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1. Einleitung 

1.1. Bedeutung & Verbreitung der Malaria  

Malaria ist eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten weltweit, die jährlich zu 

hunderttausenden Todesfällen führt, ein Großteil davon in Afrika. Seit 2004, als die Anzahl 

der Todesfälle aufgrund von Malaria-Infektionen einen Höchstwert von 1.8 Millionen 

erreichte,1 konnte die Sterblichkeitsrate mithilfe intensiver Forschungsarbeiten merklich 

gesenkt werden. Im Jahr 2015 erkrankten laut WHