Aktivitit
gegeniiber dem Enzym zur Folge hat. Wihrend die 1Csp-Werte der Sulfide fast ausschlieBlich
im nanomolaren Bereich liegen, befinden sich die Werte der analogen Sulfone hingegen im
ein- bis dreistelligen mikromolaren Bereich. Dies entspricht in den meisten Fillen einer
mehreren hundert- bis mehreren tausendfachen Reduktion der Aktivitdt. So zeigt 45 durch die
Oxidation zum korrespondierenden Sulfon 60 mit einer Steigerung des 1Cso-Werts von 0.0098

+ 0.0009 uM auf 823 + 164 uM den hochsten Aktivitdtsverlust. Nur Verbindung 65 (0.22 +
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0.03 puM) zeigt noch eine moderate Aktivitdit gegeniiber PfIspC, die mit der von
Fosmidomycin (0.16 £ 0.02 puM) vergleichbar ist. Diese Verbindung besitzt allerdings
trotzdem einen um eine Zehnerpotenz hoheren 1Cso-Wert als ihr korrespondierendes Sulfid
57, welches einen 1Csp-Wert von 0.024 + 0.004 uM aufweist. Der sich schon im Enzymassay
abzeichnende Aktivitdtsverlust durch die Oxidation der Sulfide zu den korrespondierenden
Sulfonen ist im Zellkulturassay noch viel deutlicher ausgeprigt. Mit Ausnahme der zwei
Verbindungen 62 und 65 sind alle Sulfone gegeniiber P/3D7 inaktiv. Im Einklang mit den
Ergebnissen des Enzymassays ist die gegeniiber PfIspC aktivste Substanz 65 auch hier der
potenteste Inhibitor. Allerdings weist 65 gegeniiber PfIspC eine mit Fosmidomycin
vergleichbare Aktivitit auf (s. oben), wihrend der ICsp-Wert hier mit 2.71 uM denjenigen
Fosmidomycins um das dreifache iibersteigt. Die zweite antiplasmodial schwach aktive
Verbindung 62 besitzt einen um den Faktor 7 hoheren ICso-Wert von 18.79 uM. Die Sulfone
62 und 65 zeichnen sich durch eine 3,5-Substitution am Aromaten aus, wobei 65 Dimethoxy-
und 62 Difluor-substituiert ist. Aufgrund der niedrigen Aktivitdt bzw. Inaktivitdt dieses
Verbindungstyps wurde auf eine weitere Bestimmung der ICso-Werte gegeniiber dem
multiresistenten PfDd2-Stamm verzichtet.

Eine Dockingstudie des Sulfons 58 an PfIspC’ hat gezeigt, dass die Entfernung
zwischen der Hydroxylgruppe von Serin 306 und den Sauerstoffatomen der Sulfonfunktion
des Liganden 1.99 A betriigt. Eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen den beiden
Strukturen wére somit moglich. Eine solche Interaktion wiirde das Sulfonmolekiil als
Liganden am Enzym stabilisieren und miisste zu einer guten inhibitorischen Aktivitét fiihren.
Dies steht im Widerspruch zu der experimentell ermittelten inhibitorischen Aktivitit. Auch
von Briicher et al. wurden in Dockingversuchen die mogliche Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke zwischen Serin 306 und dem p-Sauerstoff-Atom der Oxa-Isostere

107. 121 welche ebenfalls zu einer erhdhten Stabilisierung des Liganden am

vorausgesagt,[
Enzym und somit zu einer erhohten inhibitorischen Potenz flihren sollte.
Kristallstrukturanalysen und die geringere biologische Aktivitidt der Oxa-Isostere verglichen
mit den Carba-Isosteren konnten diese jedoch nicht bestitigen!'" ' 2! (5. auch Abschnitt
5.8).

Da die Sulfone insbesondere im Zellkulturassay sehr schwach aktiv bis inaktiv sind,
liegt die Vermutung nahe, dass eine erhohte Instabilitit dieses Verbindungstyps hierfiir

verantwortlich ist. Durch die Einfithrung der stark elektronenziehenden Sulfonfunktion in das

"Durchgefiihrt von Leandro Avelar (Universitit Diisseldorf) mit Hilfe des Programms Autodock 4.2 und der
PflspC-Kristallstruktur 4KP7 (PDB-Code).
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Molekiil konnte dieses eine erhohte Instabilitit aufweisen, die mdglicherweise
Hydrolysereaktionen begiinstigen und somit zu einer Zersetzung des potenziellen Inhibitors

filhren kann. Diese Gefahr besteht besonders im Zellkulturassay.

5.3 Kinetik und Inhibitionsmodus

Abbildung 64 zeigt exemplarisch die Daten fiir die Enzyminhibition von PflspC und die
Proliferationsinhibition von P. falciparum durch die vier Verbindungen 52, 46, 54 und 55.
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Abbildung 64 Daten fiir die Inhibition von PfIspC und die Wachstumsinhibition des Stamms Pf3D7 durch vier
Testsubstanzen. a) 52; b) 46; c) 54; d) 55. Griin: IspC-Reaktionsgeschwindigkeit gegen Inhibitorkonzentration;
Rot: Plasmodiumproliferation gegen Inhibitorkonzentration (iibernommen aus Kunfermann, Lienau 2013
Supporting Information).

Die kinetischen Daten der Enzyminhibition (griine Kurven) entsprechen dem Modell einer
kompetitiven Hemmung.!"® Die Reaktionsgeschwindigkeit sinkt sanft iiber einem Intervall
von mehr als zwei Zehnerpotenzen der Inhibitorkonzentration ab."® Auch die in der
Kristallstruktur offengelegten Bindungsmodi zwischen Enzym und Inhibitor sprechen fiir eine
kompetitive Hemmung der Analoga gegeniiber dem Substrat DOXP an PflspC. Zudem haben
kinetische Untersuchungen von Behrendt et al. an den Carba-Analoga XLII-43C und XLII-
52C ergeben, dass fiir diese ein kompetitiver Inhibitionsmechanismus gegeniiber PflspC

1921531 pa die Thia-Analoga eine hohe strukturelle Verwandtschaft zu diesem

vorliegt.!
Isostertyp aufweisen, kann fiir diese ebenfalls eine kompetitive Hemmung angenommen

werden.
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Die Konzentrations-Effekt-Kurven fiir die Proliferationshemmung des Plasmodienstamms
(rote Kurven) zeigen einen viel steileren Abfall.'® Das Absinken erstreckt sich iiber ein sehr

enges Konzentrationsintervall des Inhibitors, meist iiber weniger als eine halbe

[180]

Zehnerpotenz. Ein steiler Abfall der Konzentrations-Effekt-Kurve ist fiir einen

potentiellen therapeutischen Effekt vorteilhaft, da bei einer Therapie eine vollstindige

Suppression des Parasitenwachstums erreicht werden soll.l'**!

5.4 Evaluation der Zytotoxizitit — in vitro-Untersuchung an Hel.a-Zellen

Um zu evaluieren, ob die B-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga gegeniiber Sdugetierzellen
zytotoxisch wirken, wurden ausgewihlte Substanzen unterschiedlicher Verbindungstypen auf
eine Wachstumsinhibition von humanen Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HeLa-Zellen)
untersucht (fiir Details zur Durchfiihrung s. Abschnitt 8.4.3). Die ICso-Werte aller Derivate
zeigen, dass keine Zytotoxizitdt vorliegt (s. Tabelle 10). Dieser Befund stimmt mit den
Ergebnissen der Zytotoxizititsuntersuchungen der anderen Analogatypen {iberein. Carba- und

Oxa-Isostere sowie deren Prodrugs zeigten gegeniiber HeLa-Zellen ebenfalls keine
100]

Zytotoxizitit.!
Verbindung HeLa ICso (uM)"™!
HO-p i
HO,PYS\)J\N,OH
Ry R,
48: R; = 3,5-F-Ph, R, = CH; > 1000
49: R; = 3,5-OCHj3-Ph, R, = CH; > 1000
51: R; = H, R, = CH,-Ph > 1000
57: Ry =3,5-OCH;3-Ph, R, = H > 1000
Verbindung
Ho-g 3¢ OH
HO Y N’
R R,
59: R| = 4-CH;3-Ph, R, = CH3 > 50
65: Ry = 3,5-OCH3-Ph, R, = H > 500

Tabelle 10 Ergebnisse der Zytotoxizitdtsuntersuchungen an HeLa-Zellen. [a] Mittelwert aus zwei unabhingigen
Doppelbestimmungen.
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5.5 Untersuchung der antiplasmodialen in vivo-Aktivitit an mit P. berghei

infizierten Mausen

Da fiir Verbindung 48 nachgewiesen worden war, dass sie gegeniiber HeLa-Zellen nicht
zytotoxisch ist und dass sie eine gute antiplasmodiale Aktivitdt aufweist (Pf3D7: 1Cso = 0.15
uM; PfDd2: ICso = 0.13 puM), wurde sie in einem Standard-Peters-Test auf ihre
antiplasmodiale in vivo-Aktivitit untersucht.!®” Hierzu wurde 3 mit P. berghei infizierten
Miusen” iiber 4 Tage intravends eine LoOsung appliziert, die 50 mg/kg Korpergewicht
Testsubstanz (48) enthielt. Die Applikation erfolgte 4 h, 24 h, 48 h und 72 h nach der
Infektion. Das Blut flir die Bestimmung der Parasitimie wurde 96 h (Tag 4) nach der
Infektion abgenommen. Ohne Behandlung tritt der Tod gewohnlich nach 6 Tagen ein. Um
den Versuchstieren unnotiges Leiden zu ersparen, wurden die Méuse der Kontrollgruppe nach
vier Tagen getotet (Ndheres zur Versuchsdurchfithrung s. Abschnitt 8.4.4). Die Ergebnisse
des Tests werden in Tabelle 11 gezeigt. Verbindung 48 fiihrte zu einer Reduktion der
Parasitdmie (= Aktivitit) um 74 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Auch die
mittlere Uberlebenszeit der behandelten Tiere lag mit 7.7 Tagen hoher als die der
unbehandelten Méause. Trotz dieser antiplasmodialen in vivo-Aktivitit fithrte die Behandlung

mit 48 nicht zu einer Heilung.

Verbindung Mit Parasiten Aktivitit (%)™ Uberlebenszeit (in
befallene Tagen)
Erythrozyten (%)"

48:
(I? (@)

HO~

ho SQJ\T/OH 15 74 7.7
F F
Kontrollgruppe 58 0 4.0

Tabelle 11 Ergebnisse des Standard-Peters-Tests zur Evaluation der antiplasmodialen in vivo-Aktivitit.
Testsubstanz 48 wurde i.v. appliziert (Ndheres siche Text und Abschnitt 8.4.4); [a] Blut fiir die Bestimmung der
Parasitdmie wurde an Tag 4 (96 h nach der Infektion) abgenommen; [b] Aktivitit = Reduktion der Parasitdmie =
[(Parasitdmie der Kontrollgruppe) - (Parasitdmie der behandelten Gruppe)] / (Parasitimie der Kontrollgruppe).

Die niedrige in vivo-Aktivitit von Verbindung 48 steht im Gegensatz zu der hohen
antiplasmodialen Potenz in vitro, die sowohl gegeniiber dem Enzym PfIspC als auch den
Plasmodienstimmen Pf3D7 und PfDd2 groBer ist als bei Fosmidomycin. Fosmidomycin

jedoch kann im Saugetierorganismus Malaria heilen und wurde in einigen klinischen Studien

"Humanpathogene Plasmodienarten konnen bei Méusen keine Malaria auslosen, deswegen erfolgt die Infektion
durch P. berghei (nagerpathogen).
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der Phase II erfolgreich zur Behandlung von Malaria eingesetzt (s. Abschnitt 1.3). Theoretisch
konnten Unterschiede in der Struktur von PflspC und P. berghei IspC fiir die geringere
Aktivitit von 48 in vivo verantwortlich sein. Dies wurde auch von Briicher et al'® fir die
geringe in vivo-Aktivitit von einigen Carba-Analoga und deren Prodrugs angenommen’. Um
Speziesunterschiede auszuschlieBen, wurden die Testsubstanzen von den Autoren in einem
anderen Mausmodell untersucht. Hierzu wurden SCID' Méuse, in deren Organismus sich
humane, mit P. falciparum infizierte Erythrozyten befinden, verwendet. Allerdings zeigte sich
auch bei diesem Tierversuch, dass die in vivo-Aktivitit des getesteten Carba-Analogatyps

1199} Yenn man basierend auf diesen Untersuchungsergebnissen auch fiir die Thia-

gering war.
Analoga annimmt, dass strukturelle Unterschiede in den Spezies nicht der Grund fiir die
Diskrepanz zwischen in vitro- und in vivo-Aktivitit sind, ist flir die geringere antiplasmodiale
Aktivitdt moglicherweise der ,,chemische™ bzw. ,,metabolische* Abbau der Testsubstanz in
vivo verantwortlich. So kann ein Verlust der Hydroxamsaurefunktionalitdt durch Hydrolyse
und damit die Konversion zur Carbonsiure eintreten. Wie in Abschnitt 1.4.2 erldutert, fithrt
ein Austausch der Hydroxamsdurefunktionalitidt gegen eine Carbonsduregruppe zum Verlust

[102

der antiplasmodialen Aktivitit der Testsubstanz.!""! Die Entstehung von Carbonsiuren wurde

auch von Briicher et al. als Grund fiir die niedrige in vivo-Aktivitit der Carba-Analoga
postuliert.!'?"!

Die geringere Aktivitit der Testverbindungen im in vitro-Zellkulturassay und in vivo
lasst sich moglicherweise neben der Stabilitit auf die ungeniigende Membranpermeabilitét

zurlickfithren, da die Inhibitoren aufgrund der Dissoziation eine hohe Polaritit aufweisen. /n

vivo konnen dariiber hinaus noch weitere pharmakokinetsche Parameter von Bedeutung sein.

5.6 Inhibitorische Aktivitit gegeniiber nicht-plasmodialen IspC-Enzymen

Target-basiertes Screening - _in vitro-Aktivitiit gegeniiber den Enzymen Ec- und MtIspC

Das Enzym IspC und mit ihm der Mevalonat-unabhingige Biosyntheseweg sind fiir andere
pathogene Mikroorganismen wie Mycobacterium tuberculosis und Escherichia coli ebenfalls
essenziell (s. Abschnitt 1.3). Ein Target-basiertes Screening an Escherichia coli IspC
(EclIspC) und Mycobacterium tuberculosis IspC (MtIspC) sollte zeigen, ob die B-thia-
isosteren Fosmidomycin-Analoga tiber die PfIspC-hemmende und antiplasmodiale Aktivitit
hinaus auch eine inhibitorische Potenz gegeniiber den Enzymen dieser Spezies aufweisen (s.

Tabelle 12).

*P. berghei IspC ist fiir in vitro-Untersuchungen nicht verfiigbar!'*!J.

'SCID = Severe Combined Immunodeficiency
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Verbindung
(@]
HO~p S\)J\ oH | EcIspCICsy (uM) | MtspC ICso (uM) | PAIspC ICso (M)
HO Y N
R4 R,
Rz = CH3
43:R; =Ph 0.0082 + 0.0008™ 0.28 + 0.030 0.024 + 0.002
44: R, =4-CH;-Ph 0.033 + 0.009™ 0.11+0.01™ 0.018 + 0.004
45: R; = 1-Naphthyl 0.14 + 0.01 0.55+0.01™ 0.0098 + 0.0009
46: R, = 3,4-F-Ph 0.0085 + 0.001" 0.042 + 0.0021 0.014 + 0.001™
47: R, = 3,4-CI-Ph 0.0059 + 0.0006! 0.0092 + 0.0006" 0.0045 + 0.00041
48: R, = 3,5-F-Ph 0.018 + 0.003 0.11 +0.01 0.013 + 0.004
49: R, = 3,5-OCH;-Ph 0.16 £ 0.03 44+02 0.02 + 0.004
50: R, =4-SCH3-Ph 0.022 + 0.005 0.1+ 0.02 0.029 + 0.008
R, = CH,Ph
SI:R,=H 0.74 +0.04 7 +12 0.96 + 0.08
Rz =H

52: R, =Ph 0.6+ 0.09" 15+ 11 0.11 + 0.02™
53: R, = 4-CH;-Ph 0.29 + 0.02 82+0.5 0.032 + 0.006
54: R, = 3,4-F-Ph 0.077 + 0.006" 1.70 £ 0.1 0.015 + 0.002™
55: R, = 3,4-Cl-Ph 0.044 + 0.002% 0.72 + 0.05™ 02+0.01"
56: R, = 3,5-F-Ph 0.013 +0.001 0.32 + 0.03 0.011 = 0.002
57: R, = 3,5-OCH;-Ph 0.68+0.13 44+ 4 0.024 +0.004

Verbindung

O oo O
HO-p_ oH | EcIspCICsy (uM) | MtspCICsy (uM) | PAIspC ICsq (uM)

HO Y N
R4 Rz
Rz = CH3

58: R, = Ph 36+2 115+ 6 7.6+0.7
59: R, = 4-CH;-Ph 36+ 3 143 +23 85+0.9
60: R; =1-Naphthyl 15+0 621 + 83 823 + 164
61: R, = 3,4-CI-Ph 11+1 21+ 1 1+02
62: R, = 3,5-F-Ph 43+03 44+ 4 55403
63: R, = 3,5-OCH;-Ph 80+5 >1000 3.7+0.6

Tabelle 12 Enzymassay (Fortsetzung auf Seite 106). Mittelwerte = Standardabweichung aus 8-10 Messpunkten;

[a] Wert veroffentlicht in Kunfermann, Lienau 201

3[180]
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Verbindung
O oo O
HO-p_ ¢ oH | EclspCICso (uM) | MdAspC ICso (uM) | PfIspC ICso (uM)
HO Y N
Ri R,
Rz =H
64: R, = 4-CH;-Ph 64+ 7 >1000 65+9
65: Ry = 3,5-OCH;3-Ph 4.5+/-0.3 194 +/- 12 0.22 +/-0.03
Fosmidomycin
0.221 + 0.0144" 0.23 +0.02 0.16 + 0.02™

Tabelle 12 Enzymassay (Fortsetzung von Seite 105). Mittelwerte + Standardabweichung aus 8-10 Messpunkten;

nb. = nicht bestimmt; [a] Wert verdffentlicht in Kunfermann, Lienau 2013"%%; [b] Wert entsprechend

Referenz!'"?; [c] Wert entsprechend Referenz!''?.

Eine hohe inhibitorische Aktivitit der Testverbindungen gegeniiber den bakteriellen Enzymen
kann ein Hinweis auf mdgliche antibakterielle Eigenschaften des neuen Analogatyps
beziiglich E. coli und M. tuberculosis sein. Die Mehrzahl der Thia-Analoga mit
Sulfidpartialstruktur ist gegeniiber EclspC deutlich inhibitorisch aktiver als Fosmidomycin.
Die aktivste Verbindung (47) zeigt mit einem ICsp-Wert von 0.0059 + 0.0006 uM eine 37-mal
hohere Aktivitit als dieses (ICso-Wert = 0.221 + 0.0144 uM). Gegeniiber MtIspC ist etwa ein
Drittel der Thia-Analoga (Sulfidpartialstruktur) aktiver als Fosmidomycin (ICso-Wert von
0.23 £ 0.02 uM). Auch hier stellt 47 die aktivste Verbindung dar. Es ist mit einem 1Cso-Wert
von 0.0092 £+ 0.0006 puM 25-mal aktiver als Fosmidomycin. Fiir die Struktur-
Aktivititsbeziehungen der Thia-Analoga gegeniiber den bakteriellen Enzymen konnen drei
zentrale Beobachtungen gemacht werden (s. auch Abbildung 65).

Fir die Mehrzahl der Verbindungen gilt, dass eine N-Methyl-Substitution der
Hydroxamsaurefunktionalitit und elektronenziehende Substituenten am Aromaten zur
Aktivititssteigerung fiihren. So zeigt in Ubereinstimmung mit dem PflspC-Assay auch hier
die 3,4-Dichlorphenyl- und N-Methyl-substituierte Hydroxamsidure 47 die stérkste
Enzyminhibition (s. oben). Die aktivitétssteigernde Wirkung durch N-Methyl-Substitution der
Hydroxamsaurefunktionalitdt wird bei MtspC- und EclspC-Inhibition besonders deutlich.
Dieser Effekt ist bei PfIspC-Inhibition weniger stark ausgeprédgt. Die Bestimmung der IspC-
hemmmenden Aktivitdt erfolgt durch Enzymassays, bei denen die Einfliisse von anderen
bakteriellen bzw. plasmodialen Strukturen wie Zellwandautbau und Eigenschaften wie
Membrangingigkeit keine Rolle spielen. Es konnten noch zusétzliche Wechselwirkungen von
Ec- und MflspC mit der N-Methylgruppe eine Rolle spielen, die bei PflspC nicht auftreten.
Allerdings konnten Behrendt et al. anhand der Kristallstruktur des Carba-Analogons XLII-
46C im Komplex mit EclspC zeigen, dass die N-Methyl-Gruppe von XLII-46C keine
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Wechselwirkungen mit dem Enzym, sondern intramolekulare Van-der-Waals-Interaktionen

eingeht!"'¥ (s. Kapitel 4).

o} 0
|1
HO-P.__S _OH
oSy ~
EclspC ICso= 0.6 +/- 0.09 pM
MtlspC ICso= 15 +/- 1 M
4 52

K Il
/ HO=P._S _OH
g e X,
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A MtispC ICs = 0.55 +/- 0.01 uM
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Abbildung 65 Variationen des Substitutionsmusters von 43 und deren Einfluss auf die inhibitorische Aktivitét
gegentiber EclspC und MflspC.

Volumindse Reste in a-Position und die Oxidation zu Sulfonen hingegen fithren zur
Aktivititsminderung bis hin zur Inaktivitidt. Dies kann sowohl fiir 1-Naphthyl- als auch fiir
3,5-Dimethoxyphenyl- substituierte Hydroxamsduren beobachtet werden. Besonders
Verbindung 57 (3,5-Dimethoxyphenyl-substituiert und mit freier Hydroxamséauregruppe)
weist mit einem ICso-Wert von 44 + 4 uM an M{IspC einen hohen Aktivitdtsverlust auf.
Sterisch anspruchsvolle Reste in 3,5-Position des Aromaten werden somit von den
bakteriellen Enzymen deutlich schlechter toleriert als von dem plasmodialen Enzym. Ebenso
sind unterschiedliche Beeintrachtigungen intramolekularer Wechselwirkungen durch die

volumindsen Reste in a-Position denkbar. Von diesen Interaktionen wurde gezeigt, dass sie

107



fiir Inhibitoren an EclspC eine gro3e Rolle spielen (s. oben und Kapitel 4).

Im Vergleich zur PflspC-Inhibition lassen sich somit zusammenfassend zwei
Feststellungen machen. N-Methyl-Substitution fiihrt bei deutlich mehr Verbindungen zur
Aktivitatssteigerung. Wenn eine Aktivititssteigerung vorliegt, ist diese zudem deutlich starker
ausgepragt ist als bei der PfIspC-Inhibition. Das Substitutionsmuster des Aromaten in o-
Position hat ebenfalls einen viel groBBeren Einfluss auf das inhibitorische Potenzial als dies bei

PflspC-Inhibition der Fall ist.

Diese Enzym-inhibitorischen Eigenschaften gegeniiber Ec- und MtIspC geben einen ersten
Hinweis darauf, dass die Thia-Analoga auch antibakteriell wirksam sein konnten. Nur durch
ein phinotypisches Screening an den Organismen selbst kann dies verifiziert werden.
Allerdings ist von Fosmidomycin bekannt, dass es zwar M#IspC hemmt, aber nicht zu einer
Wachstumsinhibition von Mycobakterien fithrt.""**'**) Der sehr hydrophile Wirkstoff kann die
mycobakterielle Zellwand nicht durchdringen und da es auch kein aktives Transportsystem

[196-197

fiir Fosmidomycin gibt, wird dieses nicht in die Zelle aufgenommen. ) Im Gegensatz

hierzu kann Fosmidomycin mittels eines Glycerol-3-phosphat-Transporters durch die

"8 und die Behandlung mit Fosmidomycin

[124

Zellmembran ins Zytosol von E. coli gelangen!
fiihrt zu einer Wachstumsinhibition von E. coli-Stimmen"'*". Mit P. falciparum infizierte
Erythrozyten wiederum weisen sogenannte new permeability pathways auf. Diese durch die
Parasiten induzierten Transportwege ermdglichen es Fosmidomycin und FR900098 in den
befallenen Erythrozyten zu gelangen, wobei ungekldrt ist, wie der weitere Transport der
Wirkstoffe durch die parasitiren Membranen bis hinein in den Apikoplast erfolgt.!'”2"]
Zur Klarung ob die Thia-Analoga auch antibakterielle Eigenschaften haben, sind

phénotypische Screenings an E. coli und M. tuberculosis in Planung.

5.7 Enantioselektivitit von IspC

Neben dem Einfluss von Strukturvariationen auf die Aktivitdit wurde zudem die
Enantioselektivitit des Fosmidomycin-Analogons 43 gegeniiber den drei IspC-Enzymen aus
P. falciparum, E. coli und M. tuberculosis evaluiert. Diese Analyse umfasste zwei Ebenen.
Zum einen lieferte die Kristallstruktur von 43 im Komplex mit PfIspC die Information, dass
das (S)-Enantiomer selektiv gebunden wird (s. Kapitel 4). Zum anderen konnte ausgehend
vom Racemat 43 durch Enantiomerentrennung und anschlielende Testung der inhibitorischen

Aktivitdt das (S)-Enantiomer eindeutig als das Eutomer definiert werden.
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Die beiden Enantiomere von Verbindung 43 wurden durch HPLC an chiraler stationérer
Phase mit einem Enantiomereniiberschuss (ee) von > 99.9 % gewonnen."™” Die
Racematspaltung erfolgte in der Arbeitsgruppe von Markus Fischer (Universitit Hamburg).
Charakterisiert wurden die Enantiomere nach der Trennung durch LC/MS-Untersuchungen
und die Bestimmung der Drehwerte. Die polarimetrischen Untersuchungen wurden von
Ulrich Riederer (Universitit Hamburg) durchgefiihrt. Die Details zur Durchfiihrung sind in
Kapitel 8.4.5 beschrieben. Tabelle 13 zeigt die ICso-Werte dieser Enantiomere gegeniiber Ec-,
Mi-und PfIspC.'%"!

Verbindung

HO-p
(P SN | BspCIC, (M) | MAspCICs (uM) | PfispC ICs (M)

43:
Racemat 0.0082 £ 0.0008 0.28 £0.030 0.024 + 0.002
43:
+ 0. + +
(R)-(-)-Enantiomer 4+0.7 83+13 12+1
43:
0.0051 £0.0016 0.12+0.02 0.0094 + 0.0006

(S)-(+)-Enantiomer

Tabelle 13 Enzymassay. IspC-Inhibition von Verbindung 43 (Racemat) und dessen Enantiomere; Mittelwert +
Standardabweichung aus 8-11 Messpunkten; alle Werte verdffentlicht in Kunfermann, Lienau 201315,

Gegeniiber allen drei IspC-Enzym-Homologen sind deutliche Aktivitdtsunterschiede zu
erkennen. Bei Ec- und PfIspC liegt der ICso-Wert des (-)-Enantiomers um ca. das 500-fache
hoher als der des (+)-Enantiomers. Fiir beide Enzyme befindet sich der ICsp-Wert des (+)-
Enantiomers mit 0.0051 + 0.0016 uM fiir EcIspC und 0.0094 £+ 0.0006 puM fiir PflspC im
einstelligen nanomolaren Bereich, wéhrend das (-)-Enantiomer Werte im ein- bis
zweistelligen mikromolaren Bereich zeigt. Gegeniiber MfspC ist der Wert fiir das
(-)-Enantiomer mit 83 + 13 pM um den Faktor 300 groBer als der des (+)-Enantiomers mit
0.12 = 0.02 puM. Somit kann das (+)-Enantiomer eindeutig fiir alle drei Enzyme als das
Eutomer und das (-)-Enantiomer als das Distomer bezeichnet werden (s. hierzu auch

Abbildung 66).

Aufgrund der Tatsache, dass das (+)-Enantiomer eine grof3ere inhibitorische Potenz aufweist
und weil aus der Kristallstrukturanalyse hervorgeht, dass selektiv das (S)-Enantiomer vom

PflspC-Enzym gebunden wird, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem (+)-

Enantiomer um das (S)-Enantiomer handelt.!'®"
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Sowohl das Racemat als auch die beiden Enantiomere zeigen an den unterschiedlichen
Enzymen dieselbe Reihenfolge in der Aktivitét: gegeniiber EclspC sind sie am aktivsten, dann
folgt PfIspC und die schwichste Aktivitdt kann gegeniiber MtIspC beobachtet werden. Fiir
EclspC ist der ICso-Wert des Racemats 1.6-fach, fiir MtlspC 2.3-fach und fiir PfIspC sogar
2.6-fach hoher als der des Eutomers. Die starke Enantioselektivitit ermoglicht somit, dass die
Aktivitét dieses Thia-Isosters durch Racematspaltung um ca. das 2-fache gegeniiber allen drei

Enzymen gesteigert werden konnte.
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Abbildung 66 Inhibition von PfIspC durch Verbindung 43. Orangefarbene Kurve: (+)-Enantiomer, blaue Kurve:
Racemat, griine Kurve: (-)-Enantiomer; e ist eine effektive Inhibitorkonzentration, die wie folgt berechnet wird:
Ie = I/(1 +[S]/Km); I = Inhibitorkonzentration, [S] = Substratkonzentration, Km = Michaelis-Menten-Konstante;
bei einer Reaktionsgeschwindigkeit von 50 % ist Ie dquivalent zu Ki (Inhibitionskonstante) des Inhibitors
(tibernommen aus Kunfermann, Lienau 2013018,

Dariiber hinaus ist die Testung der beiden Enantiomere von 43 auf ihre Wachstumsinhibition
gegeniiber den Plasmodienstimmen Pf3D7 und PfDd2 geplant. Hierzu wird zurzeit eine
erneute Racematspaltung von 43 mittels chiraler HPLC durchgefiihrt (7Tobias Grawert,
Universidt Hamburg), da fiir die Bestimmung der antiplasmodialen Aktivitit nicht geniigend

Substanzmengen der einzelnen Enantiomere vorhanden war.

5.8 Vergleich der Aktivititen gegen Plasmodien von carba-, oxa- und thia-

isosteren Fosmidomycin-Analoga

Abschlielend soll in diesem Abschnitt der Einfluss eines Kohlenstoff-, Sauerstoff- oder
Schwefelatoms in B-Position auf die Enzym-inhibitorische und antiplasmodiale Aktivitat
bewertet werden. Hierzu wurden die Aktivititen von sieben unterschiedlichen Analogatypen

verglichen. Diese liegen jeweils als Carba-, Oxa- und Thia-Isoster vor. Fiir diese Analyse
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wurden die Daten der von Behrendt entwickelten Carba-Analoga XLII-43C — XLII-47C,
XLII-52C und XLII-54C1""% '3 gowie die Daten der von Briicher synthetisierten Oxa-
Analoga XLIII-430 — XLIII-470, XLIII-520 und XLIN-550""" "*! herangezogen.!'®”
Tabelle 14 zeigt die PfIspC-inhibitorischen und antiplasmodialen Aktivitdten der Isostere.

Verbindung

O O
HO-p _x _J on | PAspCICs @M | PADT ICs (uM)™ | PDA2 ICs (uM)™
HO T N

Ry R

R2=CH3
— S[c] 0 C[d] S O[C] C[d] S O[C] C[d]
R, =Ph 0.024 | 0.037 | 0.0031
43, XLIII-430, XLII- + + + 0.03 1.2 0.09 0.075 | 0.7 0.074
43C 0.002 | 0.002 | 0.0003
R; =3,4-F-Ph
0.014 | 0.012 | 0.0034

46, XLIII-460, XLII- + + + 0.11 054 |0.12 0.088 | 0.13 | 0.04
46C 0.001 | 0.001 | 0.0004
R; =3,4-Cl-Ph

0.0045 | 0.014 | 0.0028

47C 0.0004 | 0.001 | 0.0004

R; = 1-Naphthyl 0.0098 | 0.039 | 0.0094

45C 0.0009 | 0.004 | 0.0013

R, = 4-CHj;-Ph 0.018 | 0.025 | 0.014

0.004 | 0.003 | 0.002

44C

R2 =H
X = S O[C] C[dl S O[C] C[d] S O[C] C[d]
R, =Ph 0.11 | 1.5 | 0.012
52, XLIII-520, XLII- + + + 2.9 >50 |04 3.77 | nb. |0.57
52C 0.02 | 0.1 | 0.003
R, =3,4-F-Ph

0.015 | 3.9 | 0.0039
54, XLIII-540, XLII- 4 4 + 0.16 |>50 |0.075 | 033 |[nb. |0.065

54C 0.002 | 0.2 | 0.0004

Tabelle 14 [a] Enzymassay. Mittelwerte + Standardabweichung aus mind. 8 Messpunkten; [b] Zellkulturassay.
Mittelwert aus zwei unabhingigen Doppelbestimmungen; [¢] Oxa-Analoga wurden von Briicher entwickelt!'"”
1121, 1d] Carba-Analoga wurden von Behrendt entwickelt!'™ '] n b. = nicht bestimmt.

Uber die inhibitorische Aktivitit gegeniiber PflspC ldsst sich fiir fast alle der
korrespondierenden Isostere sagen, dass die Carba-Analoga am aktivsten sind, gefolgt von

den Thia-Analoga wihrend die Oxa-Analoga die schwichste Inhibition zeigen. Betrachtet
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man die Werte der PfIspC-Inhibition insgesamt, so ist das Carba-Analogon XLII-47C mit
einem ICsp-Wert von 0.0028 + 0.0004 uM die aktivste Verbindung, gefolgt von dem Thia-
Isoster 47 mit 0.0045 + 0.0004 uM wihrend das aktivste Oxa-Isoster XLIII-460 einen ICs-
Wert von 0.012 + 0.001 pM aufweist. Dieselbe Reihenfolge gilt fiir die antiplasmodiale
Aktivitdit gegenliber dem PfDd2-Stamm und bei dem Verbindungstyp mit freier
Hydroxamsauregruppe sowohl gegeniiber Pf3D7 als auch gegeniiber P/Dd2. Allerdings ist die
Verbindung mit der hdchsten inhibitorischen Aktivitdt am 3D7-Stamm das a-Phenyl- und N-
Methyl-substituierte Thia-Analogon 43. Die Bewertung, ob fiir die antiplasmodialen
Eigenschaften der Isostertypen ein B-Schwefel- oder B-Kohlenstoffatom vorteilhafter ist, muss
unter dem Aspekt gesehen werden, dass fiir die Carba-Analoga lediglich vier Verbindungen
am Pf3D7- bzw. PfDd2-Stamm getestet wurden. Alle Carba-Isostere wurden zwar
hinsichtlich ihrer antiplasmodialen Aktivitit gegeniliber dem multiresistenten Stamm PfK1
evaluiert, jedoch sind in vitro-Daten unterschiedlicher P. falciparum-Stimme nicht direkt

vergleichbar.

Abbildung 67 illustriert diesen Einfluss der B-Thiaeinheit im Vergleich zur B-Carba- und zur
B-Oxa-Funktion auf die Aktivitit gegeniiber PfIspC. Die Lage der Punkte in X-Richtung
reprasentiert die Aktivitit des Carba- oder Oxa-Isosters. Je weiter ein Punkt rechts liegt, desto
weniger aktiv ist das Isoster. Eine Verschiebung um eine Einheit in X-Richtung bedeutet, dass
der ICsp-Wert um eine Zehnerpotenz groler wird. Die Y-Koordinate gibt das Verhéltnis der
ICso-Werte eines Thia-Isosters und des korrespondierenden Carba- oder Oxa-Isosters an. Eine
Verschiebung des Punkts um eine Einheit in Y-Richtung nach unten bedeutet, dass der ICso-
Wert des Carba- bzw. Oxa-Analogons um eine Zehnerpotenz zunimmt. Je weiter unten der
Punkt liegt, desto schwécher aktiv ist das Carba- bzw. Oxa-Analogon. Liegt der Punkt im
negativen Bereich, ist der ICsp-Wert des Carba- bzw. Oxa-Isosters hoher und die Aktivitét
schlechter als die des Thia-Analogons. Die Graphik illustriert, dass die Oxa-Isostere eine
geringere Aktivitdt haben als die Thia-Isostere, wahrend die Carba-Isostere eine groflere

Aktivitit zeigen.
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Abbildung 67 Einfluss des B-Schwefelatoms im Vergleich zur B-Methyleneinheit oder -Oxa-Funktionalitit auf
die inhibitorischen Aktivitaten (PfIspC). Abszisse: dekadischer Logarithmus der ICso-Werte der Carba (XLII)-
und Oxa (XLII)-Isostere 43C/0-47C/0, 52C/0, 54C/0. Ordinate: dekadischer Logarithmus des Verhéltnisses
zwischen den ICs,-Werten der Thia-Isostere 43-47, 52, 54 und den korrespondierenden Carba- bzw. Oxa-
Isosteren. Blaue Rauten: Vergleich der Aktivitdt von Thia- und Carba-Isosteren; rote Késten: Vergleich der
Aktivitdit von Thia- und Oxa-Isosteren. Die Grafik wurde in Anlehnung an die grafische Darstellung der
Bezichung von Carba-Oxa- und Carba-Thia-Isosteren aus Kunfermann, Lienau 2013"*" erstellt.

Mogliche Erklarungen fiir diese Aktivitdtsunterschiede und den Einfluss der B-Thia-Einheit
auf die inhibitorische Potenz liefert die (Kristall-)Strukturanalyse. Die Kristallstruktur des
Komplexes aus 43 und PflspC (s. Kapitel 4.2) zeigt, dass das B-Schwefelatom von 43
hydrophobe Interaktionen mit dem Schwefelatom in Methionin 298 eingeht und so der
gebundene Ligand stabilisiert wird. Die p-Methyleneinheit der Carba-Isostere ist an dieser
Stelle nicht in Kontakt mit dem Protein. Zwischen der -Oxa-Funktion der Oxa-Isostere und
dem Schwefelatom in Methionin 298 wiirde wiederum ein abstoender Effekt entstehen. Wie
in Abschnitt 4.2 und 5.2 erwihnt, kann die von Briicher et al. aufgestellte Hypothese, dass
sich zwischen der Hydroxylgruppe von Serin 306 und der p-Oxa-Funktion -eine
Wasserstoffbriickenbindung ausbildet, anhand dieser Kristallstruktur nicht unterstiitzt
werden.!"'? Dies wurde auch von Konzuch et al. durch den Komplex aus einem Oxa-Isoster

und PfIspC bestitigt (s. Abschnitt 4.1.3).!""!] Die geringere Aktivitit der Oxa-Isostere sowohl
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im Vergleich mit den Carba- als auch mit den Thia-Analoga spricht ebenfalls gegen die
Ausbildung dieser Wasserstoffbriicke. Neben der erhohten Instabilitdt (nicht am Stickstoff
substituierten) Oxa-Isostere konnen die durch die p-Oxa-Funktion verdnderten
Bindungseigenschaften des Inhibitors an das Enzym moglicherweise die geringere Aktivitit

dieses Isostertyps erkliren.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation handelt von der Synthese und biologischen Evaluation B-thia-
isosterer Fosmidomycin-Analoga. Das natiirliche Antibiotikum Fosmidomycin weist neben
antibakteriellen auch antiplasmodiale Eigenschaften auf. In klinischen Studien der Phase II
wurde bereits gezeigt, dass Fosmidomycin Infektionen mit dem Erreger von Malaria tropica,
Plasmodium falciparum, heilen kann. Aufgrund seines neuartigen Wirkmechanismus, der
Hemmung des Enzyms 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (kurz: Dxr,
IspC), eines Schliisselenzyms des DOXP-Biosynthesewegs, ist keine Kreuzresistenz
gegeniiber anderen etablierten Malaria-Therapeutika zu erwarten. Das klinische Wirkprofil
Fosmidomycins dhnelt wegen des frithen Wirkeintritts und der schnellen Parasitimiereduktion
dem der Artemisinine. Aufgrund der fortschreitenden Artemisinin-Resistenz werden diese
voraussichtlich zukiinftig in der Behandlung von Malaria-Infektionen an Bedeutung verlieren.
Fosmidomycin kann als potentieller Ersatz fiir diese Arzneistoftklasse angesehen werden.

Basierend auf den zahlreichen Strukturmodifikationen Fosmidomycins zur
Verbesserung der pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften, die dieser
Arbeit vorangegangenen sind, sollte ein neuer Fosmidomycin-Analogatyp mit erhohter

antiplasmodialer Aktivitdt entwickelt werden (s. Abbildung 68).

Zielverbindungen
o 0 0
HO. 1 HO_Ti
o " N/OH HO’PYS\)kN/OH
|
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HO\Q QH R17\ ‘ 43-57
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O O O 0 0
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XLIn 3,4-CI-Ph; Ph; 4-CH3-Ph; 1-Naphthyl; 4-SCH3-Ph
R2:H;CH3;BI'1

Abbildung 68 Entwicklung der B-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga mit inverser Hydroxamséurefunktion.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Synthesewege zur Generierung einer kleinen
variationsreichen Substanzbibliothek des B-thia-isosteren Analogatyps gefunden werden (s.

Abbildung 69).
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Durch Michaelis-Arbusow-Reaktion wurden die Diethylbenzylphosphonate LII als
Grundbausteine der Zielverbindungen 43-50 und 52-57 gewonnen (a). Umsetzung der
Diethylphosphonate mit elementarem Schwefel in Gegenwart von n-BuLi lieferte die
korrespondierenden a-Mercaptophosphonate LIIT und 2-7 (b). Ausgehend von diesen konnte

iiber zwei Synthesewege die Hydroxamsaurepartialstruktur entwickelt werden:

- Synthesestrategie 1: S-Alkylierung des entsprechenden Thiols mit 2-Chlor-N-
hydroxyacetamid bzw. 2-Chlor-N-hydroxy-/N-methylacetamid (c)

- Synthesestrategie  2:  S-Alkylierung  des  entsprechenden  Thiols  mit
Trimethylsilylbromacetat und anschlieBende Hydrolyse zur Carbonsdure 9 (d);
Umsetzen von O-Trityloxyamin und der Carbonsédure mittels eines Kupplungsreagenz
zur entsprechenden Hydroxamsaure 28 (e); Entschiitzung der Hydroxamsaurefunktion

mit Trifluoressigsdure in Gegenwart von Triethylsilan (f)

L Q
B + ] —+ EtO
/\o/ \O/\ R R
TEP LI LI
b
"o 0 fo) 6 o 0 Strategie 1
~-P.__S LOH 9 tO-p__s _OH c
HO T N —— mO Y N s
R R : o) .
H/CH,/Bn H/CHy/Bn |
43-57 ? 10-17 * CI\)J\N’OH :
20-27 XX |
' H/CHa/Bn
0|/
f B M sili|d
0 0 Strategie 2 0 0
EtO-p__s LO-Trityl e EtO-p__s
EtO \)J\N i T o
+ H2N/ -ty
28 9

R=H; 3,5-F-Ph; 3,5-OCH3-Ph; 3,4-F-Ph; 3,4-CI-Ph; Ph; 4-CH3-Ph; 1-Naphthyl; 4-SCH3-Ph
X=CI;Br

Abbildung 69 Synthese der B-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga 43-57.
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Als letzter Schritt schliet sich bei beiden die TMSBr-vermittelte Entschiitzung der
Phosphonséurefunktion an (g). Aufgrund ihrer héheren Effizienz wurde Strategie 1 fiir die
Synthese aller Zielverbindungen 43-57 genutzt, wahrend Strategie 2 nur zur Synthese der a-

Phenyl-substituierten Phosphonsdure 52 mit freier Hydroxamséurefunktion eingesetzt wurde.

Durch Oxidation mit m-Chlorperbenzoesidure konnten aus den Sulfiden 10-16, 21-24 und 26
die entsprechenden Sulfone 30-39 und Sulfoxide 40-42 generiert werden (s. Abbildung 70).
Nach der TMSBr-vermittelten Konversion der Phosphonsidureester zu den freien
Phosphonsduren wurden die Zielverbindungen 58-65 erhalten. Bei den ungeschiitzten
Sulfoxiden LXXIX-LXXXI handelt es sich um Ole, die trotz chromatographischer Reinigung
an einer kleinen Menge Kieselgel nicht in der ausreichenden Reinheit aus den

Reaktionsiickstinden isoliert werden konnten.

2 2 9 TMSB 2 9 1
EtO~p_ & _OH r HO-p g _OH
Et0 N #— | HO N
_ H/CH3 - H/CH3
RT | R |
o 9 N >
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|
. | H/CH,
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N o) o) o) 0
I O\\ //O Il O\\ //O
1016 Etij S _OH LSBr» HO‘/P S _OH
21-24 EtO N "o )
P H/CH; H/CH;
R R4
30-39 58-65

R=3,5-F-Ph; 3,5-OCH3-Ph; 3,4-F-Ph; 3,4-CI-Ph; Ph; 4-CH3-Ph; 1-Naphthyl

Abbildung 70 Synthese der Sulfoxide 40-42 und LXXXIX-LXXXI sowie der Sulfone 30-39 und 58-65.

Abgeleitet von den freien Phosphonséuren 54 und 46 wurden die Phosphonsaure-tert-
butylester 18 und 29 entwickelt, wobei 18 auch an der Hydroxamsaurefunktionalitit mit einer
tert-Butylgruppe derivatisiert ist (s. Abbildung 71). 46 sollte durch die Veresterung mit
sterisch anspruchsvollen Gruppen einer Racematspaltung mittels chiraler HPLC zuginglich
gemacht werden. Tatséchlich konnte durch 18 eine Basislinientrennung der Enantiomere
erreicht werden, wihrend bei 46 keine Trennung moglich war.

29 sollte zum korrespondierenden Sulfoxid oxidiert werden. Die von der TMSBr-
Spaltung divergente Entschiitzungsreaktion kann die Gewinnung von Sulfoxiden mit freier
Phosphonséurefunktion in einer ausreichenden Reinheit ermdglichen. Zudem sollte auch hier

der sterisch anspruchsvolle Ester zu einer Diastereomeren- und ggf. Racematspaltung der
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Sulfoxide fithren. Bisher konnte allerdings keine Methode gefunden werden, 29 unter Erhalt

der Schutzgruppen zu oxidieren.

Zur Gewinnung des Di-tert-butylphosphonats 1 als Grundstruktur fiir 18 und 29 wurde Di-
tert-butylphosphit in Gegenwart von NaH mit dem entsprechenden Benzylchlorid umgesetzt
(a). Das a-Mercaptan 8 wurde analog zur Synthese der Diethylmercaptophosphonate LIII und
2-7 generiert (b). Ebenfalls in Analogie zu diesem Syntheseweg erfolgte anschlieBend die S-
Alkylierung von 8 und es konnten so die als Phosphonsdure-fert-butylester vorliegenden

Verbindungen 18 und 29 gewonnen werden (c).
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Abbildung 71 Synthese der Analoga 18 und 29 mit Phosphonséiure-tert-butylesterfunktion.

Die biologische Evaluation der Thia-Isostere erfolgte in vitro als Target-basiertes Screening
gegenliber dem Enzym Plasmodium falciparum IspC (PflspC) und als phénotypisches
Screening gegeniiber den Plasmodienstimmen Pf3D7 und PfDd2. Einige Vertreter dieses
neuen Fosmidomycin-Analogatyps sind mit ICsp-Werten im ein- bis zweistelligen
nanomolaren Bereich hochpotente Inhibitoren von PfIspC und des Parasitenwachstums (s.
Abbildung 72). Die aktivste Verbindung gegeniiber PfIspC stellt mit einem ICso-Wert von
0.0045 + 0.0004 uM die in a-Position 3,4-Dichlorphenyl-substituierte, N-Methyl-substituierte
Phosphonohydroxamsdure 47 dar. Gegeniiber dem Parasitenwachstum hat sich die in o-
Position Phenyl-substituierte, N-Methyl-substituierte Phosphonohydroxamsidure 43 als

potentester Inhibitor erwiesen (ICso-Wert (Pf3D7): 0.03 uM; ICso-Wert (PfDd2): 0.075 uM).
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Abbildung 72 Die potentesten Inhibitoren im Target-basierten und im phianotypischen Assay.

Die Zytotoxizitatsuntersuchung einiger ausgewéhlter Verbindungen (48, 49, 51, 57, 59, 65) an
HeLa-Zellen ergab, dass diese gegeniiber Sdugetierzellen nicht toxisch wirken. Basierend auf
dieser  Erkenntnis wurde die  3,5-Difluorphenyl- und  N-Methyl-substituierte
Phosphonohydroxamsdure 48 an mit P. berghei infizierten Mausen auf ihre in vivo-Aktivitét
untersucht. Die Behandlung mit dem Wirkstoffkandidaten 48 erfolgte intravends iiber vier
Tage. Durch dieses Experiment konnte zwar die antiplasmodiale Aktivitdt in vivo belegt
werden, allerdings wurde keine Heilung erreicht. Dies ist wahrscheinlich auf den chemischen
bzw. metabolischen Abbau der Testsubstanz in vivo zuriickzufiihren.

Uber die biologische Evaluation der antiplasmodialen Aktivitdt hinaus wurde
zusitzlich die IspC-inhibitorische Aktivitdt der Fosmidomycin-Thia-Analoga gegeniiber
Enzymen anderer pathogener Mikroorganismen betrachtet. Auch Escherichia coli IspC
(EclspC) und Mycobacterium tuberculosis IspC (MtIspC) werden von diesem Analogatyp
effektiv gehemmt, wobei 47 mit ICso-Werten von 0.0059 + 0.0006 uM (EcIspC) und 0.0092 +
0.0006 uM (MtlIspC) den potentesten Inhibitor darstellt.
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S-(+)-431C,,: 9.4 nM R-(-)- 43 IC,,: 12 uM

Abbildung 73 Inhibitorische Aktivitit der beiden Enantiomere von 43 gegeniiber PfIspC (libernommen aus
Kunfermann, Lienau 2013[180]).

Verbindung 43 konnte im Komplex mit PfIspC und den Kofaktoren Mn®>" und NADPH
kristallisiert werden, wodurch eine Analyse des Bindungsmodus und von Struktur-
Aktivitatsbeziehungen ermoglicht wurde. Sowohl durch die Kristallstruktur als auch durch die
Racematspaltung von 43 konnte zudem die Enantioselektivitit chiraler Fosmidomycin-
Analoga gegeniiber PflspC evaluiert werden. Die Analyse der Kristallstruktur liefert die
Information, dass selektiv das (S)-Enantiomer von 43 im Enzym gebunden wird. Die
biologische Testung beider Enantiomere nach der Racematspaltung via chiraler HPLC ergab
Folgendes. Wéhrend das (S)-(+)-Enantiomer PfIspC mit einem ICsop-Wert von 0.0094 =+
0.0006 pM hemmt, zeigt das (R)-(-)-Enantiomer gegeniiber dem Enzym einen ICso-Wert von
12 £ 1 uM (s. Abbildung 73). Erstmalig wurde so fiir das IspC-Enzym ein Enantiomer (hier:
(S)-(+)-Enantiomer) als Eutomer mit deutlich gesteigerter inhibitorischer Potenz gegeniiber

dem Distomer bestimmt.
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7 Summary

This dissertation is concerned with the synthesis and biological evaluation of fosmidomycin
thia isosters. The natural antibiotic fosmidomycin possesses antibacterial and antiplasmodial
properties. In clinical trials (phase II), fosmidomycin cured infections with Plasmodium
falciparum, the cause of Malaria tropica. Due to its novel mechanism of action, the inhibition
of the 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (Dxr, IspC), a key enzyme of the
DOXP pathway, no cross-resistenace with established antimalarials should occur.
Fosmidomycin’s early onset of action and its fast reduction of parasitemia are in accordance
with the clinical properties of artemisinin and its derivatives. Due to the progressing
resistance towards artemisinins, they will presumably recede in importance concerning the
treatment of malaria infections in the future. Fosmidomycin may possibly substitute this class
of drugs one day.

In order to improve pharmacocinetic and pharmacodynamic properties, a new type of

fosmidomycin analogue with increased antiplasmodial activity was developed (see Figure 1).

target compounds
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XL 3,4-CI-Ph; Ph; 4-CHs-Ph; naphthalene-1-yl;

4-SCHs-Ph
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Figure 1 Development of the fosmidomycin B-thia isosters.

Two ways to synthesize a small but diversified compound library of fosmidomycin thia
analogues were designed (see Figure 2). The diethyl benzylphosphonates LII are the key
building blocks for target compounds 43-50 and 52-57. They were obtained by Michaelis-
Arbuzov-reaction of triethyl phosphite with the respective benzyl chloride (a). Treatment of
LII with elemental sulfur in the presence of n-butyl lithium provided the corresponding a-
mercaptophosphonates LIII and 2-7 (b). Based on these, the hydroxamate motif could be

introduced via two strategies:
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- Strategy 1: S-alkylation of the respective thiol with 2-chloro-N-hydroxyacetamide or

2-chloro-N-hydroxy-/N-methylacetamide (c)

- Strategy 2: S-alkylation of the respective thiol with trimethylsilyl 2-bromoacetate and

subsequent hydrolysis to the carboxylic acid 9 (d); coupling of the carboxylic acid

with O-tritylhydroxylamine to gain hydroxamic acid 28 (e); deprotection of the

hydroxamic acid moiety with trifluoro acetic acid in the presence of triethyl silane (f)

0 0
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R HiCHyBNn
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R=H; 3,5-F-Ph; 3,5-OCH3-Ph; 3,4-F-Ph; 3,4-CI-Ph; Ph; 4-CH3-Ph; naphthalene-1-yl; 4-SCH3-Ph

X=CI;Br

Figure 2 Synthesis of fosmidomycin thia isosters via strategy 1 and 2.

The last step of both sequences is the deprotection of the phosphonic acid moiety via

treatment with bromotrimethylsilane (g). Because of its higher efficiency, strategy 1 was used

to synthesize all target compounds 43-57. Only 52 was prepared according to strategy 2.

Oxidation of the sulfides 10-16, 21-24 and 26 with 3-chlorobenzoperoxoic acid provided the

corresponding sulfones 30-39 and sulfoxides 40-42 (see Figure 3). Conversion of the diethyl
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phosphonates to the phosphonic acids 58-65 was mediated by bromotrimethylsilane.
However, all the unprotected sulfoxides LXXIX-LXXXI are not solid and could neither be

isolated out of the residues of the reaction in a sufficient purity nor be purified

chromatographically.
2 9 7 TMSB 220
EtO-p___s _OH " | HOsp__s _OH
EtO’ N —# | HO N
p HICH, _ HICH
R | Ri_ |
o N N
]
Eé?otp s \)J\N/OH mCPBA 40-42 LXXIX-LXXXI
|
p HICH,
R o) o o) o)
] O\\ /,O ] O\\ /,O
10-16 Eto‘/P S\)J\ .OH _TMSBr HO‘/P S .OH
2124 EtO N HO N
26 H/CH, H/CH,4
R R
30-39 58-65

R=3,5-F-Ph; 3,5-OCHj3-Ph; 3,4-F-Ph; 3,4-CI-Ph; Ph; 4-CH3-Ph; naphthalene-1-yl

Figure 3 Synthesis of sulfoxides 40-42, LXXXIX-LXXXI and the sulfones 30-39 and 58-65.

Derived from the free phosphonic acids 54 and 46, the di-tert-butyl phosphonates 18 and 29
were designed (see Figure 4). In order to make 46 accessible for enantiomeric separation via
chiral HPLC, bulky di-tert-butyl residues were chosen for derivatization of this compound’s
acid moieties. Indeed, the enantiomers of 18 showed a sufficient separation whereas the

enantiomers of 46 could not be separated at all.

Subsequent oxidation of 29 should lead to the corresponding sulfoxide. The bulky ester
functions should also enable the separation of this sulfoxide’s enantiomers and diastereomers
by (chiral) HPLC. Furthermore, fert-butyl esters should enable the synthesis of unprotected
sulfoxides in a sufficient purity. However, a method to oxidise 29 and preserve the protecting

group could not be found yet.

The central building block for 18 and 29 is di-tert-butyl phosphonate 1. For its synthesis, di-
tert-butyl phosphite was heated with the respective benzyl chloride in the presence of sodium
hydride (a). Thiol 8 was obtained according to the synthesis of diethyl mercaptophosphonates
LIII und 2-7 (b). S-alkylation of 8 was performed in analogy to the procedure of synthetic
route 1 yielding the di-fert-butyl phosphonates 18 and 29 (c).
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Figure 4 Synthesis of the di-tfert-butyl phosphonates 18 and 29.

Biological in vitro evaluation of the fosmidomycin thia isosters was conducted as follows.
Compounds were tested for their inhibitory activity in a target based screening towards the
enzyme Plasmodium falciparum IspC (PfIspC) and for their antiplasmodial activity in a
phenotypic screening towards the plasmodium strains Pf3D7 and PfDd2. Some
representatives of this new type of fosmidomycin analogue are highly potent inhibitors of
PflspC and of parasite growth possessing ICsp-values in the single- and doubledigit
nanomolar range (see Figure 5). The 3,4-dichlorophenyl substituted N-methylated compound
47 has an 1Csp-value of 0.0045 + 0.0004 uM and shows the highest inhibitory activity towards
PflspC. Towards parasite growth the phenyl substituted N-methylated compound 43 is the
most active one (ICso-value Pf3D7: 0.03 uM; ICsp-value PfDd2: 0.075 uM). Cytotoxicity
testings of selected compounds (48, 49, 51, 57, 59, 65) conducted at HeLa-cells proved these
thia analogs not to be toxic towards mammalian cells. Based on these results the 3,5-
difluorophenyl substituted N-methylated phosphonohydroxamic acid 48 was investigated for
its antiplasmodial in vivo activity. Plasmodium berghei infected mice were treated with 48 for
four days with drug administration via the intravenous route. Even though the treatment with
48 showed that the compound actually possesses antiplasmodial in vivo activity, the mice
could not be cured. Presumably, the lack of in vivo activity is caused by chemical or

metabolic degradation of the tested compound.
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Figure 5 Compounds showing the highest inhibitory activity towards PfIspC and parasite growth.
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Beyond the investigation of the antiplasmodial activity, the inhibitory activity towards IspC-

enzymes of other pathogens was evaluated. The test results showed that fosmidomycin thia

isosters are also potent inhibitors of Escherichia coli IspC (EclspC) and Mycobacterium

tuberculosis 1spC (MtlspC). As for PfIspC inhibition, 47 is also the most active compound
towards EclspC (ICsp-value: 0.0059 + 0.0006 uM) and MtspC (ICsp-value: 0.0092 =+

0.0006 LM).

S-(+)-431C,;: 9.4 nM

R-(-)- 43 IC,,: 12 uM

Figure 6 Inhibitory activitiy of the enantiomers of 43 towards PfIspC (figure taken from Kunfermann, Lienau

20131150,
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Crystallization of compound 43 in complex with PfIspC and the respective cofactors Mn*"
and NADPH enabled an analysis of the binding mode and of the structure activty
relationships. Moreover, both the crystal structure and the enantiomeric separation of 43
allowed the evaluation of PfIspC’s enantioselectivity towards chiral fosmidomycin analogues.
The crystal structure suggests that the (S)-enantiomer of 43 is selectively bound by the
enzyme. After chiral sepearation of this compound’s enantiomers, testing of the inhibitory
activity towards PfIspC showed one enantiomer to be the eutomer (ICsp-value: 0.0094 +
0.0006 uM) and the other one to be the distomer (ICsp-value: 12 + 1 uM) (see Figure 6). Up
to now, this is the first definitive chirality assignment concerning PflspC and its

enantioselectivity towards chiral fosmidomycin analogues.
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8 Experimentalteil

8.1 Verzeichnis der Geriate und Analysenmethoden

8.1.1 Chromatographische Verfahren

Diinnschichtchromatographie

Fiir alle durchgefiihrten diinnschichtchromatographischen Untersuchungen wurden DC-
Aluminiumplatten beschichtet mit Kieselgel 60 und Fluoreszenzindikator (F»s4) der Firma
Merck verwendet. Die Chromatographie erfolgte unter Kammerséttigung und unter
Verwendung von Ethylacetat und n-Hexan in variierender Zusammensetzung als FlieBmittel.
Die Laufstrecken betrugen 5-8 cm. Fluoreszenzloschung bei UV-Licht der Wellenldnge
254 nm, Anfirben mit wissriger Kaliumpermanganat-Losung oder Anfirben mit

methanolischer Eisen(IIl)chlorid-Losung wurden zur Detektion herangezogen.

Sdulenchromatographie

Sdulenchromatographische Reinigung erfolgte an Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm/230-
400 mesh, PorengrdBe 60 A) der Firmen Macherey-Nagel und Fluka. Das jeweils verwendete

Eluentsystem ist in der entsprechenden allgemeinen Arbeitsvorschrift beschrieben.

Flashchromatographie

Flashchromatographie wurde an dem Gerit CombiFlash® Rf 200 der Firma Teledyne Isco
durchgefiihrt, wobei die zugehorigen Siulen (RediSep” Rf) verwendet wurden. Die Elution

erfolgte mittels eines Gradienten aus Ethylacetat/n-Hexan (0:100 — 100:0).

HPLC (zur Reinheitsbestimmung)

Die Bestimmung der Reinheit wurde bei einigen Substanzen mittels HPLC durchgefiihrt.

Hierfiir standen zwei Anlagen zur Verfiigung:

- LaChrom Elite® System (VWR-Hitachi) mit Hitachi L-2130 als Pumpe und
Hitachi L-2400 als UV-Detektor

- Varian ProStar HPLC System mit Varian ProStar 210 als Pumpe, Varian
ProStar 320 als UV-Detektor und Varian ProStar 410 als Autosampler

Als Sédule wurde Phenomenex Luna C 18(2) (5 um PartikelgroBe, 250 mm % 4.6 mm)

kombiniert mit der Vorsiule Phenomenex Security Guard® cartridge kit C18
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(4.0 mm x 3.0 mm) verwendet. Die jeweils genutzte HPLC-Methode wird bei den

analytischen Daten der entsprechenden Verbindung beschrieben.

8.1.2 Spektroskopische Verfahren
IH-NMR-Spektroskopie
'H-NMR-Spektren wurden mit Hilfe von Bruker Avance DRX 500 (500.13 MHz) und Bruker

Avance I11-600 (600.22 MHz) aufgenommen. Die chemische Verschiebung & wird in ppm
angegeben. DMSO-d¢ diente als Losungsmittel und als Bezug fiir die Angabe der chemischen
Verschiebung. Die Ermittlung der Protonenverhiltnisse erfolgte durch Integration. Die
Abkiirzung der Signalmultiplizititen erfolgt wie nachstehend beschrieben: s= Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett und m = Multiplett. Die Kopplungskonstanten J werden
in Hz angegeben, fiir Spin-Spinsysteme hoherer Ordnung nur bei vollstindig aufgeldsten

Signalsétzen.

B C.NMR-Spektroskopie
13C—NMR—Spektren wurden mit Hilfe von Bruker Avance DRX 500 (125.76 MHz) und
Bruker Avance I11-600 (150.93 MHz) aufgenommen. Die chemische Verschiebung & wird in

ppm angegeben. DMSO-ds diente als Losungsmittel und als Bezug fiir die Angabe der
chemischen Verschiebung. Die Abkiirzung der Signalmultiplizititen erfolgt wie nachstehend
beschrieben: s = Singulett, d = Dublett, t=Triplett, q= Quartett und m = Multiplett. Die
Kopplungskonstanten J werden in Hz angegeben, fiir Spin-Spinsysteme hoherer Ordnung nur

bei vollstindig aufgeldsten Signalsétzen.

IR-Spektroskopie
Varian 800 FT-IR Scimitar series

Zur Aufnahme von IR-Spektren wurde bei Feststoffen ein KBr-Pressling angefertigt und Ole

wurden als Film auf einer NaCl-Platte vermessen.

8.1.3 Sonstige Verfahren

Elementaranalyse

Perkin-Elmer PE 2400 CHN Elemental Analyzer

vario MICRO cube FElemental Analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau

Germany)
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Massenspektrometrie (HRMS)
UHR-TOF maXis 4G instrument (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland)

Schmelzpunkte

Stuart melting point apparatus SMP11

Trockenmittel fiir organische Phasen

Wasserfreies Natriumsulfat
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8.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Svynthese von Di-zert-butyl(3.4-difluorbenzyl)phosphonat 1 in Anlehnung an
Lit.!""!

Eine 60 %ige Dispersion von Natriumhydrid in Mineraldl (1.04 Aquivalente, 2.08 g,
52 mmol) wird in 50 mL trockenem Tetrahydrofuran unter Stickstoffbegasung suspendiert.
Die Suspension wird auf 0°C gekiihlt und unter Riihren tropfenweise mit Di-tert-
butylphosphit (1 Aquivalent, 9.7 g, 50 mmol) versetzt. Der Ansatz wird fiir 30 Minuten bei
0 °C geriihrt und anschlieBend erfolgt die langsame Zugabe von 3,4-Difluorbenzylchlorid (1
Aquivalent, 8.13 g, 50 mmol). Der Ansatz wird 20 Stunden unter Feuchtigkeitsausschluss
zum Riickfluss erhitzt. Nachfolgend wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt
und der Riickstand mit gesittigter Natriumchlorid-Losung (100 mL) und Ethylacetat (70 mL)
versetzt. Die wissrige Phase wird drei Mal mit Ethylacetat (je 70 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt.
Das Rohprodukt wird chromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten aus

n-Hexan und Ethylacetat (100:0 — 0:100) gereinigt.

AAV 2: Synthese der o-Mercaptophosphonate 2-8 ausgehend von den

Diethylbenzylphosphonaten LII in Anlehnung an Lit.!'32!

Der jeweilige Phsophonsiurediethylester LII (1 Aquivalent, 50 mmol) wird unter
Stickstoffatmosphdre in 50 mL trockenem Tetrahydrofuran gelost und auf -78 °C gekiihlt.
Dem Ansatz wird langsam und unter stetigem Riihren eine 1.6 M Losung von n-Butyllithium
in Hexan zugetropft (1.1 Aquivalente, 34.5 mL, 55 mmol). Nachdem der Ansatz 5 Minuten
bei -78 °C geriihrt wurde, wird getrockneter und gepulverter Schwefel (1 Aquivalent, 1.60 g,
50 mmol) zugegeben. Die resultierende Suspension wird langsam auf -20 °C erwiarmt und
eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wird der Ansatz auf
Raumtemperatur erwidrmt und weitere 30 Minuten geriihrt. Es werden 150 mL Wasser
zugegeben, die wissrige Phase wird abgetrennt und zwei Mal mit je 75 mL Dichlormethan
extrahiert. Die wissrige Phase wird auf 0 °C gekiihlt und unter kriftigem Rithren mit 1 M
Salzsdure auf einen pH-Wert von 1 angesduert. Im Falle der Synthese von Di-zert-butyl((3,4-
difluorphenyl)(mercapto)methyl)phosphonat 8 wird die wéssrige Phase mit 1 M Salzsdure auf
einen pH-Wert von 8 eingestellt. Im Anschluss daran wird die wissrige Phase drei Mal mit
Dichlormethan (je 75 mL) extrahiert, die organische Phase {liber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wird anschlieBend fiir die
Synthese der Phosphonohydroxamséurediethylester eingesetzt.
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AAYV 3: Svynthese von N-(fert-Butoxy)-2-chlor-/N-methvlacetamid 66

Benzyltert-butoxy(methyl)carbamat LXXIII (1 Aquivalent, 2.37 g, 10 mmol) wird in
Methanol (300 mL) gelost und mit 15-20 % (w/w) Palladium auf Aktivkohle (10 %) versetzt.
Nach der Evakuierung des Reaktionsgefilles wird dieses mit Wasserstoff befiillt und bei
Raumtemperatur und atmosphirischem Druck iiber Nacht geschiittelt. AnschlieBend wird der
Katalysator abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt (2.2 Aquivalente, 1.03 g, 10 mmol) wird in Methanol (10 mL) geldst und die
entstehende Losung im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Dem Ansatz wird 2-Chloracetylchlorid (1
Aquivalent, 0.37 mL, 4.5 mmol), geldst in trockenem Tetrahydrofuran (5 mL), tropfenweise
bei 0 °C zugegeben. Der Ansatz wird 30 Minuten bei 0 °C und anschlieend {iber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt, der
Riickstand mit gesittigter Natriumchlorid-Losung (50 mL) versetzt und drei Mal mit
Ethylacetat extrahiert (je 50 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden {iiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt
wird chromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten aus Ethylacetat/n-

Hexan (0:100 — 100:0) gereinigt.

AAYV 4: Svynthese von 2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenvDmethyDthio)essigsiure 9

Diethyl(mercapto(phenyl)methyl)phosphonat LIIIe (1 Aquivalent, 1.30 g, 5 mmol) wird unter
Schutzgas (Stickstoffatmosphére) in 80 mL trockenem Dimethylformamid gelost. Nach der
Zugabe von Kaliumcarbonat (1.25 Aquivalente, 0.86 g, 6.25 mmol) wird die resultierende
Suspension auf eine Temperatur von 0 °C gekiihlt. Bei 0 °C wird Trimethylsilylbromacetat (1
Aquivalent, 1.06 g, 5 mmol) tropfenweise zugegeben. Der Reaktionsansatz wird auf
Raumtemperatur erwdrmt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Dem Ansatz
werden 50 mL Ethylacetat und 50 mL 1 M Salzsdure zugesetzt. Die organische Phase wird
abgetrennt und mit 1 M Salzsdure (20 mL) gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wird
chromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten von Ethylacetat/n-Hexan

(10:90 — 100:0) gereinigt.
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AAV 5: S-Alkvlierung der a-Mercaptophosphonate LIIL/2-7 zZu den

Hvdroxymethylaminophosphonaten 10-17, zu dem Diethyl(((2-(benzyl(hydroxy)amino)-

2-oxoethyDthio)methyl)phosphonat 19 und zu den Hydroxyvaminophosphonaten 20-27

Das entsprechende a-Mercaptophosphonat LIII bzw. 2-7 (1 Aquivalent, 10 mmol) wird unter
Schutzgas (Stickstoffatmosphire) in 10 mL trockenem Dimethylformamid geldst. Nach der
Zugabe von Natriumcarbonat (1.25 Aquivalente, 1.32 g, 12.5 mmol) wird die resultierende
Suspension auf eine Temperatur von 0°C gekiihlt. Im Falle der Synthese der
Hydroxymethylaminophosphonsiureester 10-17 wird bei 0 °C eine Losung von 2-Chlor-N-
hydroxy-N-methylacetamid (1 Aquivalent, 124 g, 10mmol) in 2mL trockenem
Dimethylformamid tropfenweise der Suspension zugesetzt. Im Falle der Synthese der
Hydroxyaminophosphonsdureester 20-27 wid bei 0°C eine Losung von 2-Chlor-N-
hydroxyacetamid (1 Aquivalent, 1.10 g, 10 mmol) in 2 mL trockenem Dimethylformamid
tropfenweise  der  Suspension  zugesetzt. Die  Synthese  von  Diethyl(((2-
(benzyl(hydroxy)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 19 erfordert den tropfenweisen
Zusatz von N-Benzyl-2-chlor-N-hydroxyacetamid (1 Aquivalent, 2.0 g. 10 mmol) in 2 mL
trockenem Dimethylformamid zu dem auf 0°C gekiihlten Reaktionsansatz. Der
Reaktionsansatz wird auf Raumtemperatur erwdrmt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt, wobei mittels Diinnschichtchromatographie der Reaktionsfortschritt kontrolliert wird.
Nach beendeter Reaktion werden Ethylacetat (40 mL) und 1 M Salzsdure (10 mL) zugegeben.
Die wissrige Phase wird abgetrennt und drei Mal mit Ethylacetat (je 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden einmal mit 1 M Salzsdure (10 mL) gewaschen, liber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das so erhaltene
Rohprodukt wird chromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten von

Ethylacetat/n-Hexan (10:90 — 100:0) gereinigt.

AAV 6: S-Alkylierung von Di-tert-butyl(o-mercapto)phosphonat 8 zu fert-

Butyloxvaminophosphonat 18 bzw. Hydroxyaminophosphonat 29

a-Mercaptophosphonsiuredi-tert-butylester 8 (1 Aquivalent, 3.52 g, 10 mmol) wird unter
Schutzgas (Stickstoffatmosphére) in 10 mL trockenem Dimethylformamid gelost. Nach der
Zugabe von Natriumcarbonat (1.25 Aquivalente, 1.32 g, 12.5 mmol) wird die resultierende
Suspension auf eine Temperatur von 0 °C gekiihlt. Im Falle der Synthese des tert-
Butyloxyaminophosphonsduredi-tert-butylesters 18 wird der Suspension tropfenweise bei
0 °C eine Losung von N-(tert-Butoxy)-2-chlor-N-methylacetamid 66 (1 Aquivalent, 1.80 g,

10 mmol) in 2 mL trockenem Dimethylformamid zugesetzt. Im Falle der Synthese des
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Hydroxyaminophosphonsduredi-fert-butylesters 29 wird der Suspension tropfenweise bei
0 °C eine Losung von 2-Chlor-N-hydroxyacetamid (1 Aquivalent, 1.10 g, 10 mmol) in 2 mL
trockenem Dimethylformamid zugesetzt. Der Reaktionsansatz wird auf Raumtemperatur
erwdrmt und flir 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, wobei mittels
Diinnschichtchromatographie der Reaktionsfortschritt kontrolliert wird. Nach beendeter
Reaktion werden Ethylacetat (40 mL) und gesittigte Natriumchlorid-Losung (10 mL)
zugegeben. Die wissrige Phase wird abgetrennt und drei Mal mit Ethylacetat (je 30 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden fiinf Mal mit geséttigter
Natriumchlorid-Losung (10 mL) gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wird chromatographisch an
Kieselgel mit einem FElutionsmittelgradienten von Ethylacetat/n-Hexan (0:100 — 100:0)

gereinigt.

AAV 7: Svnthese des Trityloxyaminophosphonats 28 ausgehend von Carbonsidure 9

durch Kupplung mittels CDI in Anlehnung an Lit7-112]

2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsdure 9 (1 Aquivalent, 1.59 g, 5 mmol)
wird unter Stickstoffatmosphdre in trockenem Tetrahydrofuran (5 mL) geldst und mit
1,1’-Carbonyldiimidazol (1.1 Aquivalente, 0.89 g, 5.5 mmol) versetzt. Der Ansatz wird eine
Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. O-Tritylhydroxylamin (1 Aquivalent, 1.38 g, 5 mmol)
wird zugegeben und der Ansatz iiber Nacht bei Raumtemperatur weiter geriihrt. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in Ethylacetat
(50 mL) aufgenommen. Die organische Phase wird drei Mal mit 10 %iger Citronensdure-
Losung (je 20 mL) und ein Mal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (20 mL)
gewaschen. Anschliefend wird die organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
chromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten von Ethylacetat/n-Hexan

(0:100 — 100:0) gereinigt.

AAV 8: Synthese von Trityloxvaminophosphonat 28 ausgehend von Carbonsiure 9
¢.1128]

durch Kupplung mittels EDC in Anlehnung an Li

2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsidure 9 (1 Aquivalent, 0.32 g, 1 mmol)
wird unter Stickstoffatmosphdre in trockenem Dichlormethan (5 mL) geldst, erst mit O-
Tritylhydroxylamin (I ~ Aquivalent, 028 ¢, 1mmol), dann mit 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (1 Aquivalent, 0.19 g, 1 mmol) und anschlieBend mit N,N-
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Dimethylpyridin-4-amin (0.2 Aquivalente, 0.02 g, 0.2 mmol) versetzt. Der Ansatz wird bei
Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer
entfernt, der Riickstand in Ethylacetat (50 mL) aufgenommen und drei Mal mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (je 20 mL), ein Mal mit Wasser (20 mL), ein Mal mit
10 %iger Citronensdure (20 mL) und wieder ein Mal mit Wasser (20 mL) gewaschen. Nach
Trocknen der organischen Phase iiber Natriumsulfat wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird chromatographisch an Kieselgel mit

einer Mischung aus Ethylacetat/n-Hexan (50:50) als Elutionsmittel gereinigt.

AAV 9: Synthese von Trityloxvaminophosphonat 28 ausgehend von Carbonsiure 9 via
t.[217]

osemischtem Anhydrid in Anlehnung an Li

2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsidure 9 (1 Aquivalent, 1.91 g, 6 mmol)
wird unter Stickstoffatmosphire in trockenem Tetrahydrofuran (60 mL) gelost und mit 4-
Methylmorpholin (1.1 Aquivalente, 0.67 g, 6.6 mmol) versetzt. Die Losung wird auf -20 °C
gekiihlt und es wird Chlorameisensiureisobutylester (1.1 Aquivalente, 0.90 g, 6.6 mmol)
zugetropft. Der Ansatz wird 10 Minuten bei -20 °C geriihrt. O-Tritylhydroxylamin (1
Aquivalent, 1.65 g, 6 mmol) wird in trockenem Tetrahydrofuran (12 mL) geldst und ebenfalls
dem Ansatz zugetropft. Der Ansatz wird auf Raumtemperatur erwdrmt und iliber Nacht
geriihrt. Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer
eingeengt. Dieses wird mit Wasser (30 mL) versetzt und drei Mal mit Ethylacetat extrahiert
(je 30mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit  geséttigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
chromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten von Ethylacetat/n-Hexan

(0:100 — 100:0) gereinigt.

AAV 10: Entschiitzung des Trityloxvaminophosphonats 28 zur freien Hydroxamsiure
20

Trityloxyaminophosphonat 28 (1 Aquivalent, 0.58 g, 1mmol) wird in trockenem
Dichlormethan (25 mL) unter Schutzgasatmosphidre gelost und es wird langsam
Trifluoressigsiure (8 Aquivalente, 0.91 g, 8 mmol) zugetropft. AnschlieBend wird
Triethylsilan (2 Aquivalente, 0.23 g, 2 mmol) zugegeben. Nachdem die Lésung 2 Stunden bei

Raumtemperatur geriihrt wurde, wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und
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das Rohprodukt chromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsmittelgradienten aus

Ethylacetat/n-Hexan (0:100 — 100:0) gereinigt.

AAV 11: Oxidation der Sulfide 10-16, 21-24, 26 und 29 zu den entsprechenden Sulfonen
30-39 bzw. Sulfoxiden 40-42 in Anlehnung an Lit.!'®”!

70-75 %ige 3-Chlorperoxybenzoesidure wird unter Stickstoffbegasung in 20 mL trockenem
Dichlormethan suspendiert. Die Synthese von Sulfon 37 erfordert die Verwendung von
trockenem N,N-Dimethylformamid. Im Falle der Synthese der Sulfone 30-39 werden 2.6
Aquivalente (1.14 g, 5.2 mmol) 3-Chlorperoxybenzoesiure verwendet. Fiir die Synthese der
Sulfoxide 40-42 wird 1 Aquivalent (0.44 g, 2 mmol) 3-Chlorperoxybenzoesiure benétigt. Die
Suspension wird auf 0 °C gekiihlt. Das ausgewihlte Sulfid (1 Aquivalent, 2 mmol) wird in
2 mL trockenem Dichlormethan gelost und dem Ansatz zugegeben. Anschlieend wird der
Ansatz eine Stunde bei 0 °C geriihrt, danach auf Raumtemperatur erwdrmt und weitere 12
Stunden geriihrt. Nach Entfernen des LoOsungsmittels am Rotationsverdampfer wird das
Rohprodukt auf Kieselgel aufgezogen und chromatographisch an Kieselgel mit einem

Elutionsmittelgradienten aus n-Hexan und Ethylacetat (100:0 — 0:100) gereinigt.

AAV 12: TMSBr-vermittelte Konversion der Phosphonsiurediethylester 10-17, 19-27

und 30-42 zu den freien Phosphonsiuren 43-65 in Anlehnung an Lit.[07!112

Der ausgewihlte Phosphonsiurediethylester 10-17, 19-27 oder 30-42 (1 Aquivalent, 1 mmol)
wird in iiber Calciumhydrid getrocknetem und frisch destillierten Dichlormethan (10 mL)
gelost. Die so erhaltene Losung wird mit Stickstoff begast und in einem Eisbad auf 0 °C
gekiihlt. Trimethylsilylbromid (5 Aquivalente, 0.66 mL, 5 mmol) wird tropfenweise zugesetzt
und der Ansatz 1 Stunde bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wird dieser auf Raumtemperatur
erwdrmt und fiir weitere 47 Stunden geriihrt. Danach wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird in trockenem Tetrahydrofuran (10 mL)
geldst und mit Wasser (3 Aquivalente, 0.05 mL, 3 mmol) versetzt. Die resultierende Losung
wird 45 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, dann wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand tiber Nacht im Hochvakuum getrocknet.
Kristallisiert das Produkt durch Zugabe von Ethylacetat und n-Hexan aus, werden die
Kristalle mit Diethylether gewaschen. Ist das Produkt ein Ol, wird es
sdulenchromatographisch an einer kleinen Menge Kieselgel mit einem Gradienten bestehend

aus n-Hexan und Ethylacetat als Elutionsmittel (100:0 — 0:100) gereinigt.

135



8.3 Analytische Daten

Di-tert-butyl(3.4-difluorbenzyl)phosphonat 1

PN
O-p

/

g%

Hergestellt aus Di-ter-butylphosphit (9.7 g, 50 mmol) und 3,4-Difluorbenzylchlorid
(8.13 g, 50 mmol) nach AAV 1.

Ausbeute 85 % weiller Feststoff
Schmelzpunkt 50 °C
'"H-.NMR 500.13 MHz, [D¢]DMSO=6 (ppm): 7.40-7.32 (m, 1H, Haom.),

7.32-7.23 (m, 1H, Haom), 7.14-7.05 (m, 1H, Huom.), 3.05 (d,
2J(H,P)=21.3 Hz, 2H, PCH,), 1.48 (s, 0.26H, CH;), 1.44 (s,
0.45H, CHs), 1.40 (s, 0.88H, CH3), 1.36 (s, 15.3H, CH3), 1.32 (s,
0.92H, CH3), 1.23 (s, 0.19H, CH3)

BC-NMR 125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 149.34 (ddd, 'J(C,F)=243.7
Hz, *J(C,F)=12.4 Hz, ‘J(C,P)=3.9 Hz, Cuom), 147.40 (ddd,
'J(C,F)=244.2 Hz, “J(C,F)=12.8 Hz, >J(C,P)=3.3 Hz, Cauom),
131.67-131.41 (m, Carom), 126.65-126.39 (m, Carom.), 118.43
(dd, *J(C,F)=17.3 Hz, *J(C,F)="J(C,P)=6.3 Hz, Cuom), 116.82
(dd, 2J(C,F)=16.9 Hz, *J(C,F)="J(C,P)=2.9 Hz, Carom), 81.32 (d,
2J(C,P)=8.5 Hz, POC), 35.96 (d, 'J(C,P)=141.2 Hz, PC), 29.80
(d, *J(C,P)=3.8 Hz, CH;)

Ci5Ha3F205P [320.32]
CHN Berechnet (%): C56.25,H7.24
Gefunden (%): C 56.20,H 7.31
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Diethyl((3.4-difluorphenyl)(mercapto)methyl)phosphonat 2

9
/7O-p__sH
\/O
F
F

Hergestellt aus Diethyl(3,4-difluorbenzyl)phosphonat (8.72 g, 33 mmol) nach AAV 2.
Ausbeute 67 % gelbes Ol
"H-NMR 500.13 MHz, [Ds]DMSO =8 (ppm): 7.57-7.17 (m, 3H, Harom.),

4.81 (d, *J(H,P)=20.0 Hz, 0.31H, PCH), 4.76 (d, *J(H,P)=19.2
Hz, 0.26H, PCH), 4.58 (dd, *J(H,P)=19.7 Hz, *J(H,H)=9.5 Hz,
0.43H, PCH), 4.15-3.99 (m, 2H, POCH,), 3.99-3.76 (m, 2H,
POCH,), 3.68 (d, *J(HH)=J(H,P)=9.5 Hz, SH), 3.65 (d,
3J(H,H)="J(H,P)=9.5 Hz, SH), 1.31-1.14 (m, 3H, CH3), 1.14-
0.97 (m, 3H, CH3)

BC-NMR 125.76 MHz, [Dg]DMSO=3 (ppm): 150.16-149.51 (m, Carom.),
148.15-147.50 (m, Carom), 135.84-135.66 (m, Carom), 132.47-
132.24 (m, Carom.), 132.11-131.94 (m, Carom.), 126.80-126.46 (m,
Carom), 125.81-125.59 (m, Carom), 118.76-118.28 (m, Carom)s
117.88-117.04 (m, Carom), 62.96 (d, J(C,P)=6.3 Hz, POCH),),
62.86 d, “J(C,P)=6.3 Hz, POCH,), 62.82 d, “J(C,P)=6.8 Hz,
POCH,), 62.63 (d, “J(C,P)=6.9 Hz, POCH,), 47.85 (d,
'J(C,P)=138.6 Hz, PC), 47.67 (d, 'J(C,P)=141.3 Hz, PC), 35.33
(d, 'J(C,P)=146.2 Hz, PC), 16.2-15.8 (m, CH3)

C11H;sF,05PS [296.27]
HRMS (ESI) C11H;5F,0;PS+H" [M+H']
Berechnet:  297.05203

Gefunden: 297.05215
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Diethvyl((3.4-dichlorphenvl)(mercapto)methyD)phosphonat 3

0
|1
/O~p__sH

\/O

Cl
Cl

Hergestellt aus Diethyl(3,4-dichlorbenzyl)phosphonat (8.62 g, 29 mmol) nach AAV 2.
Ausbeute 62 % gelbes Ol

'H-NMR 500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 8.09 (d, J=2.1 Hz, 0.05H,
Harom), 7.93 (d, J=2.1 Hz, 0.02H, Haom), 7.92 (d, J=2.2 Hz,
0.03H, Hurom), 7.86 (s, 0.04H, Huom), 7.82 (s, 0.04H, Harom.),
7.80-7.77 (m, 0.08H, Hyrom), 7.73-7.61 (m, 1.2H, Hurom), 7.60-
7.48 (m, 0.7H, Harom), 7.45-7.31 (m, 0.84H, Haom), 5.28 (d,
2J(H,P)=20.5 Hz, 0.06H, PCH), 5.04 (d, “J(H,P)=19.8 Hz, 0.1H,
PCH), 5.02 (d, “J(H,P)=20.1 Hz, 0.11H, PCH), 4.93 (d,
2J(H,P)=20.2 Hz, 0.14H, PCH), 4.88 (d, “J(H,P)=20.1 Hz,
0.33H, PCH), 4.79 (d, “J(H,P)=19.1 Hz, 0.26H, PCH), 4.17-3.79
(m, 4H, POCH,), 1.31-1.15 (m, 3.34H, CHs), 1.13-0.98 (m,
2.66H, CH;)

BC-NMR 125.76 MHz, [Ds]DMSO=38 (ppm): 135.66 (d, *J(C,P)=4.6 Hz,
Carom), 135.40 (d, *J(C,P)=2.9 Hz, Cyom), 131.63-131.24 (m,
Carom), 130.96-130.44 (m, Carom), 130.07-129.43 (m, Curom),
63.14-62.92 (m, POCH,), 62.59-62.38 (m, POCH,), 47.61 (d,
'J(C,P)=137.5 Hz, PC), 16.54-15.55 (m, CH3)

C11H;5CLOsPS [329.17]
HRMS (ESI) C11H;sCLOsPS+H [M+H']
Berechnet:  328.99293

Gefunden: 328.99298
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Diethyl(mercapto(naphthalen-1-yl)methyl)phosphonat 4

/TO~p__sH

Hergestellt aus Diethyl(naphthalen-1-ylmethyl)phosphonat (13.91 g, 50 mmol) nach

AAV 2.
Ausbeute

'"H-.NMR

BC-NMR

C15H1903PS

HRMS (ESI)

84 % gelbes Ol

500.13 MHz, [D]DMSO=5 (ppm): 8.30 (s, 1H, Harom.), 7.95 (d,
3J(H,H)=7.6 Hz, 1.20H, Hyrom.), 7.88 (d, *J(H,H)=7.9 Hz, 1.80H,
Harom), 7.64-7.46 (m, 3H, Hywom), 5.32-5.18 (m, 1H, PCH),
4.19-4.10 (m, 2H, POCH,), 3.87-3.77 (m, 1H, POCH,), 3.70—
3.60 (m, 1H, POCH,), 3.59-3.52 (m, 1H, SH), 1.25 (,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHs), 0.85 (t, “J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=38 (ppm): 133.91-133.77 (m, Carom.),
133.24 (Carom), 130.51 (d, J(C,P)=7.6 Hz, Cauom), 128.60
(Carom), 128.02 (Carom), 127.27-126.89 (m, Cirom), 126.49-
126.08 (m, Carom.), 125.97-125.64 (m, Carom.), 125.43-125.09 (m,
Carom)> 123.86-123.22 (m, Cyrom), 62.92 (d, *J(C,P)=7.0 Hz,
POCH,), 32.29-32.17 (m, PC), 31.20-30.84 (m, PC), 16.45-
16.13 (m, CH3), 16.07-15.53 (m, CH3)

[310.35]
CisH190sPS+H  [M+H']
Berechnet: 311.08653

Gefunden: 311.08691
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Diethyl((3.5-difluorphenyl)(mercapto)methyl)phosphonat 5

(@]
/0~ P _SH
VOJéL
F F
Hergestellt aus Diethyl(3,5-difluorbenzyl)phosphonat (8.45 g, 32 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute 62 % hellgelber Feststoff

'H-NMR 500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 7.32-7.20 (m, 1H, Harom),
7.17 (d, *J(H,F)=7.7 Hz, 0.25H, Hyrom.), 7.14 (d, *J(H,F)=7.6 Hz,
0.25H, Hurom ), 7.06 (d, *J(H,F)=6.4 Hz, 1.5H, Hurom), 5.05 (d,
2J(H,P)=20.2 Hz, 0.02H, PCH), 5.03 (d, *J(H,P)=19.9 Hz, 0.1H,
PCH), 4.94 (d, “J(H,P)=20.1 Hz, 0.15H, PCH), 491 (d,
*J(H,P)=20.2 Hz, 0.41H, PCH), 4.84 (d, “J(H,P)=19.1 Hz,
0.32H, PCH), 4.17-4.01 (m, 2H, POCH,), 4.00-3.91 (m, 1H,
POCH)), 3.91-3.80 (m, 1H, POCH,), 1.25 (t, *J(H,H)=7.0 Hz,
1.3H, CH3), 1.21 (t, *J(H,H)=6.9 Hz, 1.7H, CHs), 1.07 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

BC-NMR 125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 162.04 (dd, 'J(C,F)=245.9
Hz, *J(C,F)=12.8 Hz, Carom), 139.21-138.84 (m, Cyrom), 138.73-
138.39 (m, Carom.), 113.16-112.44 (m, Carom.), 103.96-103.45 (m,
Carom.), 63.20-62.89 (m, POCH,), 48.17 (d, 'J(C,P)=137.2 Hz,
PC), 47.85 (d, 'J(C,P)=139.3 Hz, PC), 16.58-15.52 (m, CH3)

Cy1H;sF,05PS [296.27]
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Diethvyl((3.5-dimethoxyphenvD)(mercapto)methvDphosphonat 6

O
I
/7O-p__sH
\/O

Hergestellt aus Diethyl(3,5-dimethoxybenzyl)phosphonat (14.41 g, 50 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

C13H21O5PS

57 % gelbes Ol

500.13 MHz, [Ds]DMSO=3 (ppm): 6.66-6.62 (m, 1.28H, Harom.),
6.62-6.60 (m, 0.16H, Haom), 6.60-6.58 (m, 0.16H, Harom,), 6.54-
6.50 (m, 0.3H, Hurom), 6.50-6.45 (m, 0.32H, Hyom), 6.44-6.38
(m, 0.78H, Harom), 4.63 (d, 2J(H,P)=19.2 Hz, 0.06H, PCH), 4.53
(d, 2J(H,P)=19.8 Hz, 0.07H, PCH), 4.47 (d, J(H,P)=18.3 Hz,
0.12H, PCH), 4.39 (dd, *J(H,P)=18.9 Hz, *J(H,H)=9.1 Hz,
0.64H, PCH), 4.31 (d, *J(H,P)=19.0 Hz, 0.11H, PCH), 4.16-3.99
(m, 2H, POCH,), 3.96-3.86 (m, 1H, POCH),), 3.85-3.76 (m, 1H,
POCH,), 3.75-3.70 (m, 6H, OCH;), 3.44 (d,
SJH,H)="J(H,P)=9.2 Hz, SH), 3.42 (d, *J(HH)="J(H,P)=9.2
Hz, SH), 124 (t, *J(HH)=7.0 Hz, 3H, CCHs), 1.07 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CCHa)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 160.15-160.00 (m, Carom.),
139.76 (d, J(C,P)=2.7 Hz, Curom), 106.99 (d, *J(C,P)=6.4 Hz,
Carom.)s 99.05 (d, >J(C,P)=2.0 Hz, Carom), 62.66 (d, *J(C,P)=7.0
Hz, POCH,), 62.57 (d, J(C,P)=7.1 Hz, POCH,), 55.20-54.97
(m, OCHs), 36.47 (d, 'J(C,P)=145.5 Hz, PC), 16.21 (d,
3J(C,P)=5.7 Hz, CCH3), 15.97 (d, *J(C,P)=5.9 Hz, CCH3)

[320.34]
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Diethyl(mercapto(4-(methvlthio)phenvDmethvD)phosphonat 7

/\O\s
\/é

Hergestellt aus Diethyl(mercapto(4-(methylthio)phenyl)methyl)phosphonat (16.46 g,

60 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute 69 % braunes Ol

'H-NMR 600.22 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 7.39 (dd, *J(H,H)=8.4 Hz,
‘J(H,H)=1.9 Hz, 1H, Huom), 7.31-7.25 (m, 1H, Huom), 7.25-
7.18 (m, 2H, Haom), 4.54 (d, 2J(H,P)=18.8 Hz, 0.20H, PCH),
4.47 (dd, 2J(H,P)=19.0 Hz, *J(H,H)=8.9 Hz, 0.71H, PCH), 4.43
(m, 0.09H, PCH), 4.12-3.98 (m, 2H, POCH)), 3.40-3.84 (m, 1H,

POCH,), 3.84-3.73 (m, 1H,

SJ(H,H)="J(H,P)=8.9 Hz, SH), 3.38 (d, *J(H,H)="J(H,P)=8.9
Hz, SH), 2.48 (s, 0.96H, SCH3), 2.48-2.47 (m, 0.3H, SCH3),
2.46 (s, 1.64H, SCH3), 2.45-2.44 (m, 0.1H, SCH3), 1.27-1.15
(m, 3H, CH3), 1.14-1.01 (m, 3H, CHs)

BC-NMR 150.93 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 137.39 (d, *J(C,P)=2.5 Hz,
Carom.), 134.00 (d, 2J(C,P)=3.5 Hz, Cuom), 130.27-130.08 (m,

Carom), 129.21 (d, *J(C,P)=6.2 Hz,

, 125.53 (Carom.),

125.40 (d, *J(C,P)=4.4 Hz, Caom), 62.7 (d, *J(C,P)=6.8 Hz,
POCH,), 62.5 (d, “J(C,P)=6.7 Hz,
'J(C,P)=146.2 Hz, PC), 14.5 (SCH3), 14.3 (SCH3)

C12H1903PS; [306.37]
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Di-tert-butyl((3.4-difluorphenyl)(mercapto)methyl)phosphonat 8

Hergestellt aus 1 (13.77 g, 43 mmol) nach AAV 2.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-NMR

BC.NMR

Ci5Ha3F2O3PS

54 % weiller Feststoff
62 °C

600.22 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 7.51-7.44 (m, 0.9H, Harom),
7.43-7.34 (m, 1H, Hyrom.), 7.31-7.25 (m, 0.8H, Hyrom,), 7.23-7.19
(m, 02H, Haom), 7.13-7.08 (m, 0.2H, Huem) 4.48 (d,
2JH,P)=19.6 Hz, 0.03H, PCH), 4.43 (d, “J(HP)=19.3 Hz,
0.08H, PCH), 4.38 (d, >J(H,P)=19.5 Hz, 0.05H, PCH), 4.33 (d,
2J(H,P)=19.9 Hz, 0.04H, PCH), 4.26 (dd, “J(H,P)=19.2 Hz,
3J(H,H)=8.4 Hz, 0.71H, PCH), 4.07 (d, 2J(H,P)=19.0 Hz, 0.09H,
PCH), 3.35 (d, *J(H,H)="J(H,P)=8.4 Hz, SH), 3.34-3.33 (m,
SH), 1.41 (s, 6.63H, CH3), 1.39-1.37 (m, 0.56H, CH3), 1.37-1.35
(m, 0.88H, CH3), 1.34 (s, 1.08H, CH3), 1.33 (s, 1.21H, CH3),
1.32 (s, 5.89H, CH3), 1.30 (s, 1.75H, CHs)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 148.65 (dd, 'J(C,F)=244.9
Hz, *J(C,F)=12.2 Hz, Caom), 148.40 (dd, 'J(C,F)=243.9 Hz,
*J(C,F)=11.3 Hz, Caom), 136.79-136.58 (m, Carom), 125.90
(Carom.), 117.86 (dd, “J(C,F)=18.0 Hz, *J(C,F)="J(C,P)=5.3 Hz,
Caom), 11676 (d, 2J(C,F)=16.9 Hz, Caom), 82.60 (d,
2J(C,P)=9.2 Hz, POC), 82.57 (d, 2J(C,P)=9.0 Hz, POC), 38.42
(PC), 29.84 (d, *J(C,P)=3.2 Hz, CH;), 29.80-29.70 (m, CHs),
29.62 (d, *J(C,P)=3.1 Hz, CHj)

[352.38]
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2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsidure 9

Hergestellt aus Diethyl(mercapto(phenyl)methyl)phosphonat (1.30 g, 5 mmol) nach

AAV 4.
Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

C13H1905PS

CHN

144

82 % farbloses Ol

500.13 MHz, [Dg]DMSO=56 (ppm): 12.71 (br. s, 1H, OH), 7.43-
7.38 (m, 2H, Harom), 7.38-7.33 (m, 2H, Harom), 7.33-7.27 (m,
1H, Haom), 4.57 (d, 2J(H,P)=18.8 Hz, 0.07H, PCH), 4.47 (d,
2J(H,P)=19.6 Hz, 0.84H, PCH), 4.44 (d, “J(H,P)=19.2 Hz,
0.09H, PCH), 4.11-3.99 (m, 2H, POCH,), 3.95-3.84 (m, 1H,
POCH)), 3.83-3.73 (m, 1H, POCH,), 3.38-3.34 (m, 1H, SCH),),
3.15 (d, 2J(H,H)=15.2 Hz, 1H, SCH,), 1.22 (t, *J(H,H)=7.0 Hz,
3H, CHs), 1.04 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 170.57 (C=0), 135.05 (d,
2J(C,P)=5.0 Hz, Cuom), 129.14 (d, *J(C,P)=6.4 Hz, Caom),
128.33 (Carom)> 127.70 (Carom), 62.62 (d, “J(C,P)=6.5 Hz,
POCH,), 62.49 (d, “J(C,P)=7.0 Hz, POCH,), 43.88 (d,
'J(C,P)=144.0 Hz, PC), 33.32 (d, *J(C,P)=7.0 Hz, SCH.,), 16.14
(d, >J(C,P)=5.5 Hz, CH3), 15.92 (d, *J(C,P)=5.5 Hz, CH3)

[318.33]
Berechnet (%): C49.05,H 6.02
Gefunden (%): C49.23,H 6.28



Diethyl(((2-(hydroxy(methyDamino)-2-oxoethyl)thio)(phenv)methyl)phosphonat 10

0]

0
/TO-p s\)J\N,OH

Hergestellt aus Diethyl(mercapto(phenyl)methyl)phosphonat (9.63 g, 37 mmol) nach

AAV 5.
Ausbeute

Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci4H2oNOsPS

CHN

41 % weiler Feststoff
79 °C

500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 10.02 (br. s, 1H, OH), 7.44-
7.39 (m, 2H, Haom), 7.38-7.32 (m, 2H, Haom), 7.32-7.26 (m,
1H, Harom), 4.57 (d, *J(H,P)=19.7 Hz, 1H, PCH), 4.12-3.99 (m,
2H, POCH,), 3.95-3.84 (m, 1H, POCH,), 3.84-3.73 (m, 1H,
POCH,), 3.53 (d, “J(H,H)=14.7 Hz, 1H, SCH,), 3.34 (d,
*J(H,H)=14.7 Hz, 1H, SCH,), 3.06 (s, 3H, NCH3), 1.22 (4,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3), 1.04 (t, J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 168.41 (C=0), 135.55 (d,
2J(C,P)=4.2 Hz, Cyom), 129.12 (d, *J(C,P)=6.4 Hz, Carom),
12823 (Carom), 127.52 (Carom), 62.50 (d, *J(C,P)=6.9 Hz,
POCH,), 62.42 (d, “J(C,P)=6.9 Hz, POCH,), 43.37 (d,
'J(C,P)=143.6 Hz, PC), 35.72 (NCHs), 32.12 (d, *J(C,P)=6.6
Hz, SCH,), 16.13 (d, *J(C,P)=5.6 Hz, CHs), 15.92 (d,
3J(C,P)=5.5 Hz, CH3)

[347.37]
Berechnet (%): C48.41,H 6.38, N 4.03
Gefunden (%): C48.58, H6.51, N 3.87
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Diethyl(((2-(hydroxy(methvlamino)-2-oxoethyl)thio)(p-tolyDmethyl)phosphonat 11

0 0]
|l
|

—

Hergestellt aus Diethyl(mercapto(p-tolyl)methyl)phosphonat (4.11 g, 15 mmol) nach

AAV 5.
Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-NMR

BC.NMR

Ci5H24NOsPS

CHN

146

27 % weiler Feststoff
57 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 10.00 (br. s, 1H, OH), 7.29
(d, *J(H,H)=7.8 Hz, 2H, Haom), 7.15 (d, *J(H,H)=7.8 Hz, 2H,
Harom ), 4.52 (d, 2J(H,P)=19.6 Hz, 1H, PCH), 4.12-3.97 (m, 2H,
POCH,), 3.94-3.84 (m, 1H, POCH,), 3.84-3.72 (m, 1H,
POCH,), 3.51 (d, 2J(H,H)=14.8 Hz, 1H, SCH,), 3.30-3.26 (m,
1H, SCH,), 3.13-3.00 (m, 3H, NCHs), 2.34-2.23 (m, 3H,
CHiarom), 122 (t, *J(HH)=7.0 Hz, 3H, CH;), 1.06 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.46 (C=0), 136.71 (d,
*J(CP=1.9 Hz, Cuom), 132.38 (d, *J(C,P)=4.5 Hz, Cuom),
129.00 (d, *J(C,P)=6.4 Hz, Carom), 128.79 (Carom), 62.42 (d,
2J(C,P)=7.2 Hz, POCH,), 62.35 (d, “J(C,P)=7.0 Hz, POCH),),
43.06 (d, 'J(C,P)=144.2 Hz, PC), 35.71 (NCHs), 32.00 (d,
3J(C,P)=6.5 Hz, SCH,), 20.60 (CH3arom), 16.13 (d, *J(C,P)=5.6
Hz, CH3), 15.95 ppm (d, *J(C,P)=5.6 Hz, CHs)

[361.39]
Berechnet (%): C49.85,H6.69, N 3.88, S 8,87
Gefunden (%): C49.74,H 6.73, N 3.70, S 8.92



Diethyl(((2-(hydroxy(methyDamino)-2-oxoethyl)thio)(naphthalen-1-yl)methyl)-

phosphonat 12

Hergestellt aus 4 (6.21 g, 20 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

CisH24NOsPS

CHN

70 % weiler Feststoff
85 °C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=5 (ppm): 10.02 (br. s, 1H, OH), 8.22
(d, *J(HH)=7.6 Hz, 1H, Hyom), 7.96 (d, *J(H,H)=7.8 Hz, 1H,
Harom), 7.89 (d, *J(H,H)=8.0 Hz, 1H, Hurom), 7.87-7.81 (m, 1H,
Harom.), 7.62—7.50 (m, 3H, Hyrom), 5.49 (d, *J(H,P)=19.6 Hz, 1H,
PCH), 4.13-4.04 (m, 2H, POCH,) 3.90-3.80 (m, 1H, SCH,),
3.76-3.64 (m, 2H, POCH),), 3.43-3.37 (m, 1H, SCH,), 3.06 (s,
3H, NCH3), 1.24-1.17 (m, 3H, CH3), 0.94-0.86 (m, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.60 (C=0), 133.23 (d,
JCPy=75 Hz, Cuom), 131.65 (d, J(C,P)=1.8 Hz, Caom),
131.32-130.95 (m, Caom), 128.61 (Carom), 128.08 (Carom),
127.16 (d, J(C,P)=7.5 Hz, Caom), 126.41-126.24 (m, Carom.),
125.78 (Carom.)s 125.22 (Carom.), 123.37-123.18 (m, Carom.), 62.56
(d, 2J(C,P)=7.0 Hz, POCH,), 37.46 (d, 'J(C,P)=147.51 Hz, PC),
35.72 (NCHj3), 32.43-32.15 (m, SCH,), 16.16 (d, *J(C,P)=5.8
Hz, CHs), 15.80 (d, *J(C,P)=5.7 Hz, CH3)

[397.43]
Berechnet (%): C 54.40, H 6.09, N 3.52
Gefunden (%): C 54.52,H 6.14, N 3.47
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Diethvyl((3.4-difluorphenyl)((2-(hydroxy(methyDamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-

phosphonat 13

2
/O-p_s

(0]
_OH
o N
\/ |
F
F

Hergestellt aus 2 (2.96 g 20 mmol) nach AAV S.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-NMR

BC.NMR

C14H20F2N05PS

CHN

148

44 % weiller Feststoff
102 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 10.02 (br. s, 1H, OH), 7.47—
741 (m, 2H, Haom), 7.28-7.26 (m, 1H, Haom), 4.64 (d,
2J(H,P)=20.3 Hz, 1H, PCH), 4.12-4.04 (m, 2H, POCH,), 3.97—
3.89 (m, 1H, POCH,), 3.89-3.82 (m, 1H, POCH,), 3.52 (d,
2J(H,H)=14.8 Hz, 1H, SCH,), 3.38 (d, “J(H,H)=14.9 Hz, 1H,
SCH,), 3.05 (s, 3H, NCH3), 1.23 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH;),
1.08 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.11 (C=0), 149.97-
149.52 (m, Carom.), 148.06-147.56 (m, Carom), 133.57 (Carom.),
126.19-125.98 (m, Carom), 117.88 (dd, *JC,F)=17.5 Hz,
SJ(C,F)="J(C,P)=6.2 Hz, Caom), 117.32 (d, *J(C,F)=17.3 Hz,
Carom.), 62.74 (d, 2J(C,P)=7.2 Hz, POCH)), 62.66 (d, *J(C,P)=7.3
Hz, POCH,), 42.49 (d, 'J(C,P)=144.1 Hz, PC), 35.72 (NCH3),
32.37 (d, *J(C,P)=7.6 Hz, SCH,), 16.12 (d, *J(C,P)=5.7 Hz,
CHs), 15.96 (d, *J(C,P)=5.5 Hz, CH3)

[383.35]
Berechnet (%): C43.86,H 5.26, N 3.65
Gefunden (%): C44.09,H5.41,N 3.55



Diethyl((3.4-dichlorphenvD((2-(hydroxv(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-

phosphonat 14

i
/O-p

0
s _OH
y N
P |
cl
Cl

Hergestellt aus 3 (5.93 g, 18 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute

Schmelzpunkt

"H-NMR

BC.NMR

Ci14H20C1,NOsPS

CHN

51 % weiller Feststoff
86 °C

500.13 MHz, [De]DMSO=5 (ppm): 10.03 (br. s, 1H, OH), 7.67—
7.62 (m, 2H, Huom), 7.44-7.39 (m, 1H, Huom), 4.67 (d,
2 J(H,PY=20.5 Hz, 1H, PCH), 4.12-4.03 (m, 2H, POCH,), 3.99—
3.83 (m, 2H, POCH), 3.51 (d, 2J(H,H)=14.8 Hz, 1H, SCH),
3.40 (d, 2J(H,H)=14.9 Hz, 1H, SCH,), 3.05 (s, 3H, NCH), 1.23
(t, *JHH)=7.0 Hz, 3H, CH), 1.09 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H,
CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.03 (C=0), 137.14 (d,
2J(C,P)=4.2 Hz, Cyom), 130.81 (d, *J(C,P)=6.5 Hz, Carom),
130.73 (Carom), 130.49 (Curom), 130.15 (d, *“J(C,P)=2.8 Hz,
Carom)> 129.38 (d, *J(C,P)=6.2 Hz, Carom ), 62.84 (d, >J(C,P)=6.8
Hz, POCH,), 62.70 (d, J(C,P)=6.9 Hz, POCH,), 42.41 (d,
'J(C,P)=143.0 Hz, PC), 35.72 (NCHs), 32.53 (d, *J(C,P)=7.6
Hz, SCH,), 16.12 (d, *J(C,P)=5.7 Hz, CHs), 15.96 (d,
3J(C,P)=5.5 Hz, CH;)

[416.25]
Berechnet (%): C 40.40, H 4.84, N 3.36
Gefunden (%): C 40.65, H 4.83, N 3.30
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Diethvyl((3.5-difluorphenyl)((2-(hydroxy(methyDamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-

phosphonat 15

/\O\ s
\//é\

Hergestellt aus 5 (4.44 g, 15 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci4H0F2NOsPS

CHN

150

31 % weiler Feststoff
80 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 10.04 (br. s, 1H, OH), 7.26—
7.17 (m, 1H, Hyom), 7.12 (d, *J(H,F)=7.1 Hz, 2H, Harom.), 4.69
(d, 2J(H,P)=20.5 Hz, 1H, PCH), 4.15-4.03 (m, 2H, POCH,),
4.01-3.82 (m, 2H, POCH,), 3.53 (d, *J(H,H)=14.8 Hz, 1H,
SCH,), 3.42 (d, J(H,H)=14.9 Hz, 1H, SCH,), 3.05 (s, 3H,
NCH3), 1.23 (t, *J(H,H)=6.9 Hz, 3H, CH3), 1.09 (t, *J(H,H)=7.0
Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=38 (ppm): 168.04 (C=0), 161.93 (dd,
'J(C,F)=246.3 Hz, *J(C,F)=13.4 Hz, Cyrom), 140.61-140.45 (m,
Carom), 112.27 (dd, *J(C,F)=26.3 Hz, *‘J(C,F)="J(C,P)=5.9 Hz,
Carom), 103.55-102.96 (m, Carom), 62.89 (d, *J(C,P)=6.7 Hz,
POCH,), 62.77 (d, *J(C,P)=6.8 Hz, POCH,), 42.96 (d,
'J(C,P)=142.3 Hz, PC), 35.73 (NCHs), 32.60 (d, *J(C,P)=7.7
Hz, SCH,), 16.12 (d, *J(C,P)=5.6 Hz, CHs), 15.95 (d,
3J(C,P)=5.4 Hz, CH3)

[383.35]
Berechnet (%): C43.86, H 5.26, N 3.65
Gefunden (%): C43.90,H5.24,N3.71



Diethyl((3.5-dimethoxyphenvD((2-(hydroxv(methyl)amino)-2-oxoethyDthio)methyl)-

phosphonat 16

0 0
11
/T0-p S\)J\N/OH

Hergestellt aus 6 (3.20 g, 10 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC-NMR

Ci6H26NO7PS

CHN

37 % weiler Feststoff
111 °C

500.13 MHz, [D]DMSO=5 (ppm): 10.03 (br. s, 1H, OH), 6.61—
6.55 (m, 2H, Haom), 6.47-6.41 (m, 1H, Haom), 4.48 (d,
2J(H,P)=19.6 Hz, 1H, PCH), 4.11-4.00 (m, 2H, POCH,), 3.97—
3.89 (m, 1H, POCH,), 3.88-3.79 (m, 1H, POCHy,), 3.73 (s, 6H,
OCH3), 3.53 (d, “J(HH)=14.9 Hz, 1H, SCH,), 3.38 (d,
*J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.07 (s, 3H, NCH3), 1.23 (4,
J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CCH;), 1.09 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H,
CCHjs)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 168.43 (C=0), 160.11
(Carom.)> 137.75 (Carom.), 107.37 (d, *J(C,P)=6.6 Hz, Cqrom.), 99.08
(Carom.), 62.6 (d, 2J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 62.5 (d, *J(C,P)=6.7
Hz, POCH,), 55.10 (OCHs3), 43.46 (d, 'J(C,P)=143.0 Hz, PC),
35.74 (NCH3), 32.36 (d, *J(C,P)=7.3 Hz, SCH,), 16.17 (d,
3J(C,P)=5.5 Hz, CCH3), 16.00 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, CCHs)

[407.42]
Berechnet (%): C47.17,H6.43,N 3.44
Gefunden (%): C47.24,H 6.26, N 3.34
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Diethyl(((2-(hydroxy(methyDamino)-2-oxoethyl)thio)(4-(methylthio)phenyl)methyl)-

phosphonat 17

\/O

0] 0]
11
/\o\/p S\)J\N”OH
|

S\

Hergestellt aus 7 (6.13 g, 20 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci5H24NOsPS,

CHN

152

42 % weiler Feststoff
78 °C

600.22 MHz, [Dg]DMSO=3 (ppm): 10.01 (br. s, 1H, OH), 7.34
(d, *J(H,H)=7.0 Hz, 2H, Hyom), 7.24 (d, *J(H,H)=8.2 Hz, 2H,
Harom ), 4.55 (d, 2J(H,P)=19.8 Hz, 1H, PCH), 4.11-3.99 (m, 2H,
POCH,), 3.95-3.88 (m, 1H, POCH,), 3.86-3.77 (m, 1H,
POCH,), 3.52 (d, “J(H,H)=14.8 Hz, 1H, SCH,), 3.32 (d,
2J(H,H)=14.8 Hz, 1H, SCH,), 2.47 (s, 3H, SCH;) 1.22 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3), 1.08 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

150.93 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.38 (C=0), 137.48 (d,
*J(C,P)=1.6 Hz, Cuom), 131.89 (d, “J(C,P)=4.2 Hz, Cauom)
129.62 (d, *J(C,P)=6.4 Hz, Cuom), 125.49 (Carom), 62.48 (d,
2J(C,P)=6.3 Hz, POCH,), 62.45 (d, *J(C,P)=6.4 Hz, POCH,),
4291 (d, 'J(C,P)=144.0 Hz, PC), 35.72 (NCHs), 32.07 (d,
3J(C,P)=6.5 Hz, SCH,), 16.14 (d, *J(C,P)=5.7 Hz, CH3), 15.98
(d, *J(C,P)=5.4 Hz, CH3), 14.39 (SCH3)

[393.45]
Berechnet (%): C45.79,H 6.15,N 3.56, S 16.30
Gefunden (%): C 45.60, H 6.04, N 3.30, S 16.30



Di-tert-butyl(((2-(zert-butoxy(methvl)amino)-2-oxoethyl)thio)(3.4-difluorphenyl)-
methyl)phosphonat 18

F
F
Hergestellt aus 8 (3.17 g, 9 mmol) nach AAV 6.
Ausbeute 35 % farbloses Ol
'H-NMR 500.13 MHz, [D¢]DMSO=06 (ppm): 7.48-7.34 (m, 2H, Harom.),

7.27-7.18 (m, 1H, Hyom.), 4.37 (d, 2J(H,P)=20.1 Hz, 1H, PCH),
3.49 (d, *J(H,H)=15.0 Hz, 1H, SCH>), 3.25 (d, *J(H,H)=14.9 Hz,
1H, SCH,), 3.14 (s, 0.23H, NCHj3), 3.10 (s, 2.63, NCH3), 3.06
(s, 0.14H, NCH3), 1.42 (s, 0.41H, POCCH;), 1.41 (s, 0.69H,
POCCHj), 1.38 (s, 7.28H, POCCH3), 1.37 (s, 7.28H, POCCH3),
1.34 (s, 0.63H, POCCH3), 1.33 (s, 0.61H, POCCH3), 1.30 (s,
0.63H, POCCH3), 1.27 (s, 0.2H, POCCH3;), 1.25 (s, 0.27H,
POCCH3), 1.20 (s, 0.27H, NOCCH3) 1.19 (s, 0.34H, NOCCHj),
1.15 (s, 8.05H, NOCCH3), 1.11 (s, 0.34H, NOCCHj3)

BC-NMR 125.76 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 149.93-149.42 (m, Carom.)
148.15-147.39 (m, Carom), 134.52-134.33 (m, Carom), 126.56-
12632 (m, Cauom), 118.05 (dd, 2JCF)=17.9 Hz
J(C,F)="J(C,P)=6.0 Hz, Caom), 116.93 (d, *J(C,F)=17.7 Hz,
Carom.), 82.74 (d, 2J(C,P)=9.2 Hz, POC), 82.54 (NOC), 46.05 (d,
'J(C,P)=147.7 Hz, PC), 32.40-32.06 (m, SCH)), 29.79 (d,
3J(C,P)=3.8 Hz, POCCH3), 29.66 (d, *J(C,P)=3.8 Hz, POCCH3),

26.94 (NOCCH3)"

CoH36F,NOsPS [495.56]

CHN Berechnet (%): C 53.32, H7.32,N 2.83, S 6.47
Gefunden (%): C53.11,H7.12,N 2.77, S 6.69

"Die Signale der Carbonylfunktion und der N-Methylgruppe konnten nicht detektiert werden.
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Diethyl(((2-(benzyl(hydroxy)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 19

Hergestellt aus Diethyl(mercaptomethy)phosphonat (1.20 g, 6 mmol) nach AAV S.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci14H2oNOsPS

CHN

154

8 % farbloses Ol

600.22 MHz, [Dg]DMSO=6 (ppm): 10.07 (br. s, 1H, OH), 7.37-
7.32 (m, 2H, Haom), 7.31-7.24 (m, 3H, Haom), 4.69 (s, 2H,
PCH,;), 4.08-3.99 (m, 4H, POCH,), 3.72 (s, 2H, NCH,), 3.01 (d,
2J(H,H)=12.8 Hz, 2H, SCH>), 1.24 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 6H, CH)

150.93 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.86 (C=0), 136.63
(Carom.), 128.36-128.10 (m, Carom), 127.95-127.67 (m, Carom),
127.26-127.02 (m, Carom), 61.77 (d, 2J(C,P)=6.4 Hz, POCH,),
51.28 (NCH,), 32.93 (d, *J(C,P)=3.2 Hz, SCH,), 23.45 (d,
'J(C,P)=145.5 Hz, PC), 16.17 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, CH3)

[347.37]
Berechnet (%): C48.41,H 6.38, N 4.03, S 9.23
Gefunden (%): C48.67,H6.48, N 4.09, S 9.31



Diethyl(((2-hydroxyamino)-2-oxoethylthio)(phenyl)methyl)phosphonat 20

0]

0
/TO-p s\)J\N,OH

Hergestellt aus Diethyl(mercapto(phenyl)methyl)phosphonat (0.26 g, 1 mmol) nach

AAVS.

Ausbeute

15 % farbloses Ol

Hergestellt aus 29 (0.58 g, 1 mmol) nach AAV 10.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci3H20NOsPS

CHN

75 % farbloses Ol

500.13 MHz, [Ds]DMSO=58 (ppm): 10.59 (br. s, 1H, NH), 8.94
(br. s, 1H, OH), 7.44-7.41 (m, 2H, Hyom), 7.37-7.34 (m, 2H,
Harom), 7.31-7.28 (m, 1H, Hurom.), 4.62 (d, *J(H,P)=19.7 Hz, 1H,
PCH), 4.11-4.02 (m, 2H, POCH,), 3.94-3.85 (m, 1H, POCH,),
3.83-3.74 (m, 1H, POCH,) 3.08 (d, *J(H,H)=14.0 Hz, 1H,
SCH,), 2.88 (d, JH,H)=13.9 Hz, 1H, SCHy), 122 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH;), 1.04 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH;)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 165.80 (C=0), 135.76 (d,
2J(C,Py=4.3 Hz, Caom), 129.61 (d, *J(C,P)=6.2 Hz, Carom.),
128.71 (Carom), 127.04 (d, *J(C,P)=1.5 Hz, Carom), 63.04 (d,
J(C,P)=7.3 Hz, POCH,), 62.98 (d, *J(C,P)=7.4 Hz, POCH,),
44.39 (d, 'J(C,P)=143.9 Hz, PC), 31.83 (d, *J(C,P)=6.5 Hz,
SCH>), 16.60 (d, *J(C,P)=5.5 Hz, CH3), 16.37 (d, *J(C,P)=5.5
Hz, CHs)

[333.34]
Berechnet (%): C 46.84, H 6.05, N 4.20
Gefunden (%): C 46.76, H 6.10, N 3.90
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Diethvyl(((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)thio)(p-tolyl)methyl)phosphonat 21

0 0]
|l
/\O\/p S\)J\N/OH
0]
H

-

Hergestellt aus Diethyl(mercapto(p-tolyl)methyl)phosphonat (5.49 g, 20 mmol) nach

AAV S,
Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-NMR

BC.NMR

Ci14H2oNOsPS

CHN

156

32 % weiler Feststoff
123 °C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=8 (ppm): 10.58 (br. s, NH), 10.10 (br.
s, NH), 9.24 (br. s, OH), 8.94 (br. s, OH), 7.29 (d, *J(H,H)=6.8
Hz, 2H), 7.16 (d, *J(H,H)=7.7 Hz, 2H), 4.57 (d, “J(H,P)=19.6
Hz, 1H, PCH), 4.12-3.97 (m, 2H, POCH,), 3.95-3.85 (m, 1H,
POCH,), 3.82-3.71 (m, 1H, POCH,), 3.07 (dd, *J(H,H)=13.9
Hz, ‘*J(H,P)=1.4 Hz, 1H, SCH,), 2.87 (d, 2J(H,H)=13.9 Hz, 1H,
SCHy), 2.33 (s, 0,2H, CH3zqom.), 2.29 (5, 2.6H, CHsarom.), 2.25 (s,
0.19H, CHsurom), 1.22 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHs), 1.05 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 165.36 (C=0), 136.83 (d,
SJ(C,P)y=2.4 Hz, Cuom), 132.17 (d, *J(C.P)=4.3 Hz, Cuom),
129.07 (d, *J(C,P)=6.3 Hz, Cuom), 128.85 (Caromy, 62.51 (d,
2J(C,P)=7.7 Hz, POCH,), 62.45 (d, J(C,P)=8.1 Hz, POCH,),
43.61 (d, 'J(C,P)=144.2 Hz, PC), 31.31 (d, *J(C,P)=6.4 Hz,
SCH,), 20.64 (CHsarom), 16.18 (d, *J(C,P)=5.5 Hz, CH3), 15.98
(d, *J(C,P)=5.5 Hz, CHs)

[347.37]
Berechnet (%): C48.41,H 6.38, N 4.03, S 9.23
Gefunden (%): C48.62, H 6.24, N 3.89, S 9.37



Diethyl(((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)thio)(naphthalen-1-yl)methyl)phosphonat 22

0]

0
/TO-p s\)J\N,OH

Hergestellt aus 4 (6.52 g, 21 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

C17H2oNOsPS

CHN

52 % weiler Feststoff
147 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 10.64 (br. s, 0.04H, NH),
10.60 (br. s, 0.72H, NH), 10.56 (br. s, 0.06H, NH), 10.13 (br. s,
0.08H, NH), 9.24 (br. s, 0.06H, OH), 8.94 (br. s, 0.84H, OH),
8.24 (d, *J(H,H)=6.3 Hz, 1H, Hyom), 7.96 (d, *J(H,H)=7.9 Hz,
1H, Harom.), 7.90 (d, *J(H,H)=8.1 Hz, 1H, Hyrom ), 7.85-7.74 (m,
1H, Harom ), 7.64-7.46 (m, 3H, Harom), 5.63 (d, 2J(H,P)=19.3 Hz,
0.81H, PCH), 5.52 (d, *J(H,P)=19.3 Hz, 0.19H, PCH), 4.16-4.00
(m, 2H, POCH,), 3.89-3.78 (m, 1H, POCH,), 3.73-3.60 (m, 1H,
POCH,), 3.30 (d, “J(H,H=14.0 Hz, 1H, SCH,), 2.94 (d,
2J(H,H)=13.9 Hz, 1H, SCH,), 1.29-1.13 (m, 3H, CHs), 0.93-
0.81 (m, 3H, CHs)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 165.77-165.63 (m, C=0),
133.32-133.20 (m, Carom), 131.63-131.51 (m, Carom), 131.28—
131.12 (m, Carom), 128.62 (Carom), 128.31-128.05 (m, Carom.),
127.41-127.20 (m, Cuom), 126.49-126.30 (m, Cyom), 125.84
(Carom)s 12527 (Carom), 123.49-123.35 (m, Carom.), 62.69 (d,
J(C,P)=6.8 Hz, POCH,), 38.12 (d, 'J(C,P)=144.6 Hz, PC),
31.76-31.51 (m, SCH,), 16.21 (d, *J(C,P)=5.6 Hz, CH3), 15.84
(d, *J(C,P)=5.5 Hz, CHs)

[383.40]
Berechnet (%): C53.26, H5.78, N 3.65
Gefunden (%): C53.02,H5.90, N 3.35
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Diethyl((3.4-difluorphenyl)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 23

2
/TO0-p_s

O
.OH
4 N
F
F

Hergestellt aus 2 (4.15 g, 14 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-NMR

BC.NMR

Ci3H16F2NOsPS

CHN

158

31 % weiller Feststoff
105 °C

500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 10.65 (br. s, 0.13H, NH),
10.58 (br. s, 0.79H, NH), 10.23 (br. s, 0.07H, NH), 10.14 (br. s,
0.01H, NH), 9.26 (br. s, 0.08, OH), 9.07 (br. s, 0.12H, OH), 8.95
(br. s, 0.8H, OH), 7.54-7.36 (m, 2H, Haom), 7.36-7.19 (m, 1H,
Huom), 4.87 (d, 2J(H,P)=19.2 Hz, 0.12H, PCH), 4.67 (d,
2J(H,P)=20.5 Hz, 0.88H, PCH), 4.16-4.02 (m, 2H, POCH,),
4.00-3.78 (m, 2H, POCH,), 3.07 (d, 2J(H,H)=13.9 Hz, 1H,
SCHy), 2.92 (d, JHH)=13.9 Hz, 1H, SCHy), 1.23 (¢,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH;), 1.08 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH;)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 165.00 (C=0), 164.40
(C=0), 148.94 (dd, 'J(C,F)=244.6 Hz, “J(C,F)=12.7 Hz, Carom)
148.78 (d, 'J(C,F)=246.6 Hz, Cyrom), 133.46-133.19 (m, Carom.),
126.33-126.02 (m, Caom), 117.97 (dd, *J(C,F)=18.0 Hz,
J(C,F)="J(C,P)=6.1 Hz, Cyom), 117.40 (d, J(C,F)=17.0 Hz,
Carom.), 62.86 (d, 2J(C,P)=6.8 Hz, POCH,), 62.75 (d, *J(C,P)=6.8
Hz, POCH,), 4829 (d, 'J(C,P)=139.7 Hz, PC), 43.08 (d,
'J(C,P)=144.0 Hz, PC), 31.50 (d, *J(C,P)=7.4 Hz, SCH,), 16.16
(d, *J(C,P)=5.5 Hz, CH3), 15.97 (d, *J(C,P)=5.4 Hz, CH)

[369.32]
Berechnet (%) C42.28, H4.91,N 3.79
Gefunden (%): C 42.08, H 4.82, N 3.86



Diethvyl((3.4-dichlorphenvD((2-(hydroxvamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 24

/\O\ S
-

Hergestellt aus 3 (5.93 g, 18 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC-NMR

C13H1 gClzNOsPS

CHN

38 % farbloses Ol

500.13 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 10.66 (br. s, 0.12H, NH),
10.59 (br. s, 0.81H, NH), 10.15 (br. s, 0.07H, NH), 9.26 (br. s,
0.08H, OH), 9.09-9.06 (m, 0.09H, OH), 8.99-8.93 (m, 0.83H,
OH), 7.66 (d, *J(H,H)=8.3 Hz, 1H, Haom), 7.64-7.58 (m, 1H,
Hurom), 7.46-7.36 (m, 1H, Huom), 491 (d, *J(H,P)=19.3 Hz,
0.09H, PCH), 4.69 (d, “J(H,P)=20.7 Hz, 0.91H, PCH) d, 4.16—
4.02 (m, 2H, POCH,), 3.98-3.81 (m, 2H, POCH,), 3.06 (dd,
*J(HH)=13.8 Hz, “J(HP)=14 Hz, 1H, SCH,), 2.94 (d,
*J(H,H)=13.8 Hz, 1H, SCH,), 1.23 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H,
CHs), 1.09 (t, >J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 164.86 (C=0), 136.87 (d,
2J(C,P)=4.1 Hz, Cyom), 130.85 (d, *J(C,P)=6.4 Hz, Carom),
130.78 (d, *J(C,P)=1.3 Hz, Caom), 130.53 (d, °J(C,P)=1.1 Hz,
Carom.), 130.26 (d, *J(C,P)=3.0 Hz, Curom), 129.41 (d, *J(C,P)=6.1
Hz, Cuom), 62.93 (d, *J(C,P)=6.7 Hz, POCH,), 62.75 (d,
2J(C,P)=6.8 Hz, POCH,), 42.98 (d, 'J(C,P)=143.4 Hz, PC),
31.57 (d, *J(C,P)=7.5 Hz, SCH,), 16.15 (d, *J(C,P)=5.5 Hz,
CHs), 15.96 (d, *J(C,P)=5.5 Hz, CH3)

[402.22]
Berechnet (%): C38.82,H4.51, N 3.48
Gefunden (%): C 39.10, H 4.69, N 3.42
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Diethyl((3.5-difluorphenyl)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-phosphonat 25

0 0
/70 _s . on

Hergestellt aus 5 (4.74 g, 16 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute

Schmelzpunkt

"H-NMR

BC-NMR

C13H18F2NO5PS

CHN

160

21 % weiler Feststoff
113 °C

500.13 MHz, [Ds]DMSO=35 (ppm): 10.66 (br. s, 0.08H, NH),
10.59 (br. s, 0.82H, NH), 10.55 (br. s, 0.03H, NH), 10.16 (br. s,
0.07H, NH), 9.27 (br. s, 0.08H, OH), 9.09-9.06 (m, 0.07H, OH),
9.02-8.92 (m, 0.83H, OH), 8.91 (br. s, 0.02H, OH), 7.22 (m, 1H,
Haom), 7.11 (d, *J(HH)=7.8 Hz, 2H, Haom), 491 (d,
2J(H,P)=19.5 Hz, 0.08H, PCH), 4.69 (d, “J(H,P)=20.7 Hz,
0.92H, PCH), 4.16-4.03 (m, 2H, POCH,), 3.08 (dd,
*J(HH)=13.9 Hz, “JHP)=14 Hz, 1H, SCH,), 296 (d,
*J(H,H)=13.9 Hz, 1H, SCH,), 1.23 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H,
CHs), 1.09 (t, >J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 164.86 (C=0), 162.06 (dd,
'J(C,F)=245.3 Hz, *J(C,F)=12.9 Hz, Cyom), 140.30-140.13 (m,
Carom.), 112.33 (dd, %J(C,F)=26.03 Hz, *J(C,F)="J(C,P)=5.7 Hz,
Carom), 103.40-103.31 (m, Cyrom), 62.99 (d, *J(C,P)=6.6 Hz,
POCH,), 62.82 (d, “J(C,P)=7.1 Hz, POCH,), 43.50 (d,
'J(C,P)=143.8 Hz, PC), 31.67 (d, *J(C,P)=7.1 Hz, SCH,), 16.15
(d, >J(C,P)=5.6 Hz, CH3), 16.00 (d, *J(C,P)=5.4 Hz, CH3)

[369.32]
Berechnet (%): C42.28,H4.91,N3.79
Gefunden (%): C42.20,H 4.82, N 3.68



Diethyl((3.5-dimethoxyphenvy)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyDthio)methyl)phosphonat

26

Hergestellt aus 6 (5.13 g, 16 mmol) nach AAV 5.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci5H24NO7PS

CHN

O (@]
/Top s M on
22 % weiler Feststoff

114 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 10.65-10.62 (m, 0.07H,
NH), 10.61-10.56 (m, 0.8H, NH), 10.55 (br. s, 0.04, NH), 10.12
(br. s, 0.09H, NH), 9.26 (br. s, 0.08H, OH), 9.00-8.98 (m,
0.05H, OH), 8.97-8.92 (m, 0.82H, OH), 8.92-8.89 (m, 0.05H,
OH), 6.60-6.54 (m, 2H, Harom), 6.48-6.42 (m, 1H, Harom), 4.52
(d, “J(H,P)=19.7 Hz, 1H, PCH), 4.12-3.99 (m, 2H, POCH,),
3.97-3.89 (m, 1H, POCH,), 3.87-3.79 (m, 1H, POCH,), 3.73 (s,
6H, OCH3), 3.09 (dd, “J(H,H)=13.9 Hz, ‘J(H,P)=1.7 Hz, 1H,
SCH,), 2.93 (d, “J(HH)=13.9 Hz, 1H, SCH,), 123 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CCHs), 1.09 (t, *J(H.H)=7.0 Hz, 3H,
CCHs)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 165.22 (C=0), 160.12
(Carom.), 107.42 (d, *J(C,P)=6.7 Hz, Carom.), 100.70 (Carom.), 99.16
(Carom), 62.64 (d, “J(C,P)=7.0 Hz, POCH,), 62.55 (d,
2J(CP)=6.9 Hz, POCH,), 55.10 (OCH;), 44.05 (d,
'J(C,P)=143.1 Hz, PC), 31.59 (d, *J(C,P)=6.0 Hz, SCH,), 16.19
(d, *J(C,P)=5.6 Hz, CCH3), 16.00 (d, *J(C,P)=5.6 Hz, CCHs)

[393.39]
Berechnet (%): C45.80,H 6.15, N 3.56
Gefunden (%): C46.00,H 6.02, N 3.35
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Diethyl(((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)thio)(4-(methvlthio)phenyDmethyDphosphonat
27

\/O

0] 0]
11
/\o\/p S\)J\N”OH
H

S\

Hergestellt aus 7 (6.13 g, 20 mmol) nach AAV 5.
Ausbeute 16 % gelbliches Ol

'H-NMR 600.22 MHz, [Ds]DMSO=6 (ppm): 10.72 (br. s, 0.02H, NH),
10.58 (br. s, 0.88H, NH), 10.11 (br. s, 0.09H, NH), 10.05 (br. s,
0.01H, NH), 9.25 (br. s, 0.09H, OH), 8.94 (br. s, 0.88H, OH),
8.61 (br. s, 0.01H, OH), 8.59 (br. s, 0.01H, OH), 8.58 (br. s,
0.01H, OH), 7.34 (d, *J(H,H)=7.0 Hz, 2H, Huwom), 7.24 (d,
3J(H,H)=8.1 Hz, 2H, Haom), 4.59 (d, “J(H,P)=19.8 Hz, 1H,
PCH), 4.11-4.00 (m, 2H, POCH,), 3.96-3.87 (m,1H, POCH,),
3.87-3.77 (m, 1H, POCH,), 3.07 (d, “J(H,H)=13.9 Hz, 1H,
SCH,), 2.88 (d, “J(HH)=13.7 Hz, 1H, SCH,), 2.47 (s, 3H,
SCH3), 1.23 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHs), 1.07 (t, *J(H,H)=7.0
Hz, 3H, CH3)

BC-NMR 150.93 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 165.27 (C=0), 137.59 (d,
J(C,P)=2.2 Hz, Cuom), 131.66 (d, “J(C,P)=4.4 Hz, Caom),
129.66 (d, *J(C,P)=6.5 Hz, Caom), 125.52 (Carom), 62.55 (d,
J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 62.53 (d, *J(C,P)=6.6 Hz, POCH,),
43.48 (d, 'J(C,P)=144.6 Hz, PC), 31.31 (d, *J(C,P)=6.7 Hz,
SCH>), 16.17 (d, *J(C,P)=5.4 Hz, CHs), 15.98 (d, *J(C,P)=5.4

Hz, CHs)

C14H2,NOsPS, [379.43]

CHN Berechnet (%): C 44.32, H 5.84,N 3.69, S 16.90
Gefunden (%): C 44.40, H 5.85,N 3.59, S 16.73
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Diethyl(((2-0x0-2-((trityloxy)amino)ethyDthio)(phenyl)methyl)phosphonat 28

P O
3
H

Hergestellt aus 9 (0.32 g, 1 mmol) nach AAV 7.

Ausbeute

16 % weiller Feststoff

Hergestellt aus 9 (1.59 g, 5 mmol) nach AAV 8.

Ausbeute

37 % weiler Feststoff

Hergestellt aus 9 (1.91 g, 6 mmol) nach AAV 9.

Ausbeute

Schmelzpunkt

"H-NMR

BC.NMR

Cr0Ha6NOsPS

CHN

55 % weiller Feststoff
53 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 8.69 (br. s, 1H, NH), 7.36—
7.29 (m, 15H, Harom), 7.27-7.22 (m, 3H, Harom), 7.18-7.11 (m,
2H, Huom), 4.15 (d, *J(H,P)=19.3 Hz, 1H, PCH), 4.06-3.95 (m,
2H, POCH,), 3.91-3.81 (m, 1H, POCH,), 3.79-3.69 (m, 1H,
POCH,), 3.27 (dd, *J(H,H)=15.4 Hz, *J(H,P)=2.0 Hz, 1H,
SCH,), 2.88 (d, “J(HH)=154 Hz, 1H, SCH,), 120 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3), 1.03 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 168.49 (C=0), 143.21
(Carom), 13428 (d, “J(C,P)=4.6 Hz, Caom), 129.08 (d,
3J(C,P)=6.2 Hz, Carom), 128.41 (Carom), 128.28 (Carom.), 127.78
(Carom.), 126.96 (Carom), 73.31 (NOC), 62.71 (d, 2J(C,P)=6.7 Hz,
POCH,), 62.49 (d, 2J(C,P)=7.0 Hz, POCH,), 43.93 (d,
'J(C,P)=143.7 Hz, PC), 31.15 (d, *J(C,P)=7.4 Hz, SCH,), 16.12
(d, *J(C,P)=5.6 Hz, CH3), 15.89 (d, *J(C,P)=5.5 Hz, CH3)

[423.46]
Berechnet (%): C66.77, H5.95,N 2.43
Gefunden (%): C 66.50, H 5.95, N 2.40
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Di-tert-butyl((3.4-difluorphenyl)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat

29

Hergestellt aus 8 (3.17 g, 9 mmol) nach AAV 6.

Ausbeute

"H-NMR

BC.NMR

C17H26F2N05PS

CHN

164

45 % farbloses Ol

600.22 MHz, [Ds]DMSO=6 (ppm): 10.53 (br. s, 0.92H, NH),
10.09 (br. s, 0.08H, NH), 9.22 (br. s, 0.08H, OH), 8.94-8.86 (m,
0.92H, OH), 7.46-7.33 (m, 2H, Huom), 7.28-7.19 (m, 1H,
Haom), 4.43 (d, *J(H,P)=20. Hz, 1H, PCH), 2.99 (dd,
2J(HH)=14.0 Hz, “JHP)=1.9 Hz, 1H, SCH,), 2.80 (d,
2J(H,H)=14.0 Hz, 1H, SCH>), 1.40-1.35 (m, 18H, CHj)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 165.24 (C=0), 148.81 (dd,
'J(C,F)=244.5 Hz, *J(C,F)=12.5 Hz, Caom), 148.53 (dd,
'J(C,F)=244.9 Hz, “J(C.F)=12.8 Hz, Cauom), 13438 (d,
SJ(CF)="J(C,P)=3.6 Hz, Cuom), 126.51-126.28 (m, Carom),
118.00 (dd, *J(C,F)=17.8 Hz, *J(C,F)="J(C,P)=5.3 Hz, Caom.),
116.90 (d, *J(C,F)=16.4 Hz, Caom), 82.74 (d, *J(C,P)=9.6 Hz,
POC), 82.80 (d, 2J(C,P)=9.8 Hz, POC), 46.49 (d, 'J(C,P)=148.2
Hz, PC), 31.18 (d, *J(C,P)=7.8 Hz, SCH,), 29.78 (d, *J(C,P)=3.5
Hz, CH3), 29.65 (d, >J(C,P)=3.8 Hz, CHs)

[425.43]
Berechnet (%): C 48.00, H 6.16, N 3.29, S 7.54
Gefunden (%): C 48.14,H 6.24,N 3.34, S 7.81



Diethyl(((2-(hydroxy(methylamino)-2-oxoethyl)sulfonyl)(phenyl)methyl)phosphonat 30

00
/TO~p ¥

o ©
.OH
’ N
\/O é l

Hergestellt aus 10 (1.74 g, 5 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci14H2oNO7PS

CHN

&1 % weiler Feststoff
110 °C

500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 10.44 (br. s, 0.05H, OH),
10.40 (br. s, 0.87H, OH), 10.36 (br. s, 0.03H, OH), 10.00 (br. s,
0.05H, OH), 7.55-7.48 (m, 2H, Haom), 7.46-7-40 (m, 3H,
Haom), 5.83 (d, *J(H,P)=20.1 Hz, 1H, PCH), 4.64 (d,
*J(H,H)=15.0 Hz, 1H, SCH,), 4.41 (d, *J(H,H)=15.0 Hz, 1H,
SCH,), 4.11-3.94 (m, 4H, POCH,), 3.19 (s, 0.19H, NCH3), 3.15
(s, 2.67H, NCH3), 3.11 (s, 0.14H, NCH3), 1.18 (t, *J(H,H)=7.0
Hz, 3H, CH3), 1.12 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHj)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 161.53 (C=0), 131.01 (d,
2J(C,P)=5.6 Hz, Curom.), 129.08 (Carom.), 128.63 (Carom.), 127.24
(d, *J(C.P)=6.0 Hz, Cyom), 65.56 (d, 'J(C,P)=136.3 Hz, PC),
63.72 (d, *J(C,P)=6.5 Hz, POCH,), 63.03 (d, *J(C,P)=6.6 Hz,
POCH,), 53.97 (SCH,), 35.66 (NCH3), 15.97 (d, *J(C,P)=6.1
Hz, CH3), 15.90 (d, *J(C,P)=6.1 Hz, CH3)

[379.36]
Berechnet (%): C44.32, H5.85, N 3.69
Gefunden (%): C44.58, H5.82, N 3.54
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Diethvyl(((2-(hydroxy(methylamino)-2-oxoethyl)sulfonvD(p-tolyl)methyl)phosphonat 31

o) o)
|| O\\ //O
/0-p_¢ el

Hergestellt aus 11 (0.72 g, 2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute 84 % weiler Feststoff
Schmelzpunkt 105 °C
'H-NMR 500.13 MHz, [Dg]DMSO=4 (ppm): 10.43 (br. s, OH), 10.39 (br.

s, OH), 10.35 (br. s, OH), 7.39 (d, *J(H,H)=6.9 Hz, 2H, Hyrom),
7.24 (d, *J(H,H)=8.0 Hz, 2H, Huom), 5.78 (d, *J(H,P)=20.1 Hz,
1H, PCH), 4.63 (d, “J(H,H)=15.0 Hz, 1H, SCH,), 4.38 (d,
2J(H,H)=15.0 Hz, 1H, SCH,), 4.14-3.92 (m, 4H, POCH,), 3.19
(s, 0.29H, NCH;), 3.15 (s, 2.54H, NCH3), 3.11 (s, 0.17H,
NCH3), 2.36 (s, 0.25H, CHzarom), 2.32 (5, 2.55H, CHsarom.), 2.28
(s, 0.2H, CHsurom), 1.19 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3), 1.13 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

BC-NMR 125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 161.55 (C=0), 138.59-
138.48 (m, Carom), 130.86 (d, J(C,P)=5.8 Hz, Curom), 129.19
(Carom), 12410 (d, °J(C,P)=5.7 Hz, Caom), 6522 (d,
'J(C,P)=136.6 Hz, PC), 63.59 (d, *J(C,P)=6.7 Hz, POCH,),
62.91 (d, “J(C,P)=6.5 Hz, POCH,), 53.83 (SCH,), 35.62
(NCHj3), 20.69 (CH3arom.), 15.96 (d, *J(C,P)=6.2 Hz, CH3), 15.91
(d, >J(C,P)=6.0 Hz, CH3)

C15sH24NO7PS [393.39]
CHN Berechnet (%): C45.80,H 6.15, N 3.56, S 8.15
Gefunden (%): C46.04,H 6.07, N 3.48, S 7.87
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Diethyl(((2-(hydroxy(methyvl)amino)-2-oxoethyl)sulfonvl)(naphthalen-1-yDmethvl)-
phosphonat 32

o .09

A\
S

=0

/0~ ey

Hergestellt aus 12 (1.99 g, 5 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute 72 % weiler Feststoff
Schmelzpunkt 141 °C
'"H-.NMR 500.13 MHz, [Dg]DMSO=4 (ppm): 10.60 (br. s, OH), 10.55 (br.

s, OH), 10,51 (br. s, OH), 10.49 (br. s, OH), 10.47 (br. s, 0.06H,
OH), 825 (d, *J(HH)=8.6 Hz, 0.13H, Huom), 8.21 (d,
3J(H,H)=8.6 Hz, 0.77H, Harom), 8.17 (d, *J(H,H)=8.7 Hz, 0.1H,
Harom), 8.11-7.93 (m, 3H, Harom), 7.75-7.64 (m, 1H, Haom),
7.64-7.51 (m, 2H, Haom), 6.91 (d, 2J(H,P)=21.1 Hz, 1H, PCH),
4.98 (d, 2J(H,H)=15.3 Hz, 1H, SCH>), 4.66 (d, *J(H,H)=15.3 Hz,
1H, SCH,), 4.20-3.86 (m, 4H, POCH,), 3.40-3.11 (m, 3H,
NCH3), 1.25-1.08 (m, 3H, CH3), 1.08-0.89 (m, 3H, CHs)

BC-NMR 125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 162.11 (C=0), 133.57,
132.25 (d, J(C,P)=6.6 Hz, Carom), 129.73 (Curom), 129.16 (d,
J(C,PY=4.7 Hz, Curom), 128.95 (Curom), 127.08 (Carom), 125.97
(Carom.), 124.99 (d, J(C,P)=1.7 Hz, Cuom), 122.73 (Carom.),
122.32 (d, J(C,P)=5.6 Hz, Caom), 64.05 (d, *J(C,P)=6.5 Hz,
POCH,), 63.07 (d, “J(C,P)=6.7 Hz, POCH,), 59.50 (d,
'J(C,P)=138.3 Hz, PC), 54.55 (SCH,), 35.74 (NCH3), 15.88 (d,
3J(C,P)=5.4 Hz, CH3), 15.83 (d, *J(C,P)=5.4 Hz, CH)

Ci1gH24NO7PS [429.42]
CHN Berechnet (%): C50.34,H5.63, N 3.26,S 7.47
Gefunden (%): C5045,H5.72,N3.15,S7.42
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Diethyl((3.4-dichlorphenyD)((2-(hydroxv(methyl)amino)-2-oxoethyDsulfonyl)methyl)-

phosphonat 33

/\O\” \\ /,
\/

Hergestellt aus 14 (2.08 g, 5 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

"H-NMR

BC.NMR

Ci4H20C1,NO;PS

CHN

168

59 % hellgelber Feststoff
135°C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=3 (ppm): 10.45 (br. s, OH), 10.41 (br.
s, OH), 10.37 (br. s, OH), 7.82-7.68 (m, 2H, Huom), 7.5 (d,
3J(H,H)=8.4 Hz, 1H, Haom), 5.90 (d, J(H,P)=20.0 Hz, 1H,
PCH), 4.62 (d, “J(HH)=15.0 Hz, 1H, SCH,), 4.51 (d,
2J(H,H)=15.0 Hz, 1H, SCH)), 4.18-3.97 (m, 4H, POCH,), 3.19
(s, 0.25H, NCH3), 3.15 (s, 2.53H, NCH3), 3.11 (s, 0.22H,
NCH3), 1.21 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHs), 1.16 (t, *J(H,H)=7.0
Hz, 3H, CH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 161.12 (C=0), 132.41 (d,
2J(C,P)=5.4 Hz, Caom), 132.17 (d, “J(C,P)=2.1 Hz, Cauom),
13121 (d, *J(C,P)=6.0 Hz, Cuom), 131.15 (Carom), 130.92
(Carom), 12833 (d, *J(CP)=5.8 Hz, Cuom), 6435 (d,
'J(C,P)=135.5 Hz, PC), 63.87 (d, “J(C,P)=6.8 Hz, POCH,),
63.36 (d, 2J(C,P)=6.7 Hz, POCH,), 54.25 (SCH,), 35.64
(NCH3), 15.94 (d, *J(C,P)=5.7 Hz, CH3), 15.87 (d, *J(C,P)=6.0
Hz, CHs)

[448.25]
Berechnet (%) C37.51,H4.50,N 3.12, S 7.15
Gefunden (%): C 37.77,H 4.49,N 3.05, S 6.93



Diethyl((3.5-difluorphenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)sulfonv)methyl)-

phosphonat 34

/\0\” O\ //
—

o

Hergestellt aus 15 (1.15 g, 3 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci4H0F2NO7PS

CHN

66 % weiler Feststoff
152 °C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=8 (ppm): 10.45 (br. s, OH), 10.41 (br.
s, OH), 10.37 (br. s, OH), 7.47-7.34 (m, 1H, Haom), 7.24 (d,
*J(H,H)=7.4 Hz, 2H, Huom), 5.91 (d, J(H,P)=19.9 Hz, 1H,
PCH), 4.61 (d, “J(HH)=15.0 Hz, 1H, SCH,), 4.50 (d,
J(H,H)=14.9 Hz, 1H, SCH,), 4.19-3.97 (m, 4H, POCH,), 3.19
(s, 0.21H, NCH3), 3.15 (s, 2.47H, NCHj3), 3.11 (s, 0.17H,
NCH3), 3.09 (s, 0.15H, NCH3), 1.21 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H,
CHs), 1.15 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH;)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=3 (ppm): 161.93 (dd, 'J(C,F)=246.4
Hz, *J(C,F)=13.1 Hz, Cyrom), 161.09 (C=0), 131.42-131.07 (m,
Carom), 114.22 (dd, *J(C,F)=26.9 Hz, *J(C,F)="J(C,P)=6.0 Hz,
Carom.), 105.24-104.73 (m, Carom), 64.71 (d, 'J(C,P)=144.1 Hz,
PC), 63.92 (d, *J(C,P)=6.8 Hz, POCH,), 63.41 (d, J(C,P)=6.5
Hz, POCH,), 54.31 (SCH,), 35.64 (NCH;), 15.94 (d,
3J(C,P)=5.9 Hz, CH3), 15.87 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, CH;)

[415.34]
Berechnet (%): C 40.48, H 4.85,N 3.37,S 7.72
Gefunden (%): C 40.72, H 4.85, N 3.32, S 7.90
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Diethvyl((3.5-dimethoxyphenvD((2-hydroxyv(methyl)amino)-2-oxoethyl)sulfonyl(phenyl)-

methyl)phosphonat 35

? o0 9
/O-p \s’\)J\N/OH
\/O |

\O O/

Hergestellt aus 16 (0.81 g, 2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC-NMR

Ci16H26NOoPS

CHN

170

55 % weiler Feststoff
105 °C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=5 (ppm): 10.43 (br. s, OH), 10.39 (br.
s, OH), 10.35 (br. s, OH), 6.74-6.62 (m, 2H, Haom), 6.61-6.51
(m, 1H, Hurom), 5.72 (d, 2J(H,P)=19.9 Hz, 1H, PCH), 4.61 (d,
*J(H,H)=15.0 Hz, 1H, SCH,), 4.42 (d, *J(H,H)=14.9 Hz, 1H,
SCH,), 4.17-3.94 (m, 4H, POCH,), 3.79 (s, 0.35H, OCH3), 3.75
(s, 5.17H, OCH3), 3.71 (s, 0.48H, OCH3), 3.19 (s, 0.26H,
NCH3), 3.15 (s, 2.55H, NCH3), 3.11 (s, 0.19H, NCH3), 1.20 (t,
SJ(H,H)=7.0 Hz, 3H, CCH3), 1.15 (t, *J(H.H)=7.0 Hz, 3H,
CCHjs)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=56 (ppm): 161.46 (C=0), 160.17
(Carom), 129.02 (d, 2J(C,P)=5.7 Hz, Cuom), 109.28 (d,
3J(C,P)=5.4 Hz, Carom.), 100.39 (Carom.), 65.48 (d, 'J(C,P)=135.6
Hz, PC), 63.71 (d, *J(C,P)=6.5 Hz, POCH,), 63.06 (d,
2J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 55.21 (OCHj), 53.99 (SCH,), 35.64
(NCH3), 15.98 (d, *J(C,P)=6.5 Hz, CCH3), 15.92 (d, *J(C,P)=6.9
Hz, CCH;)

[439.42]
Berechnet (%): C 43.73,H5.96, N 3.19, S 7.30
Gefunden (%): C 44.00,H 5.97,N 3.17, S 7.16



Diethyl(((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)sulfonyl)(p-tolyl)methyl)phosphonat 36

o) o)
I} O\\ //O
/0-p_¢ el

Hergestellt aus 21 (1.04 g, 3 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute 39 % farbloses Ol

'H-NMR 500.13 MHz, [Dg]DMSO=4 (ppm): 10.95 (br. s, NH), 10.63 (br.
s, NH), 9.60 (br. s, OH), 9.38 (br. s, OH), 7.38 (d, *J(H,H)=7.6
Hz, 2H, Harom), 7.24 (d, *J(H,H)=7.9 Hz, 2H, Hyom), 5.77 (d,
*J(H,P)=20.3 Hz, 1H, PCH), 4.26 (d, J(H,H)=14.2 Hz, 1H,
SCH,), 4.15-3.91 (m, 4H, POCH,), 3.84 (d, *J(H,H)=14.2 Hz,
1H, SCHy), 2.32 (s, 3H, CHarom), 1.20 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H,

CHs), 1.12 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH3)

BC-NMR 125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 158.30 (C=0), 138.57 (d,
J(C,P)=1.3 Hz, Caom), 130.83 (d, “J(C,P)=5.6 Hz, Caurom),
12921 (Carom), 124.09 (d, *J(C,P)=6.0 Hz, Caurom), 65.03 (d,
'J(C,P)=136.9 Hz, PC), 63.59 (d, *J(C,P)=6.6 Hz, POCH,),
62.98 (d, “J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 55.13 (SCH,), 20.70

(CHzarom), 1599 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, CHjz),
3J(C,P)=5.7 Hz, CH3)

C14H22NO7PS [379.36]

CHN Berechnet (%): C44.32,H5.85,N 3.69, S 8.45
Gefunden (%): C44.38,H5.85,N3.77, S 8.16

15.90 (d,
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Diethvyl(((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)sulfonyl)(naphthalen-1-y)methyl)phosphonat 37

o 0

0. .0
/TO~p_ ¢’ \-OH
\/ H

Hergestellt aus 22 (1.92 g, 5 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC-NMR

Cy17H2oNO7PS

CHN

172

55 % weiler Feststoff
172 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=3 (ppm): 11.10 (br. s, NH), 11.06 (br.
s, NH), 11.02 (br. s, NH), 10.80 (br. s, NH), 10.61 (br. s, NH),
9.74 (br. s, OH), 9.51 (br. s, OH), 9.48 (br. s, OH), 9.44 (br. s,
OH), 9.15 (br. s, OH), 9.08 (br. s, OH), 8.18 (d, *J(H,H)=8.7 Hz,
1H, Harom), 8.08-7.96 (m, 3H, Harom), 7.71-7.54 (m, 3H, Harom.),
6.94 (d, J(H,P)=21.3 Hz, 1H, PCH), 4.85 (d, 2J(H,H)=14.5 Hz,
1H, SCH,), 4.16-3.97 (m, 4H, POCH,), 3.95 (d, 2J(H,H)=14.5
Hz, 1H, SCH»), 1.10 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHs), 1.06 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHs)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 158.91 (C=0), 133.58
(Carom.), 132.13 (d, J(C,P)=6.5 Hz, Carom ), 129.73 (d, J(C,P)=1.2
Hz, Carom), 129.10 (d, J(C,P)=4.6 Hz, Curom), 128.95 (Carom.)s
127.09 (Cirom), 125.99 (Carom), 125.00 (d, J(C,P)=1.5 Hz,
Carom.)> 122.74 (Carom.), 122.32 (d, J(C,P)=5.9 Hz, Curom.), 64.06
(d, 2J(C,P)=6.5 Hz, POCH,), 63.17 (d, >J(C,P)=6.6 Hz, POCH,),
59.58 (d, 'J(C,P)=138.3 Hz, PC), 55.70 (SCH,), 15.88 (d,
3J(C,P)=5.4 Hz, CHs)

[415.40]
Berechnet (%): C49.15,H5.34,N3.37,S7.72
Gefunden (%): C49.33,H547,N 3.26,S 7.63



Diethvyl((3.4-dichlorphenvD((2-(hydroxvamino)-2-oxoethyl)sulfonyl)methyl)phosphonat

38

/\O\” \\ /,
\/

Hergestellt aus 24 (2.01 g, 5 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

"H-NMR

BC.NMR

C13H1 8C12NO7PS

CHN

51 % weiller Feststoff
59 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 10.96 (br. s, NH), 10.66 (br.
s, NH), 9.63 (br. s, OH), 9.40 (br. s, OH), 7.80-7.70 (m, 2H,
Harom.), 7.55-7.46 (m, 1H, Harom), 5.89 (d, *J(H,P)=20.3 Hz, 1H,
PCH), 4.17 (d, >J(H,H)=14.3 Hz, 1H, SCH,), 4.15-4.08 (m, 2H,
POCHS,), 4.07-3.99 (m, 2H, POCH.), 3.96 (d, 2J(H,H)=14.3 Hz,
1H, SCH2), 1.22 (t, *J(H,H)=7.1 Hz, 3H, CH;), 1.14 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CHs)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 157.86 (C=0), 132.38 (d,
2J(C,P)=5.8 Hz, Cuom), 132.21 (d, *J(C,P)=1.8 Hz, Caom),
131.29-131.10  (m, Cuom), 130.98 (Cuom), 128.38 (d,
3J(C,P)=5.7 Hz, Carom), 64.14 (d, 'J(C,P)=135.5 Hz, PC), 63.83
(d, 2J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 63.46 (d, J(C,P)=6.6 Hz, POCH,),
55.40 (SCH,), 15.98 (d, *J(C,P)=5.6 Hz, CHs), 15.86 ppm (d,
3J(C,P)=5.7 Hz, CH;)

[434.22]
Berechnet (%): C3596,H4.18, N 3.23, S 7,38
Gefunden (%): C 36.20,H 4.32, N 3.08, S 7.08
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Diethyl((3.5-dimethoxypheny)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyDsulfonyl)methyl)-

phosphonat 39

o) o)
0, 0
/T0-p " N-OH

Hergestellt aus 26 (0.79 g, 2 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci5H24NOoPS

CHN

174

49 % weiler Feststoff
145 °C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=8 (ppm): 10.95 (br. s, NH), 10.63 (br.
s, NH), 9.60 (br. s, OH), 9.38 (br. s, OH), 6.65 (s, 2H, Harom.),
6.58 (s, 1H, Hauom), 5.71 (d, J(H,P)=20.2 Hz, 1H, PCH), 4.23
(d, 2J(H,H)=14.2 Hz, 1H, SCH,), 4.14-3.94 (m, 4H, POCH,),
4.88 (d, 2J(H,H)=14.2 Hz, 1H, SCH>), 3.75 (s, 6H, OCH3), 1.21
(t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CCH3), 1.14 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H,
CCHs)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 160.20 (C=0), 158.18
(Carom), 12899 (d, *JC,P)=5.6 Hz, Caom), 10926 (d,
J(C,P)=5.7 Hz, Carom.), 100.41 (Cyrom), 65.29 (d, 'J(C,P)=135.7
Hz, PC), 63.71 (d, “J(C,P)=6.5 Hz, POCH,), 63.12 (d,
2J(C,P)=6.5 Hz, POCH,), 55.21 (OCH;, SCH,), 16.01 (d,
3J(C,P)=5.8 Hz, CCH3), 15.91 (d, *J(C,P)=5.7 Hz, CCHs)

[425.39]
Berechnet (%): C42.35,H5.69,N 3.29, S 7.54
Gefunden (%): C42.07, H5.69, N 3.24, S 7.64



Diethvyl(((2-(hydroxy(methyDamino)-2-oxoethyl)sulfinyl)(phenyl)methyl)phosphonat 40

/\O\P s el
°

Hergestellt aus 10 (3.47 g, 10 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

C14H20F2N06PS

CHN

76 % weiler Feststoff
119 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 10.19 (br. s, 0.04H, OH),
10.18-10.12 (m, 0.89H, OH), 10.12-10.10 (m, 0.03H, OH), 9.83
(br. s, 0.04H, OH), 7.49-7.35 (m, 5H, Huom), 5.19 (d,
J(H,P)=18.0 Hz, 0.66H, PCH), 4.83 (d, “J(H,P)=20.8 Hz,
0.34H, PCH), 4.16-4.02 (m, 2H, POCH,), 4.02-3.89 (m, 2H,
POCH,), 3.89-3.79 (m, 0.76H, SCH,), 3.74 (d, *J(H,H)=14.7
Hz, 0.35H, SCH»), 3.72 (d, “J(H,H)=14.6 Hz, 0.51H, SCH,),
3.59-3.56 (s, 0.07H, SCH>), 3.51 (d, 2J(H,H)=14.7 Hz, 0.31H,
SCH,), 3.15-3.01 (m, 3H, NCH3), 1.27-1.19 (m, 3H, CH3), 1.10
(t, *J(H,H)=7.0 Hz, 1H, CH3), 1.00 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 2H,
CH:)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 164.76 (C=0), 131.08 (d,
2J(C,P)=6.3 Hz, Cuom), 129.85 (d, *J(C,P)=6.9 Hz, Carom),
128.76 (Carom.)> 128.50 (Carom.)» 128.36 (Carom), 128.09 (Carom),
62.57 (d, 'J(C,P)=139.0 Hz, PC), 62.68 (d, *J(C,P)=6.6 Hz,
POCH,), 62.55 (d, “J(C,P)=6.5 Hz, POCH,), 62.41 (d,
2J(C,P)=6.7 Hz, POCH,), 62.28 (d, “J(C,P)=6.5 Hz, POCH,),
60.69 (d, 'J(C,P)=144.3 Hz, PC), 54.34 (d, *J(C,P)=9.5 Hz,
SCH,), 53.96 (d, *J(C,P)=5.3 Hz, SCH,), 35.67-35.57 (m,
NCHj3), 16.08 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, CHs), 15.91 (d, *J(C,P)=5.7
Hz, CH3), 15.79 (d, *J(C,P)=6.0 Hz, CH;)

[363.36]
Berechnet (%) C 46.28, H6.10, N 3.85, S 8.82
Gefunden (%): C 46.54, H 6.16, N 3.78, S 8.99

175



Diethyl((3.4-difluorphenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)sulfinyl)methyl)-

phosphonat 41

/\0\ ||
—

I

Hergestellt aus 13 (0.38 g, | mmol) nach AAV 11.

Ausbeute

"H-NMR

BC-NMR

Ci4H20F2NO6PS

CHN

176

62 % farbloses Ol

500.13 MHz, [Dg]DMSO=3 (ppm): 10.18 (br. s, OH), 10.16 (br.
s, OH), 7.61-7.51 (m, 1H, Haom), 7.50-7.40 (m, 1H, Harom),
7.35-7.22 (m, 1H, Hgom), 5.28 (d, *J(H,P)=18.2 Hz, 0.3H,
PCH), 4.92 (d, “J(H,P)=20.8 Hz, 0.7H, PCH), 4.18-4.06 (m, 2H,
POCH)), 4.05-3.89 (m, 2H, POCH)), 3.82 (d, 2J(H,H)=14.7 Hz,
0.3H, SCH,), 3.72 (d, *J(H,H)=14.7 Hz, 0.7H, SCH,), 3.47 (d,
*J(H,H)=14.7 Hz, 1H, SCH,), 3.13 (s, 0.17H, NCH3), 3.11-3.06
(m, 2.66H, NCHj3), 3.05 (s, 0.17H, NCH3), 1.24 (t, *J(H,H)=7.0
Hz, 3H, CH;), 1.13 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 2.2H, CHs), 1.06 (t,
3J(H,H)=7.0 Hz, 0.8H, CH)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 164.60 (C=0), 164.33
(C=0), 149.43 (dd, 'J(C,F)=250.1 Hz, “J(C,F)=15.5 Hz, Carom.),
148.75 (dd, 'J(C,F)=247.4 Hz, *J(C,F)=14.6 Hz, Cyrom ), 128.44-
128.17 (m, Carom), 127.21-126.81 (m, Carom), 125.37-125.13 (m,
Carom.), 119.64 (dd, “J(C,F)=17.2 Hz, *J(C,F="J(C,P)=6.3 Hz,
Carom), 118.00 (d, “J(C,F)=18.6 Hz, Cuom), 117.42 (d,
2J(C.F)=16.6 Hz, Cuom), 62.93 (d, *J(C,P)=6.5 Hz, POCH,),
62.73 (d, *J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 62.59 (d, *J(C,P)=6.5 Hz,
POCH,), 61.05 (d, 'J(C,P)=139.6 Hz, PC), 59.10 (d,
'J(C,P)=145.6 Hz, PC), 54.56 (d, *J(C,P)=8.9 Hz, SCH,), 54.23
(d, *J(C,P)=3.8 Hz, SCH>), 35.62 (NCH3), 16.09 (d, *J(C,P)=5.6
Hz, CHs), 15.96 (d, >J(C,P)=5.6 Hz, CH3), 15.87 (d, *J(C,P)=5.9
Hz, CHs)

[399.35]
Berechnet (%): C42.11,H5.05,N 3.51, S 8.03
Gefunden (%): C42.32,H 5.30,N 3.37, S 7.88



Diethvyl((3.4-difluorphenyl)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethyl)sulfinyDmethyDphosphonat

2

/\0\ ||
—

I

Hergestellt aus 23 (1.85 g, 5 mmol) nach AAV 11.

Ausbeute

"H-NMR

BC-NMR

Ci3HisFoaNOgPS

27 % farbloses Ol

500.13 MHz, [Dg]DMSO=3 (ppm): 10.82 (br. s, NH), 10.71 (br.
s, NH), 10.44 (br. s, NH), 10.41 (br. s, NH), 9.39 (br. s, OH),
9.38 (br. s, OH), 9.16 (br. s, OH), 7.61-7.51 (m, 1H, Haom),
7.50-7.40 (m, 1H, Haom), 7.34-7.23 (m, 1H, Haom), 5.32 (d,
2J(H,P)=18.4 Hz, 0.25H, PCH), 491 (d, “J(H,P)=21.0 Hz,
0.75H, PCH), 4.19-4.06 (m, 2H, POCH,), 4.06-3.87 (m, 2H,
POCH,), 3.47 (d, “J(HH)=13.4 Hz, 1H, SCH,), 3.31 (d,
*J(H,H)=13.5 Hz, 0.3H, SCH,), 2.88 (d, >J(H,H)=13.3 Hz, 0.7H,
SCH>), 1.25 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 3H, CH;), 1.13 (t, *J(H,H)=7.0
Hz, 2.3H, CH3), 1.06 (t, *J(H,H)=7.0 Hz, 0.7H, CHs)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 160.85 (C=0), 160.67
(C=0), 149.66 (dd, 'J(C,F)=271.6 Hz, “J(C,F)=15.2 Hz, Carom.),
148.80 (dd, 'J(C,F)=247.8 Hz, “J(C,F)=15.7 Hz, Carom), 128.54-
128.25 (m, Carom.), 127.32-127.09 (m, Carom.), 126.65-126.49 (m,
Carom ), 125.05-124.73 (m, Carom), 119.70 (dd, *J(C,F)=17.6 Hz,
JJ(C,F)=J(C,P)=5.5 Hz, Cuom), 119.12-118.90 (m, Carom),
118.02 (d, *J(C,F)=16.7 Hz, Carom ), 117.44 (d, >J(C,F)=16.5 Hz,
Carom.), 62.98 (d, 2J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 62.85 (d, >J(C,P)=6.8
Hz, POCH,), 62.76 (d, “J(C,P)=6.6 Hz, POCH,), 62.67 (d,
*J(C,P)=6.9 Hz, POCH,), 61.02 (d, 'J(C,P)=139.7 Hz, PC),
59.15 (d, 'J(C,P)=146.2 Hz, PC), 54.54 (d, *J(C,P)=8.9 Hz,
SCH>), 53.51 (d, *J(C,P)=3.6 Hz, SCH,), 16.10 (d, *J(C,P)=5.7
Hz, CHs), 16.08 (d, >J(C,P)=5.2 Hz, CH3), 15.96 (d, *J(C,P)=5.7
Hz, CH3), 15.87 (d, *J(C,P)=5.6 Hz, CH)

[385.32]
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CHN Berechnet (%): C40.52,H4.71, N 3.64, S 8.32

Gefunden (%): C40.26, H 4.92, N 3.50, S 8.39
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(((2-(Hvdroxv(methyl)amino)-2-oxoethvDthio)(phenyl)methyl)phosphonséiure 43

Hergestellt aus 10 (1.04 g, 3 mmol) nach AAV 12. Das Produkt ktistallisert nach Losen in
wenig Acetonitril und Zugabe von einigen Tropfen n-Hexan und Ethylacetat in der Kélte aus.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

CioH14sNOsPS

HPLC

HRMS (ESI)

38 % weiler Feststoff
112 °C

500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 9.99 (br. s, OH), 7.47-7.35
(m, 2H, Haom), 7.34-7.26 (m, 2H, Harom), 7.26-7.18 (m, 1H,
Haom), 425 (d, *J(H,P)=19.0 Hz, 1H, PCH), 3.50 (d,
*J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.23 (d, *J(H,H)=14.6 Hz, 1H,
SCH,), 3.06 (s, 3H, NCH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.93 (C=0), 137.36 (d,
2J(C,P)=3.8 Hz, Cuom), 129.23 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, Caom),
127.86 (Carom), 126.78 (Curom.), 45.72 (d, 'J(C,P)=139.2 Hz,
PC), 35.71 (NCHs3), 31.85 (d, *J(C,P)=6.2 Hz, SCH,)

[291.26]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.870 min; AUC = 99.08 %

Ci1oH1sNOsPS-H' [M-H']
Berechnet: 290.02575

Gefunden: 290.02588
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(((2-(Hvdroxy(methyl)amino)-2-oxoethvDthio)(p-tolyl)methyl)phosphonsiure 44

Hergestellt aus 11 (0.36 g, 1 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC-NMR

C1 1H16NO5PS

HPLC

HRMS (ESI)

180

36 % weiler Feststoff
100 °C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=4 (ppm): 10.92 (br. s, OH), 10.03 (br.
s, OH), 7.27 (d, *J(HH)=7.9 Hz, 2H, Haom), 7.10 (d,
3J(H,H)=7.8 Hz, 2H, Huom), 4.19 (d, J(H,P)=18.9 Hz, 0.86H,
PCH), 4.10 (d, *J(H,P)=19.1 Hz, 0.14H, PCH), 3.48 (d,
*J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.20 (d, *J(H,H)=14.6 Hz, 1H,
SCH)), 3.12-2.99 (m, 3H, NCH3), 2.34-2.31 (m, 3H, CH34r0m.)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 168.99 (C=0), 135.87
(Carom ), 134.38-134.25 (m, Cyrom), 129.13 (d, *J(C,P)=5.7 Hz,
Carom), 128.44 (Carom.), 45.46 (d, 'J(C,P)=139.5 Hz, PC), 35.71
(NCH3), 31.91-31.66 (m, SCH>), 20.60 (CHsarom.)

[305.28]

Eluent: CH3CN; Laufzeit: 20 Minuten; Flussrate: 1 mL min™;
Detektion: 254 nm; Retentionszeit = 2.753 min; AUC =95.72 %

C11H1sNOsPS-H' [M-H']
Berechnet: 304.04140

Gefunden: 304.04165



(((2-(Hydroxv(methyl)amino-2-oxoethylthio)(naphthalen-1-vD)methyvl)phosphonsiure

45

Hergestellt aus 12 (0.79 g, 2 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

C14H16NO5PS

HPLC

HRMS (ESI)

55 % weiler Feststoff
137 °C

500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 10.00 (br. s, OH), 8.20 (d,
*JH,H)=6.9 Hz, 1H, Huom), 7.92 (d, *J(H,H)=7.9 Hz, 1H,
Haom), 7.88 (m, 1H, Hyom), 7.83 (d, *J(H,H)=8.1 Hz, IH,
Harom.), 7.59-7.44 (m, 3H, Harom), 5.19 (d, 2J(H,P)=18.3 Hz, 1H,
PCH), 3.74 (d, “J(HH)=142 Hz, 1H, SCH,), 3.34 (d,
J(H,H)=14.5 Hz, 1H, SCH,), 3.05 (s, 3H, NCHa)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=3 (ppm): 169.11 (C=0), 133.65—
133.45 (m, Caom), 133.37-133.15 (m, Cuom), 131.44-131.12
(M, Casom), 128.46 (Carom), 127.36 (Carom), 127.05-126.84 (m,
Carom.), 126.13-125.87 (Carom.)s 125.47 (Carom), 125.22 (Carom)
123.61 (Carom), 38.71-38.51 (m, PC), 35.72 (NCHj), 32.44—
32.23 (m, SCH»)

[341.32]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.860 min; AUC = 99.39 %

C14HsNOsPS-H' [M-H']
Berechnet: 340.04140

Gefunden: 340.04104
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((3.4-Difluorphenvyl)((2-(hydroxy(methvDamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonsiure

46

Hergestellt aus 13 (0.38 g, | mmol) nach AAV 12.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-NMR

BC.NMR

C10H12F2N05PS

CHN

182

45 % weiler Feststoff
137 °C

500.13 MHz, [Ds]DMSO=58 (ppm): 10.04 (br. s, OH), 7.51-7.31
(m, 2H, Harom), 7.28-7.14 (m, 1H, Harom ), 4.28 (d, 2J(H,P)=19.6
Hz, 0.83H, PCH), 4.21 (d, *J(H,P)=19.2 Hz, 0.17H, PCH), 3.46
(d, 2J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.23 (d, J(H,H)=14.6 Hz, 1H,
SCH,), 3.09 (s, 0.21H, NCHj3), 3.05 (s, 2.54H, NCH3), 3.01 ppm
(s, 0.25H, NCH3)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=3 (ppm): 168.66 (C=0), 148.79 (dd,
'J(C,F)=244.7 Hz, *J(C,F)=11.7 Hz, Caom), 14834 (dd,
'J(C,F)=244.8 Hz, *J(C,F)=12.5 Hz, Caom), 135.58 (Carom.),
126.23-126.01 (m, Caom), 117.80 (dd, *J(C,F)=17.7 Hz,
3J(C,F)="J(C,P)=5.6 Hz, Cuom), 116.77 (d, *J(C,F)=17.0 Hz,
Carom.), 45.01 (d, 'J(C,P)=137.8 Hz, PC), 35.70 (NCH3), 31.88
(d, *J(C,P)=7.4 Hz, SCH>)

[327.24]
Berechnet (%): C36.70,H 3.70, N 4.28
Gefunden (%): C36.97,H4.00, N 3.92



((3.4-DichlorphenyD)((2-(hydroxv(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonsiure

47

O

0
I}
HO-p S\)J\N/OH
I

HO

Cl
Cl

Hergestellt aus 14 (0.42 g, 1 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute
Schmelzpunkt

"H-NMR

BC.NMR

CioH12C1,NOsPS

CHN

45 % weiler Feststoff
134 °C

500.13 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 10.01 (br. s, OH), 7.70-7.52
(m, 2H, Harom ), 7.45-7.30 (m, 1H, Harom.), 4.32 (d, *J(H,P)=19.8
Hz, 0.86H, PCH) 4.24 (d, 2J(H,P)=19.8 Hz, 0.14H, PCH), 3.47
(d, 2J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.25 (d, “J(H,H)=14.6 Hz, 1H,
SCH)), 3.12-2.97 (m, 3H, NCH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 168.55 (C=0), 139.05—
138.93 (m, Carom.), 130.84 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, Curom.), 130.42 (d,
“J(C,P)=1.3 Hz, Carom.), 130.07 (Carom), 129.63 (d, >J(C,P)=5.8
Hz, Cuom), 12942 (d, *J(C,P)=2.3 Hz, Cuom), 44.85 (d,
'J(C,P)=137.3 Hz, PC), 35.71 (NCH3), 31.96 (d, *J(C,P)=7.4
HZ, SCHZ)

[358.96]
Berechnet (%): C 33.35,H 3.36, N 3.89
Gefunden (%): C33.06,H3.47,N 3.63
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((3.5-Difluorphenyl)((2-(hydroxy(methvlamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-
phosphonsiure 48

HO

0 0
HO~p S\)J\N/OH
|

Hergestellt aus 15 (0.38 g, 1 mmol) nach AAV 12. Das Produkt kristallisert nach Losen in
wenig Ethylacetat in der Kélte aus.

Ausbeute 60 % weiler Feststoff
Schmelzpunkt 135 °C
'"H-.NMR 500.13 MHz, [Dg]DMSO=6 (ppm): 10.01 (br. s, OH), 7.17-7.12

(m, 1H, Hurom), 7.09 (d, *J(H,H)=8.3 Hz, 2H, Harom), 4.33 (d,
J(H,P)=19.8 Hz, 0.87H, PCH), 4.25 (d, “J(H,P)=19.8 Hz,
0.13H, PCH), 3.48 (d, *J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.28 (d,
*J(H,H)=14.7 Hz, 1H, SCH,), 3.09 (s, 0.31H, NCHj3), 3.05 (s,
2.53H, NCH3), 3.01 (s, 0.16H, NCH3)

BC-NMR 125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 168.54 (C=0), 161.78 (dd,
'J(C,F)=246.8 Hz, *J(C,F)=13.0 Hz, Curom.), 142.47-142.26 (m,
Carom), 112.27 (dd, *J(C,F)=25.7 Hz, *‘J(C,F)="J(C,P)=5.7 Hz,
Carom)> 102.69-102.16 (m, Cyrom), 45.39 (d, 'J(C,P)=137.5 Hz,
PC), 35.69 (NCHs3), 32.04 (d, *J(C,P)=7.8 Hz, SCH,)

Ci1oH1,F,NOsPS [327.24]

HPLC Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;

Retentionszeit = 1.870 min; AUC =99.41 %
HRMS (ESI) C1oH,FaNOsPS+H' [M+H']
Berechnet:  328.02146

Gefunden: 328.02118
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((3.5-Dimethoxyphenvy)((2-hydroxv(methyl)amino)-2-oxoethylthio(phenvl)-

methyl)phosphonsiure 49

0]

HO-p

P_S _OH
o Qk,?
\o O/

Hergestellt aus 16 (0.41 g, 1 mmol) nach AAV 12. Das Produkt kristallisiert nach Losen in
wenig Dichlormethan und Zugabe von wenigen Tropfen n-Hexan in der Kilte aus.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

C12H1 8NO7PS

HPLC

HRMS (ESI)

18 % gelber Feststoff
108 °C

500.13 MHz, [Dg]DMSO=56 (ppm): 10.02 (br. s, OH), 6.61-6.55
(m, 2H, Harom ), 6.42-6.36 (m, 1H, Harom), 4.16 (d, 2J(H,P)=19.1
Hz, 1H, PCH), 3.72 (s, 6H, OCH3), 3.50 (d, J(H,H)=14.6 Hz,
1H, SCH,), 3.27 (d, 2J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.07 (s, 3H,
NCHa)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 168.60 (C=0), 159.92-
159.82 (m, Carom), 139.56 (d, *J(C,P)=1.8 Hz, Carom.), 107.55 (d,
3J(C,P)=6.0 Hz, Carom.), 98.48 (Carom.), 55.07-54.94 (m, OCH3),
4591 (d, 'J(C,P)=139.0 Hz, PC), 35.72 (NCH3), 32.07-31.94
(m, SCH)

[351.31]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min'l; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.887min; AUC = 99.65 %

CoH1sNO,PS ‘f'H+ [M+H+]
Berechnet: 352.06144

Gefunden: 352.06103
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(((2-(Hydroxv(methyl)amino)-2-oxoethyDthio)(4-(methylthio)phenyl)methyl)-

phosphonsiure 50

HO

|C|) 0]

HO~
P<_ S -OH
, lelq

S

Hergestellt aus 17 (0.79 g, 2 mmol) nach AAV 12. Das Produkt kristallisiert nach Losen in
wenig Dichlormethan und Zugabe von wenigen Tropfen Diethylether in der Kélte aus.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

C11H16NOsPS,

HPLC

186

80 % weiller Feststoff
134 °C

600.22 MHz, [Dg]DMSO=4 (ppm): 10.00 (br. s, OH), 7.33 (dd,
SJHH)=8.3 Hz, “JMHH)=1.6 Hz, 2H, Huom), 7.20 (d,
3J(H,H)=8.3 Hz, 2H, Haom), 4.23 (d, 2J(HP)=19.2 Hz, 1H,
PCH), 3.48 (d, “JHH)=14.6 Hz, 1H, SCH,), 3.21 (d,
2J(H,H)=14.6 Hz, 1H, SCH>), 3.06 (s, 3H, NCH3), 2.46 (s, 3H,
SCHa)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 168.90 (C=0), 136.49
(Carom), 133.93 (d, “J(C,P)=4.1 Hz, Cuom), 129.79 (d,
3J(C,P)=5.8 Hz, Carom.), 125.49 (Carom.), 45.32 (d, 'J(C,P)=139.5
Hz, PC), 35.73 (NCH3), 31.76 (d, *J(C,P)=6.5 Hz, SCH,), 14.65
(SCHa)

[337.34]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 30 Minuten;
Flussrate: 1 mL min'l; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 2.01 1min; AUC = 98.90 %



(((2-(Benzyl(hydroxy)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonsiure 51

0 0
HO~p_ s OH
HO/ N \)J\N

©

Hergestellt aus 19 (0.35 g, | mmol) nach AAV 12.

Ausbeute
Schmelzpunkt

"H-.NMR

BC.NMR

CioH14sNOsPS

HPLC

28 % weiller Feststoff
121 °C

600.22 MHz, [Dg]DMSO=38 (ppm): 10.11 (br. s, OH), 8.12 (br.
s, OH), 7.49-7.40 (m, 0.3H, Harom), 7.38-7.30 (m, 2H, Harom.),
7.30-7.22 (m, 2.7H, Huom), 4.69 (s, 2H, PCH,), 3.68 (s, 2H,
NCH)), 2.74 (d, *J(H,H)=13.0 Hz, 2H, SCH,)

150.93 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 169.25 (C=0), 136.71
(Carom.), 128.25 (Carom.), 127.74 (Carom), 127.11 (Carom.), 51.24
(NCH,), 32.86 (d, *J(C,P)=3.0 Hz, SCH,), 26.50 (d,
'J(C,P)=141.9 Hz, PC)

[291.26]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min'l; Detektion: 254 nm;

Retentionszeit = 1.944 min; AUC = 97.69 %

187



(((2-(Hydroxvamino)-2-oxoethyDthio)(phenyl)methyl)phosphonsiure 52

Hergestellt aus 20 (0.67 g, 2 mmol) nach AAV 12.
Ausbeute 61 % farbloses Ol

'H-NMR 500.13 MHz, [Dg]DMSO=4 (ppm): 10.61 (br. s, NH), 10.17 (br.
s, OH), 7.47-7.16 (m, 5H, Haom), 6.41 (br, s, POH), 4.33 (d,
*J(H,P)=18.9 Hz, 0.84, PCH), 4.18 (d, *J(H,P)=18.8 Hz, 0.16H,
PCH), 3.47-3.36 (m, 0.11H, SCH,), 3.29 (d, *J(H,H)=14.8 Hz,
0.11H, SCH,), 3.08 (d, *J(H,H)=13.9 Hz, 0.85H, SCH)), 3.00 (d,
*J(H,H)=14.9 Hz, 0.18H, SCH,), 2.81 (d, “J(H,H)=13.9 Hz,
0.75H, SCH,)

BC-NMR 125.76 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 165.95 (C=0), 137.17 (d,
*J(C,P)=4.3 Hz, Cyom), 129.33 (d, *J(C,P)=5.8 Hz, Carom),
127.99 (Carom), 126.95 (Carom), 46.20 (d, 'J(C,P)=139.2 Hz,
PC), 31.48 (d, *J(C,P)=6.1 Hz, SCH,)

CoH,NOsPS [277.23]

HPLC Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;

Retentionszeit = 1.850 min; AUC = 99.82 %
HRMS (ESI) CoH,NOsPS-H' [M-H']
Berechnet:  276.01010

Gefunden: 276.01000
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(((2-(Hvdroxvamino)-2-oxoethvDthio)(p-tolyl)methyl)phosphonsiure 53

Hergestellt aus 21 (0.69 g, 2 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-NMR

90 % orangefarbenes Ol

600.22 MHz, [Dg]DMSO=4 (ppm): 10.54 (br. s, NH), 10.07 (br.
s, NH), 10.03 (br. s, OH), 9.88 (br. s, OH), 7.27 (dd,
SJHH)=82 Hz, “JHH)=1.5 Hz, 1H, Huom), 7.25 (d,
SJHH)=7.9 Hz, 1H, Hyom), 7.11 (d, *J(H.H)=7.7 Hz, 1H,
Hiom), 7.11 (d, *J(H.H)=7.8 Hz, 1H, Haom), 4.28 (d,
2J(H,P)=18.8 Hz, 0.29H, PCH), 4.23 (d, *J(H,P)=18.3 Hz,
0.15H, PCH), 4.14 (d, “J(H,P)=18.9 Hz, 0.27H, PCH), 4.11 (d,
2J(H,P)=19.0 Hz, 0.12H, PCH), 4.10 (d, “J(H,P)=19.2 Hz,
0.17H, PCH), 3.39 (dd, “J(H,H)=14.9 Hz, “J(H,P)=1.4 Hz,
0.19H, SCH,), 3.37 (dd, “J(H,H)=13.4 Hz, ‘J(H,P)=1.4 Hz,
0.13H, SCH,), 3.33-3.32 (m, 0.04H, SCH,), 3.28 (dd,
*J(H,H)=14.9 Hz, “J(H,P)=1.6 Hz, 0.31H, SCH,), 3.19 (dd,
2J(HH)=15.3 Hz, ‘J(H,P)=3.4 Hz 0.09H, SCH,), 3.10 (d,
2J(H,H)=15.0 Hz, 0.20H, SCH,), 3.08 (d, “J(H,H)=13.2 Hz,
0.10H, SCH,), 3.06 (dd, “J(H,H)=13.7 Hz, “J(H,P)=1.5 Hz,
0.27H, SCH,), 2.99 (d, *J(H,H)=14.9 Hz, 0.32H, SCH),), 2.87 (d,
*J(H,H)=14.4 Hz, 0.02H, SCH,), 2.80 (d, *J(H,H)=13.9 Hz,

033H, SCHZ), 2.28 (S, 3H, CH3ar0m.)
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BC.NMR

C10H14NO5PS

HPLC

190

150.93 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 170.94 (C=0), 169.56
(C=0), 169.52 (C=0), 165.88 (C=0), 136.21-136.08 (m, Carom.),
135.98 (d, *J(C,P)=1.5 Hz, Cyom), 134.01 (d, *J(C,P)=4.3 Hz,
Carom), 133.7 (d, 2J(C,P)=4.5 Hz, Cyrom), 133.5 (d, *J(C,P)=4.8
Hz, Carom.), 129.24-129.04 (m, Carom.), 128.70-128.40 (m, Carom.),
45.94 (d, 'J(C,P)=139.5 Hz, PC), 45.89 (d, 'J(C,P)=139.8 Hz,
PC), 45.86 (d, 'J(C,P)=139.7 Hz, PC), 45.66 (d, 'J(C,P)=139.7
Hz, PC), 34.56 (d, *J(C,P)=5.6 Hz, SCH,), 33.06 (d, *J(C,P)=6.7
Hz, SCH,), 32.82 (d, *J(C,P)=7.2 Hz, SCH,), 31.37 (d,
3J(C,P)=6.4 Hz, SCH,), 20.67-20.52 (m, CH3arom.)

[291.26]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.833min; AUC = 99.83 %



((3.4-Difluorphenyl)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethylthio)methyl)phosphonsiure 54

O

o)
1l
HO-p s\)J\N/OH
H

HO

Hergestellt aus 23 (0.18 g, 0.5 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

"H-NMR

BC.NMR

CoH;oF2NOsPS

HPLC

HRMS (ESI)

42 % hellbraunes Ol

500.13 MHz, [Dg]DMSO=3 (ppm): 10.57 (br. s, NH), 9.00 (br.
s, NOH, POH), 7.63-7.09 (m, 3H, Harom), 4.46 (d, *J(H,P)=19.1
Hz, 0.09H, PCH), 4.36 (d, %J(H,P)=19.6 Hz, 0.59H, PCH), 4.23
(d, *J(H,P)=19.5 Hz, 0.32H, PCH), 3.76-3.62 (m, 0.02H, SCH,),
3.62-3.46 (m, 0.06H, SCH,), 3.45-3.06 (m, 0.92H, SCH,), 13.02
(d, *J(H,H)=13.8 Hz, 0.52H, SCH,), 2.81 (d, *J(H,H)=13.8 Hz,
0.48H, SCH,)

125.76 MHz, [D]DMSO=5 (ppm): 165.53 (C=0), 148.85 (dd,
'J(C,F)=244.5 Hz, *J(CF)=12.2 Hz, Cuom), 148.47 (dd,
'J(C,F)=245.6 Hz, *J(C,F)=11.4 Hz, Cyom), 135.40-134.77 (m,
Carom), 12620 (Cyrom), 117.88 (dd, *JCF)=17.5 Hz,
J(C,F)="J(C,P)=4.5 Hz, Cyom), 116.88 (d, *J(C,F)=17.1 Hz,
Carom), 4540 (d, 'J(CP)=137.9 Hz, PC), 4531 (d,
'J(C,P)=137.8 Hz, PC), 33.27 (d, *J(C,P)=7.5 Hz, SCH,), 31.35
(d, *J(C,P)=7.1 Hz, SCH>)

[313.21]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.790 min; AUC =99.76 %

CoH,0F.NOsPS-H' [M-H']
Berechnet: 311.99126

Gefunden: 311.99107

191



((3.4-DichlorphenvD)((2-(hydroxvamino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonsiure 55

0]

o)
11
HO-p s\)J\N,OH
H

HO

Cl
Cl

Hergestellt aus 24 (0.20 g, 0.5 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-NMR

BC.NMR

CoHoCI.NOsPS

HPLC

HRMS (ESI)

192

44 % hellbraunes Ol

500.13 MHz, [Dg]DMSO=5 (ppm): 10.57 (br. s, NH), 10.06 (br.
s, NH), 9.26 (br. s, NOH, POH), 8.98 (br. s, NH, POH), 7.71-
7.48 (m, 2H, Huom), 7.45-7.24 (m, 1H, Huom), 4.51 (d,
*J(H,P)=19.0 Hz, 0.06H, PCH), 4.37 (d, “J(H,P)=19.8 Hz, 0.6H,
PCH), 4.24 (d, 2J(H,P)=19.9 Hz, 0.34H, PCH), 3.71-3.48 (m,
0,28H, SCH,), 3.48-3.32 (m, 0.26H, SCH,), 3.31-3.06 (m,
0.55H, SCH,), 3.02 (d, >J(H,H)=13.8 Hz, 0.47H, SCH5), 2.82 (d,
*J(H,H)=13.9 Hz, 0.44H, SCH,)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 165.42 (C=0), 138.78 (d,
2J(C.P)=4.2 Hz, Cuom), 130.89 (d, *J(C,P)=5.9 Hz, Carom),
130.48 (d, “J(C,P)=1.1 Hz, Cyom), 130.12 (Carom), 129.67 (d,
3J(C,P)=5.7 Hz, Carom), 129.51 (d, *J(C,P)=2.7 Hz, Carom), 45.63
(d, 'J(C,P)=137.1 Hz, PC), 45.36 (d, 'J(C,P)=137.0 Hz, PC),
31.37 (d, *J(C,P)=7.7 Hz, SCH,)

[346.11]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.823 min; AUC = 99.95 %

CoHoCI,NOsPS-H' [M-H']
Berechnet: 343.93216

Gefunden: 343.93229



((3.5-Difluorphenyl)((2-(hydroxyamino)-2-oxoethylthio)methyl)phosphonsiure 56

HO

0 0
HO~p S\)J\N/OH
H

Hergestellt aus 25 (0.18 g, 0.5 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

CoH;oF2NOsPS

HPLC

82 % braunes Ol

600.22 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 11.47 (br. s, NH), 10.57 (br.
s, NH), 10.09 (br. s, NH), 8.94 (br. s, OH), 7.21-7.05 (m, 2.5H,
Harom), 7.05-6.92 (m, 0.5H, Hyom), 4.49 (d, *J(H,P)=20.2 Hz,
0.16H, PCH), 4.37 (d, “J(H,P)=19.8 Hz, 0.53H, PCH), 4.34-4.28
(m, 0.23H, PCH), 4.25 (d, 2J(H,P)=19.6 Hz, 0.06H, PCH), 4.25
(d, “J(H,P)=19.6 Hz, 0.02H, PCH), 3.99-3.83 (m, 0.34H, SCH,),
3.73-3.65 (m, 0.08H, SCH,), 3.59-3.50 (m, 0.09H, SCH,), 3.47-
3.34 (m, 0.13H, SCH,), 3.29 (d, *J(H,H)=15.3 Hz, 0.17H,
SCH,), 3.25 (d, “J(H,H)=13.4 Hz, 0.09H, SCH,), 3.22 (d,
2J(H,H)=15.7 Hz, 0.02H, SCH,), 3.19 (d, “J(H,H)=14.7 Hz,
0.04H, SCH,), 3.12 (d, *J(H,H)=15.1 Hz, 0.13H, SCH)), 3.04 (d,
2J(H,H)=13.4 Hz, 0.16H, SCH,), 3.03 (d, “J(H,H)=13.9 Hz,
0.37H, SCH,), 2.89 (d, *J(H,H)=13.9 Hz, 0.11H, SCH5), 2.85 (d,
2J(H,H)=13.9 Hz, 0.27H, SCH,)

150.93 MHz, [Ds]DMSO=3 (ppm): 165.36 (C=0), 161.80 (dd,
'J(C,F)=245.4 Hz, *J(C,F)=12.3 Hz, Cyrom), 142.28-141.70 (m,
Carom ), 134.37-134.09 (m, Carom), 112.31 (d, *J(C,F)=20.3 Hz,
Carom.), 102.94-102.13 (m Cyrom), 45.88 (d, 'J(C,P)=137.3 Hz,
PC), 31.47 (d, *J(C,P)=7.6 Hz, SCH,)

[313.21]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.877 min; AUC = 96.36 %

193



HRMS (ESI) CoH,oF,NOsPS-H' [M-H']
Berechnet:  311.99126

Gefunden: 311.99131

194



((3.5-DimethoxyphenvD)((2-hydroxyamino)-2-oxoethyl)thio(phenyl)-methvl)-

phosphonsaure 57

0]

11
HO-p s U _ow
HO N

Hergestellt aus 26 (0.20 g, 0.5 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci11HisNO7PS

HPLC

16 % hellbraunes Ol

500.13 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 10.75-10.51 (br. s, NH),
10.04 (br. s, NH), 8.94 (br. s, OH), 6.97-6.69 (m, 0.29H, Harom.),
6.67-6.48 (m, 1.71H, Hyom), 6.47-6.33 (m, 0.85H, Harom.), 6.33-
6.19 (m, 0.15H, Hyom), 4.13-3.95 (m, 1H, PCH), 3.82-3.78 (m,
0.4H, OCH3), 3.77-3.74 (m, 0.92H, OCH3), 3.73-3-69 (m,
3.91H, OCHj3), 3.69-3.66 (m, 0.36H, OCH3), 3.66-3.64 (m,
0.41H, OCH3), 3.37 (d, *J(H,H)=15.0 Hz, 0.48H, SCH,), 3.29
(d, 2J(H,H)=14.7 Hz, 0.24H, SCH,), 3.24 (d, *J(H,H)=15.6 Hz,
0.22H, SCH,), 3.15 (d, *J(H,H)=15.0 Hz, 0.35H, SCH)), 3.07 (d,
2J(H,H)=13.1 Hz, 0.43H, SCH,), 2.86 (d, “J(H,H)=13.8 Hz,
0.28H, SCH,)

125.76 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 169.53 (C=0), 160.01-
159.82 (m, Carom.), 139.42-138.85 (m, Carom.), 107.92-107.75 (m,
Carom.), 107.70-107.47 (m, Carom), 98.69-98.48 (m, Carom),
55.11-54.93 (m, OCH3), 46.42 (d, 'J(C,P)=138.6 Hz, PC), 46.38
(d, 'J(C,P)=138.6 Hz, PC), 32.99 (d, *J(C,P)=7.5 Hz, SCH,),
31.55 (d, *J(C,P)=7.1 Hz, SCH,)

[337.28]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min'l; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.867 min; AUC = 97.56 %
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HRMS (ESI) CoH,oF,NOsPS-H' [M-H']
Berechnet:  336.03123

Gefunden: 336.03118

196



(((2-(Hvdroxy(methyl)amino)-2-oxoethvDsulfonyl)(phenvD)methyD)phosphonsiure 58

HO-p_ s _OH

Hergestellt aus 30 (0.76 g, 2 mmol) nach AAV 12. Das Produkt scheidet sich nach Losen in
wenig Ethylacetat und tropfenweisem Versetzen mit Dichlormethan ab.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC-NMR

CioH14sNO7PS

HPLC

HRMS (ESI)

26 % farbloses Ol

500.13 MHz, [Dg]DMSO=56 (ppm): 10.37 (br. s, OH), 7.55-7.45
(m, 2H, Harom), 7.43-7.30 (m, 3H, Harom), 5.50 (d, *J(H,P)=19.1
Hz, 0.9H, PCH), 5.42 (d, 2J(H,P)=19.1 Hz, 0.1H, PCH), 4.95 (d,
*J(HH)=15.2 Hz, 0.92H, SCH,), 4.72 (d, *J(H,H)=15.0 Hz,
0.08H, SCH,), 4.55 (d, *J(H,H)=15.2 Hz, 0.08H, SCH),), 4.34 (d,
*J(H,H)=15.2 Hz, 0.92H, SCH>), 3.19 (s, 0.15H, NCH3), 3.15 (s,
2.69H, NCH3), 3.11 (s, 0.16H, NCH3)

125.76 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 162.23 (C=0), 131.16 (d,
2J(C,P)=5.2 Hz, Cuom), 128.82 (d, *J(C,P)=5.2 Hz, Carom),
128.25 (Carom), 128.17 (Carom), 67.16 (d, 'J(C,P)=129.4 Hz,
PC), 54.02 (SCH,), 35.57 (NCH3)

[323.26]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.790 min; AUC =97.98 %

C1oH14sNO,PS+H' [M+H']
Berechnet: 324.03068

Gefunden: 324.03014
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(((2-(Hvdroxy(methyl)amino)-2-oxoethyDsulfonyl)(p-tolvDmethyDphosphonsiure 59

o o
1} O\ /O

HO-p_ 7 _OH
HO 'T'

Hergestellt aus 31 (0.39 g, | mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

C11HisNO7PS

HPLC

HRMS (ESI)

198

61 % braunes Ol

600.22 MHz, [D]DMSO=5 (ppm): 10.36 (br. s, OH), 7.37 (d,
SJH,H)=73 Hz, 2H, Huom), 7.18 (d, J(HH)=7.9 Hz, 2H,
Haom), 5.4 (d, “J(HP)=19.1 Hz, 0.8H, PCH), 5.35 (d,
2J(H,P)=18.9 Hz, 0.06H, PCH), 5.13 (d, “J(H,P)=19.0 Hz,
0.06H, PCH), 5.12 (d, *J(H,P)=19.0 Hz, 0.08H, PCH), 4.92 (d,
*J(H,H)=15.1 Hz, 0.78H, SCH,), 4.77 (d, *J(H,H)=14.5 Hz,
0.04H, SCHy), 4.76 (d, 2J(H,H)=14.5 Hz, 0.04H, SCH,), 4.70 (d,
*J(H,H)=14.6 Hz, 0.14H, SCH,), 4.52 (d, J(H,H)=15.1 Hz,
0.06H, SCH,), 4.48 (d, >J(H,H)=14.4 Hz, 0.04H, SCH),), 4.44 (d,
2J(H,H)=14.5 Hz, 0.04H, SCH,), 4.31 (d, “J(H,H)=15.1 Hz,
0.77H, SCH,), 4.24 (d, 2J(H,H)=14.6 Hz, 0.09H, SCH,), 3.14 (s,
3H, NCH3), 2.31 (s, 3H, CH3arom)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 162.28 (C=0), 137.66
(Carom), 131.08 (d, *J(C,P)=5.4 Hz, Caom), 128.76 (Curom),
125.75 (d, *J(C,P)=5.3 Hz, Carom), 66.90 (d, 'J(C,P)=130.1 Hz,
PC), 53.96 (SCH,), 35.58 (NCH3), 20.71 (CH3aom.)

[337.28]
Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:

CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;

Flussrate: 1 mL min'l; Detektion: 254 nm;

Retentionszeit = 1.897 min; AUC = 99.64 %
C1HsNO-,PS-H" [M-H']
Berechnet:  336.0312

Gefunden: 336.0308



(((2-(Hvdroxy(methyl)amino)-2-oxoethvDsulfonyl)(naphthalen-1-yl)methyl)-

phosphonsiure 60

Hergestellt aus 32 (0.43 g, | mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci4H1sNO7PS

HPLC

34 % beigefarbenes Ol

600.22 MHz, [Dg]DMSO=5 (ppm): 10.46 (br. s, OH), 8.23 (d,
3J(H,H)=8.6 Hz, 0.8H, Harom), 8.19-8.14 (m, 0.2H, Hyom), 8.08
(d, *J(H,H)=7.2 Hz, 1H, Huom), 8.01-7.94 (m, 2H, Harom.), 7.65-
7.59 (m, 1H, Huom), 7.58-7.52 (m, 2H, Huom), 6.65 (d,
2J(H,P)=20.3 Hz, 0.79H, PCH), 6.55 (d, *J(H,P)=21.0 Hz,
0.05H, PCH), 6.27 (d, J(H,P)=20.1 Hz, 0.07H, PCH), 6.18 (d,
2J(H,P)=20.1 Hz, 0.09H, PCH), 5.29 (d, “J(H,H)=15.3 Hz,
0.78H, SCH>), 5.23 (d, *J(H,H)=14.8 Hz, 0.1H, SCH,), 5.17 (d,
2J(H,H)=14.9 Hz, 0.12H, SCH,), 4.84 (d, “J(H,H)=15.0 Hz,
0.04H, SCHy), 4.73 (d, 2J(H,H)=15.0 Hz, 0.07H, SCH,), 4.60 (d,
2J(H,H)=14.8 Hz, 0.09H, SCH,), 4.51 (d, “J(H,H)=15.4 Hz,
0.71H, SCH>), 4.38 (d, >J(H,H)=14.8 Hz, 0.09H, SCH,), 3.34-
3.29 (m, 0.16H, NCHj3), 3.19 (s, 2.84H, NCH3)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 162.78 (C=0), 133.54
(Carom.), 132.68 (d, J(C,P)=6.2 Hz, Curom), 128.96 (d, J(C,P)=4.3
Hz, Cuom), 128.85 (Carom), 128.63 (Carom)s 126.57 (Carom),
125.60 (Carom.), 125.03-124.87 (m, Carom ), 124.31 (d, J(C,P)=5.0
Hz, Caom), 123.44 (Carom), 60.81 (d, 'J(C,P)=131.2 Hz, PC),
54.47 (SCH,), 35.68 (NCH3), 34.59 (NCH;)

[373.32]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.877 min; AUC =99.97 %

199



HRMS (ESI) C14HsNO-PS -H' [M-H']
Berechnet: 372.0312

Gefunden: 372.0309

200



((3.4-DichlorphenvD)((2-(hydroxv(methyl)amino)-2-oxoethyDsulfonyl)methyl)-

phosphonsiure 61

o
II
HO\P el

Cl
Cl

Hergestellt aus 33 (0.45 g, 1 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

"H-NMR

BC.NMR

C10H12C12NO7PS

HPLC

HRMS (ESI)

17 % braunes Ol

600.22 MHz, [Dg]DMSO=6 (ppm): 10.47 (br. s, OH), 7.79-7.76
(m, 0.03H, Harom), 7.76-7.75 (m, 0.03H, Harom), 7.75-7.71 (m,
0.94H, Haom), 7.68 (d, *J(H,H)=8.4 Hz, 1H, Haom), 7.46 (d,
3J(H,H)=8.3 Hz, 1H, Hyom), 5.50 (d, J(H,P)=18.7 Hz, 0.95H,
PCH), 5.28 (d, “J(H,P)=18.4 Hz, 0.02H, PCH), 521 (d,
2J(H,P)=18.3 Hz, 0.03H, PCH), 4.90 (d, “J(H,H)=15.2 Hz, 1H,
SCH,), 4.42 (d, *J(HH)=15.2 Hz, 0.9H, SCH,), 437 (d,
*J(H,H)=14.5 Hz, 0.07H, SCH,), 4.30 (d, *J(H,H)=15.4 Hz,
0.03H, SCH)), 3.15 (s, NCH3)

150.93 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 161.91 (C=0), 132.46 (d,
*J(C,P)=4.7 Hz, Cuom), 131.57 (d, *J(C,P)=4.8 Hz, Cuom),
131.26 (Carom), 130.66 (Carom.), 130.40 (Carom), 130.11 (d,
3J(C,P)=4.9 Hz, Carom.), 66.13 (d, 'J(C,P)=126.6 Hz, PC), 54.18
(SCHa), 35.55 (NCH3)

[392.14]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.817 min; AUC = 97.89 %

C1oH;,CLNO,PS -H' [M-H']
Berechnet:  389.9376

Gefunden: 389.9377
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((3.5-Difluorphenyl)((2-(hydroxy(methvamino)-2-oxoethyl)sulfonvyDmethyl)-

phosphonsiure 62

0
Ho-E_ ¢ I o
HO' 'T‘

F F

Hergestellt aus 34 (0.42 g, | mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

Cl()H 1 2F2NO7PS

HPLC

MS (ESI)

202

80 % braunes Ol

600.22 MHz, [Dg]DMSO=6 (ppm): 10.48 (br. s, NOH), 7.33-
7.27 (m, 1H, Haom), 7.23 (d, *J(H,F)=7.6 Hz, 0.45H, Haom),
7.19 (d, *J(H,F)=7.1 Hz, 1.55H, Huom), 5.51 (d, *J(H,P)=18.6
Hz, 0.71H, PCH), 5.39 (d, 2J(H,P)=18.1 Hz, 0.07H, PCH), 5.29
(d, 2J(H,P)=18.5 Hz, 0.06H, PCH), 5.22 (d, “J(H,P)=17.5 Hz,
0.16H, PCH), 4.97 (d, 2J(H,H)=15.0 Hz, 0.07H, SCH),), 4.88 (d,
2J(HH)=15.1 Hz, 0.58H, SCH,), 4.71 (d, “J(H,H)=14.1 Hz,
0.06H, SCH,), 4.63 (d, >J(H,H)=14.4 Hz, 0.23H, SCH),), 4.57 (d,
2J(H,H)=14.5 Hz, 0.06H, SCH,), 4.42 (d, “J(H,H)=15.1 Hz,
0.78H, SCH>), 4.37 (d, *J(H,H)=14.4 Hz, 0.22H, SCH,), 3.74
(br. s, POH), 3.15 (NCH3)

150.93 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 161.86 (C=0), 161.73 (dd,
'J(C,F)=245.5 Hz, *J(C,F)=12.9 Hz, Caom), 133.13-132.96 (m,
Carom), 114.27 (dd, *J(C,F)=21.0 Hz, “‘J(C,F)="J(C,P)=5.2 Hz,
Carom), 104.24-103.81 (m, Cyrom), 66.53 (d, 'J(C,P)=127.4 Hz,
PC), 54.21 (SCH,), 35.57 (NCHa)

[359.24]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;3;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.780 min; AUC = 99.73 %

C1oH12F2NO,PS -H' [M-H']
Berechnet: 358.0

Gefunden: 358.0



((3.5-Dimethoxypheny)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyDsulfonyl)methyl)-

phosphonsiure 63

Hergestellt aus 35 (0.22 g, 0.5 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC.NMR

Ci2H1sNOoPS

HPLC

HRMS (ESI)

41 % beigefarbenes Ol

600.22 MHz, [Dg]DMSO=5 (ppm): 10.54 (br. s, NOH), 6.76-
6.72 (m, 0.2H, Harom.), 6.72-6.62 (m, 1.8H, Hyrom ), 6.55-6.46 (m,
1H, Haom), 5.33 (d, 2J(H,P)=18.9 Hz, 0.61H, PCH), 5.21 (d,
2J(H,P)=18.3 Hz, 0.39H, PCH), 5.00 (d, “J(H,H)=15.2 Hz,
0.28H, SCH,), 4.91 (d, 2J(H,H)=15.1 Hz, 0.5H, SCH,), 4.64 (d,
*J(HH)=14.4 Hz, 0.22H, SCH,), 4.55 (d, *J(H,H)=14.8 Hz,
0.17H, SCH,), 4.32 (d, *J(H,H)=15.1 Hz, 0.47H, SCH),), 4.31 (d,
2J(HH)=14.6 Hz, 0.19H, SCH,), 4.23 (d, “J(H,H)=13.9 Hz,
0.17H, SCH,), 3.76-3.70 (m, 6H, OCH3), 3.65 (br. s, POH),
3.17-3.12 (m, 3H, NCH3)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 162.19 (C=0), 159.84
(Carom), 159.71 (Carom), 109.62 (d, *J(C,P)=3.1 Hz, Caom),
99.60 (Carom.), 55.13-54.96 (m, OCH3), 54.12-54.03 (m, SCH,),
35.54 (NCHj3)

[383.31]
Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:

CH;3;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;

Flussrate: 1 mL min'l; Detektion: 254 nm;

Retentionszeit = 1.853 min; AUC = 99.86 %
C1,H sNOoPS -H' [M-H']
Berechnet:  382.0367

Gefunden: 382.0356
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(((2-(Hvdroxyamino)-2-oxoethvDsulfonyl)(p-tolyDmethyDphosphonsiure 64

0 o)
1} O\ /O
HO-p g7 _OH

N
HO H

Hergestellt aus 36 (0.38 g, | mmol) nach AAV 12.

Ausbeute

'"H-.NMR

BC-NMR

C10H14NO7PS

HPLC

204

92 % braunes Ol

600.22 MHz, [Ds]DMSO=58 (ppm): 10.88 (br. s, NH), 10.54 (br.
s, NH), 10.10 (br. s, NH), 9.33 (br. s, OH), 7.42 (d, *J(H,H)=7.7
Hz, 0.19H, Huom), 7.40-7.38 (m, 0.25H, Huom), 7.36 (d,
J(H,H)=7.7 Hz, 1.56H, Haom), 7.22-7.20 (m, 0.12H, Haom),
7.18 (d, *J(H,H)=7.8 Hz, 1.88H, Haom), 5.40 (d, *J(H,P)=19.3
Hz, 0.7H, PCH), 5.27 (d, J(H,P)=19.0 Hz, 0.04H, PCH), 5.25
(d, 2J(H,P)=18.6 Hz, 0.04H, PCH), 5.21 (d, *J(H,P)=18.9 Hz,
0.02H, PCH), 5.16 (d, “J(H,P)=19.0 Hz, 0.12H, PCH), 5.12 (d,
2J(H,P)=21.9 Hz, 0.04H, PCH), 5.09 (d, *J(H,P)=22.1 Hz,
0.04H, PCH), 4.84 (d, 2J(H,H)=15.1 Hz, 0.05H, SCH>,), 4.80 (d,
2J(H,H)=14.2 Hz, 0.11H, SCH,), 4.70 (d, “J(H,H)=14.6 Hz,
0.11H, SCH,), 4.59 (d, 2J(H,H)=14.2 Hz, 0.7H, SCH,), 4.48 (d,
2J(H,H)=14.3 Hz, 0.02H, SCH,), 4.44 (d, “J(H,H)=14.5 Hz,
0.01H, SCH,), 4.25 (d, *J(H,H)=14.7 Hz, 0.12H, SCH5,), 4.21 (d,
2J(H,H)=15.2 Hz, 0.05H, SCH,), 4.09 (d, “J(H,H)=14.4 Hz,
0.1H, SCH,), 3.74 (d, 2J(H,H)=13.2 Hz, 0.73H, SCH,), 2.30 (s,
3H: CH3ar01n.)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 158.86 (C=0), 137.65
(Carom.), 131.14-130.92 (m, Carom), 128.77 (Carom), 125.80 (d,
3J(C,P)=5.3 Hz, Carom), 66.78 (d, 'J(C,P)=130.2 Hz, PC), 55.21
(SCH3), 20.69 (CHzarom.)

[323.26]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (5 mM), Eluent B:
CH;CN; Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten;
Flussrate: 1 mL min™"; Detektion: 254 nm;
Retentionszeit = 1.833 min; AUC =99.89 %



MS (ESI) C1oH14sNO-,PS-H' [M-H']
Berechnet: 322.0

Gefunden: 322.0
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((3.5-DimethoxyphenvD)((2-(hydroxvamino)-2-oxoethyDsulfonyl)methyl)phosphonsiure

65

Hergestellt aus 39 (0.43 g, 1 mmol) nach AAV 12.

Ausbeute
Schmelzpunkt

'"H-.NMR

BC.NMR

C1 1H16NO9PS

HPLC

206

80 % weiler Feststoff
167 °C

600.22 MHz, [Ds]DMSO=8 (ppm): 10.89 (br. s, NH), 10.55 (br.
s, NH), 10.09 (br. s, NH), 9.58 (br. s, OH), 9.35 (br. s, OH),
6.93-6.91 (m, 0.05H, Harom.), 6.80-6.75 (m, 0.07H, Harom,), 6.73-
6.72 (m, 0.03H, Hurom.), 6.72-6.70 (m, 0.05H, Hyom), 6.65 (s,
1.8H, Harom), 6.59-6.56 (m, 0.11H, Hyrom), 6.55-6.50 (m, 0.84H,
Harom), 6.41-6.38 (m, 0.05H, Haom), 6.13 (d, J(H,P)=19.3 Hz,
0.02H, PCH), 5.82 (d, “J(H,P)=19.2 Hz, 0.02H, PCH), 5.35 (d,
2J(H,P)=19.3 Hz, 0.77H, PCH), 5.26 (d, *J(H,P)=19.6 Hz,
0.07H, PCH), 5.13 (d, 2J(H,P)=19.1 Hz, 0.12H, PCH), 5.02 (d,
2J(H,H)=14.2 Hz, 0.02H, SCH,), 4.80 (d, “J(H,H)=15.0 Hz,
0.05H, SCH,), 4.77 (d, *J(H,H)=13.9 Hz, 0.04H, SCH)), 4.64 (d,
2J(H,H)=14.6 Hz, 0.09H, SCH,), 4.53 (d, “J(H,H)=14.2 Hz,
0.33H, SCH>), 4.44 (d, “J(H,H)=14.2 Hz, 0.19H, SCH,), 4.39
(br. s, POH), 4.28 (d, 2J(H,H)=14.6 Hz, 0.14H, SCH,), 4.23 (d,
2J(H,H)=16.2 Hz, 0.13H, SCH,), 3.78 (d, 2J(H,H)=14.2 Hz, 1H,
SCH,), 3.74 (s, 5.6H, OCHj3), 3.72 (s, 0.4H, OCH3)

150.93 MHz, [D¢]DMSO=8 (ppm): 159.91 (C=0), 158.75
(Carom), 130.67 (d, 2J(C,P)=52 Hz, Cauom), 109.49 (d,
*J(C,P)=4.9 Hz, Carom), 99.68 (Carom.), 67.02 (d, 'J(C,P)=128.7
Hz, PC), 55.27-54.93 (m, OCH3, SCH,)

[369.28]

Eluent A: wissrige NH4OAc Losung (SmM), Eluent B: CH3CN;
Elution: isokratisch (1:1); Laufzeit: 20 Minuten; Flussrate:
1 mL min'; Detektion: 254 nm; Retentionszeit = 1.833 min;
AUC =99.58 %



HRMS (ESI) C11HsNOoPS-H" [M-H']
Berechnet:  368.0211

Gefunden: 368.0205
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N-(tert-Butoxy)-2-chlor-/N-methylacetamid 66

C|\)OLT,0%

Hergestellt aus Benzylztert-butoxy(methyl)carbamat (2.37 g, 10 mmol) nach AAV 3.
Ausbeute 77 % gelbes Ol

'H-NMR 500.13 MHz, [Ds]DMSO=5 (ppm): 4.45 (s, 2H, CICH,), 3.19 (s,
3H, NCH3), 1.27 (s, 9H, CCH3)

BC-NMR 125.76 MHz, [D¢]DMSO=5 (ppm): 170.06-169.39 (m, C=0),
82.95 (NOC), 41.93 (CICH,), 27.00 (NOCCH3)"

C;H14CINO, [179.64]

"Die Signale der Carbonylfunktion und der N-Methylgruppe konnten nicht detektiert werden.
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8.4 Biologische Evaluation

8.4.1 Untersuchungen zur in vitro-AKtivitat

Inhibition von IspC-Enzymen

Untersuchungen an rekombinanten IspC-Enzymen von Plasmodium falciparum (PflspC),
Mycobacterium tuberculosis (MtlspC) sowie Escherichia coli (EclspC) wurden an der
Hamburg School of Food Science der Universitit Hamburg im Arbeitskreis von Markus
Fischer durchgefiihrt.

Genexpression und Proteinreinigung des PfIspC-Enzyms' 1801

Expression des PflspC-Gens in dem betreffenden E. coli-Laborstamm wurde wie 2010 von
Behrendt und Mitarbeitern beschrieben durchgefiihrt.'"” Der rekombinante E. coli-Stamm
M15 pREP4 pQEIspCplasart wurde in LB-Medium’, angereichert mit Ampicillin (180 mg L-
1) und Kanamycin (50 mg L-1), bis zu einer optischen Dichte von 0.6 kultiviert. Nach Zusatz
von Isopropylthiogalactosid zu einer finalen Konzentration von 1 mM wurde die
Zellsuspension iiber Nacht bei 30°C unter Schiitteln (120 rpm) kultiviert. Anschlieend
wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet, mit 0.9 %iger NaCl-Losung gewaschen und
in einer Pufferlosung bestehend aus 100 mM Tris-Hydrochlorid (pH 7.4), welches 0.5 M
NaCl and 20 mM Imidazol enthielt, resuspendiert. Nach der Zellwandruptur (durchgefiihrt
mittels des Gerits Basic Z Model, Constant Systems Limited, Northamptonshire, UK) wurde
die Suspension zentrifugiert und der Uberstand auf eine zuvor mit oben genannter
Pufferlosung dquilibrierte Ni*“-chelatisierende Sepharose Fast Flow® Siule (Volumen 40 mL)
aufgetragen. Die Séule wurde zur Entfernung von ungebundenem Protein mit 100 mM Tris-
Hydrochlorid (pH 7.4), welches 0.5M NaCl und 100 mM Imidazol enthielt, gespiilt.
Anschliefend wurde die Séule mit 100 mM Tris-Hydrochlorid (pH 7.4), welches 0.5 M NaCl
und 250 mM Imidazol enthielt, entwickelt. Nach der Vereinigung von Fraktionen wurden
diese iiber Nacht gegen 50 mM Tris-Hydrochlorid (pH 7.4), welches 2 mM DTT und 0.02 %
NaNj enthielt, dialysiert. IspC-Protein von Plasmodium falciparum (PflspC) konnte mit einer
Reinheit von anndhernd 95 % erhalten werden. Die Reinheit wurde mittels SDS-PAGE

Analyse ermittelt.

"LB-Medium = lysogeny broth Medium. Medium, das urspriinglich von Bertani entwickelt wurde um u.a.

Shigella-Wachstum zu optimieren und seither als Nahrmedium zur Kultivierung von Bakterien weit verbreitet
. . [202]
1st.
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Gewinnung von EclspC und MtIspC

Das EclspC-Protein konnte analog der von Hecht und Mitarbeitern 2001 verdffentlichten
Methode gewonnen werden.”® Die Reinigung von MispC erfolgte mittels
Affinititschromatographie an einer Ni*'-chelatisierenden Saule wie fiir PfIspC

beschrieben.'%

ICsp-Wert-Bestimmung mittels photometrischem Assay’®

Fiir die Durchfiihrung der Assays wurden 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc, Cat. No. 781602)

mit transparentem flachen Boden verwendet. Die Assaylosungen, deren Gesamtvolumen
200 uL  betrug, enthielten die nachfolgend genannten Bestandteile: 100 mM Tris-
Hydrochlorid (pH 7.6), 5 mM MgCl,, 5mM DTT, 0.5 mM NADPH, 0.02U des IspC-
Proteins und die zu testende Substanz. Die Verdiinnungsreihen (1:3) der Testsubstanzen
deckten nahezu einen Konzentrationsbereich von ca. 200-0.003 uM ab. Durch Zusatz von 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat bis zu einer finalen Konzentration von 0.5-5.0 mM in 100 mM
Tris-Hydrochlorid (pH 8) wurde die enzymatische Reaktion gestartet. Die Reaktionskontrolle
der enzymatischen Umsetzung erfolgte photometerisch. Hierfiir wurde bei Raumtemperatur
und bei einer Wellenlénge von 340 nm mit Hilfe des Mikrotiterplattenlesers SpectraMax M5
(Molecular Devices, Biberach an der Riss, Deutschland) der NADPH-Umsatz ermittelt. Die
ICso-Werte (Mittelwert = Standardabweichung berechnet aus mindestens 7 Messpunkten)

wurden durch nichtlineare Regression mittels des Programms Dynafit bestimmt.2°52%

Antiplasmodiale Aktivitiit

Untersuchungen zur Bestimmung der antiplasmodialen Aktivitdt der Testsubstanzen an den
Plasmodium falciparum Laborstimmen 3D7 und Dd2 wurden am Institut fiir Tropenmedizin
der Eberhard Karls Universitit Tiibingen im Arbeitskreis von Benjamin Mordmiiller

durchgefiihrt.

Die fiir die Untersuchungen verwendeten Parasiten wurden wie von Trager et al. beschrieben
in kontinuierlicher Kultur gehalten.["*®*°” Hierzu wurden Parasiten des Chloroquin-sensitiven
P. falciparum Laborstamms 3D7 und des Chloroquin-resistenten Stamms Dd2 in einem
Inkubator bei 37 °C in einer Atmosphire von 5 % CO; und 5 % O; bei einem Himatokritwert

von 5 % in Erythrozyten der Blutgruppe 0 Rhesus positiv in vollstindigem Kulturmedium
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(RPMI" 1640, 25 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-4-butansulfonsiure, 2 mM L-
Glutamin, 50 pg mL™" Gentamycin und 0.5 % w/v Albumax) mit tiglichem Wechsel des
Mediums kultiviert. Synchronisation der Parasitenkultur wurde mit Sorbitol durchgefiihrt.[***!
Die Testsubstanzen wurden in DMSO gel6st, sodass Stammkonzentrationen zwischen 25 und
100 mM erreicht wurden. Weitere Verdiinnungen wurden mit vollstindigem Kulturmedium
vorgenommen. Die finalen Konzentrationen des Lodsemittels beeintrachtigten das
Parasitenwachstum nicht. Die Aktivitit der Testverbindungen wurde durch Messung von
HRP2' mit Hilfe eines ELISA* entsprechend eines Standardverfahrens bestimmt.*'” Hierzu
wurden 96-Well-Mikrotiterplatten mit einer 3-fachen Verdiinnung der entsprechenden
Testsubstanz beschickt. AnschlieBend wurden diese mit Parasiten im Ringstadium
(Parasitdmie 0.05 %, Hédmatokrit 1.5 %) versetzt, sodass pro Well ein Volumen von 225 pL
vorlag. Nach dreitdgiger Inkubation wurden die Platten vor Durchfithrung des HRP2-ELISAs
zweil Mal eingefroren und wieder aufgetaut. Chloroquin wurde als interne Kontrolle ebenfalls
in jedem Assay evaluiert. Alle Testungen wurden zwei Mal durchgefiihrt. ICso-Werte wurden

durch Analyse der Konzentrations-Effekt-Kurven mittels nichtlinearer Regression ermittelt.

Hierzu wurde das drc-Paket (v0.9.0) der Software R (v2.6.1) genutzt.“go’ 211-212]

8.4.2 Kristallisation und Strukturaufklirung

Untersuchungen zur dreidimensionalen Struktur von PfIspC im Komplex mit Mn>", NADPH

und IspC-Inhibitoren!'*"!

wurden am Center for Integrated Protein Science Munich, Lehrstuhl
fiir Biochemie der Technischen Universidt Miinchen, im Arbeitskreis von Michael Groll

durchgefiihrt.

Das PAIspC Protein (11 mg mL™" in 50 mM Tris-Hydrochlorid (pH 7.4), welches 2 mM DTT?
und 0.02 % NaNj enthielt) wurde vor der Kristallisation mit 1.5 mM 43 (als Racemat
vorliegend) sowie mit 640 uM MnCl, und 800 M NADPH inkubiert."®™ Die Kristalle
wurden durch die ,,sitting drop vapor diffusion“-Methode bei einer Temperatur von 20 °C

generiert. Die Tropfchen enthielten 0.1 pL. der Proteinlosung und 0.1 plL der Reservoirlosung

"RPMI = Roswell Park Memorial Institute. RPMI-1640 ist ein Zellkulturmedium, das an diesem Institut
entwickelt wurde.
"HRP2 = histidine-rich protein 2. Dieses von Plasmodium falciparum produzierte Protein ist ein Parameter fiir
die Entwicklung und Proliferation des Parasiten und kann somit als MaB fiir dessen Wachstumshemmung und
dessen Empfindlichkeit gegeniiber bspw. Arzneistoffen herangezogen werden.**”
*ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay
SDTT = (2R, 3R)-1,4-Dimercaptobutan-2,3-diol
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(2 % PEG4000, 100 mM Natriumacetat und 15 % MPD’, pH 5.0). Die Kristalle wuchsen
innerhalb von 6 Wochen bis zu einer finalen GréBe von 500 x 100 x 50 pm®. Cokristalle von
PflspC wurden ohne zusitzliches Kryoprotektivum in einem Stickstoffstrom bei 100 K
unterkiihlt (Oxford Cryo Systems). Durch den Gebrauch von Synchrotonstrahlung (X06SA
beamline, Swiss Light Source, Villigen, Schweiz) konnte bei einer Auflssung von 2 A ein
nativer Datensatz generiert werden.'®™” Die Bearbeitung der Daten erfolgte mit Hilfe der
Programme XDS*"*! und XSCALE. Die Kristallstrukturanalyse wurde mittels der Methode
»,molecular replacement* durchgefiihrt, wobei hierfiir die bei der Proteindatenbank
hinterlegten Koordinaten von PfIspC genutzt wurden (RCSB PDB' code 3AUS8).*%! Das
Programm REFMACS5 wurde fiir Berechnungen zur Verfeinerung der makromolekularen
Strukturen eingesetzt.*'¥ Das Modell wurde mit Hilfe des interaktiven dreidimensionalen
Graphikprogramms MAIN vervollstindigt.*'> Die Atomkoordinaten fiir P/IspC im Komplex
mit 45 (S-Enantiomer), Mn>" und NADPH wurden in der RCSB Proteindatenbank unter dem

Zugangscode 4KP7 hinterlegt.!'®"

8.4.3 Zytotoxizititsuntersuchungen an Hel.a-Zellen

Untersuchungen zur Bestimmung der Toxizitdt ausgewihlter Verbindungen gegeniiber
Sdugetierzellen wurden am Institut fiir Tropenmedizin der Eberhard Karls Universitdt

Tiibingen im Arbeitskreis von Benjamin Mordmiiller durchgefiihrt.

Die Zytotoxizititsuntersuchungen erfolgten an HeLa-Zellen nach der von Borenfreund et al.
veroffentlichten Methode.”'” Eine Zellsuspension von 200 000 Zellen pro mL in DMEM-
Komplettmedium* wurde hierzu in 96-Well-Mikrotiterplatten mit der entsprechenden
Testsubstanz versetzt. Die Testsubstanzen wurden zuvor in einer Konzentration von 1 mM in
dem Medium gelost. Hiervon wurde eine Verdiinnungsreihe erstellt, die insgesamt den
Bereich 1 mM-3*10° mM abdeckte. Alle Verdiinnungsschritte wurden mit dem Medium
durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 24 h bei 37 °C in einer Atmosphére von 5 % CO; und
5% O, mit der Testsubstanz inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium von den Zellen
entfernt und diese wurden stattdessen mit Neutralrot-Medium (0.05 g Neutralrot/L. DMEM-
Medium) versetzt. Nach Inkubation der Zellkultur fiir 3h mit dem Neutralrot-Medium bei

37 °C in einer Atmosphére von 5 % CO, und 5 % O, wurde das Medium entfernt und die

"MPD = 2-Methyl-2,4-pentandiol
"RCSB PDB = Research Collaboratory for Structural Bioinformatics at Rutgers University, Protein Data Bank
*DMEM = Dulbecco’s Minimum Essential Medium
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Zellen mit PBS-Losung” gewaschen. Nach dem Entfernen der PBS-Losung wurde die
Zellkultur mit einer Losung, die 50 % Ethanol (96 %ig) und 1 % Eisessig enthielt, versetzt
und die Mikrotiterplatte geschiittelt. AnschlieBend wurde mittels eines Mikrotiterplattenlesers
bei 540 nm die Absorption ermittelt und so die Aufnahme von Nautralrot in die Zellen

bestimmt.

8.4.4 Standard-Peters-Test zur Untersuchung der antiplasmodialen in vivo-AKtivitit an

mit P. berghei infizierten Miusen

Die Untersuchung der antiplasmodialen in vivo-Aktivitit wurde im Arbeitskreis von Sergio

Wittlin (Swiss Tropical and Public Health Institute, Basel) durchgefiihrt.

Mittels eines Standard-Peters-Tests an mit P. berghei infizierten Midusen wurde die
antiplasmodiale in vivo-Aktivitit von Verbindung 48 bestimmt.!®” Den Versuchstieren wurde
von der Testsubstanz tdglich 50 mg/kg Korpergewicht intravends appliziert. Die Testsubstanz
wurde hierzu in Tween 80 und Ethanol (Verhéltnis 70:30) geldst und anschlieBend 10-mal mit
Wasser verdiinnt. Die Testgruppe und die Kontrollgruppe bestanden aus je drei Médusen.
Insgesamt erfolgte die intravendse Applikation vier Mal — 4, 24, 48 und 72 Stunden nach der
Infektion. Das Blut fiir die Bestimmung der Parasitimie wurde 96 Stunden nach der Infektion
gesammelt. Nach 4 Tagen wurden die Maiuse der Kontrollgruppe getotet, da diese
unbehandelt nach 6 Tagen verstorben wéren und ihnen weiteres unnétiges Leiden so erspart
werden konnte. Die Aktivitit bzw. Reduktion der Parasitimie wurde wie folgt berechnet:
[(Parasitdmie der Kontrollgruppe) - (Parasitdmie der behandelten Gruppe)] / (Parasitdmie der

Kontrollgruppe).

8.4.5 Racematspaltung

Die Racematspaltung von Verbindung 43 wurde an der Hamburg School of Food Science der
Universitidt Hamburg von Tobias Gréiwert durchgefiihrt.!'*"!

Hierzu wurde die Anlage HP series 1100 von Agilent verwendet. Als Séule diente
Chiralcel® OZ-H von Chiral Technologies Europe (5 pm PartikelgroBe, 250 mm x 4.6 mm) in
Kombination mit der zugehoérigen Vorsdule bestechend aus Cartridge Holder
(4.0 mm x 10 mm) und Cartridges (5 um Partikelgrofe, 4.0 mm % 10 mm). Als Methode

wurde eine isokratische Elution aus n-Heptan und Propan-2-ol (0.1 % Trifluoressigsdure

"PBS = Phosphate Buffered Saline
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enthaltend) im Verhltnis 70:30 mit einer Flussrate von 1 mL min” und Detektion bei 240 nm
genutzt. Die Saulentemperatur betrug 25 °C. Injiziert wurden jeweils 50 pL einer Losung von

43 in n-Heptan und Propan-2-ol (70:30, 34.3 mM)."*"!

Charakterisierung der Enantiomere von 43

Die Enantiomere wurden durch eine LC-MS-Analyse und durch die Bestimmung der

Drehwerte charakterisiert.!'*

LC-MS

Als Anlage wurde das Modell HPLC-System 1200 der Firma Agilent (Santa Clara,
Kalifornien, USA) bestehend aus einer Pumpe (G1312B), einem gekiihlten Autosampler
(G1367D), einem Degaser (G1379B) und einem temperierbaren Sdulenkompartiment
(G1316) verwendet. Das HPLC-System war gekoppelt an das Massenspektrometer API4000
der Firma ABSciex (Framingham, Massachusetts, USA), ausgestattet mit Turbo V IonSpray
source zur Elektronenspray-lonisation. Als S&ule wurde Phenomenex Synergy Ci
(150mmx2 mm, 2 pm, 80 A) verwendet. Die Elution erfolgte isokratisch mit
Wasser/Methanol (3:1) und 0.1 % Ameisensiure sowie einer Flussrate von 0.2 mL*min™. Das
Retentionsvolumen fiir das Racemat und fiir die einzelnen Enantiomere betrug 0.74 mL. Die
Datenverarbeitung erfolgte mit der Software ABSciex ,,Analyst* (Version 1.6.2, Framingham,
Massachusetts, USA). Das Gerdt API4000 wurde im multiple-reaction-monitoring (mrm)
180]

Modus benutzt.!
m/z berechnet: 290.0; gefunden: 289.9

Polarimetrie

Die polarimetrische Analyse der Enantiomere wurde von Ulrich Riederer (Institut fiir
Pharmazie, Universitit Hamburg) durchgefiihrt. Die Drehwerte wurden mit einem P8000
Polarimeter der Kriiss Optronic GmbH (Hamburg, Deutschland) bestimmt. Die Messungen
wurden bei 20 °C mit Methanol und 0.1 % Trifluoressigsdure als Losungsmittel

durchgefiihrt.["*"!

Enantiomer 1: [a]Z’ = -80.67 °*cm’*g'*dm™ (¢ = 0.011 g*cm™ in Methanol mit 0.1%
Trifluoressigsdure).
Enantiomer 2: [a]2° = +80.53 °*cm’*g'*dm™ (¢ = 0.001 g*cm™ in Methanol mit 0.1%

Trifluoressigsdure).
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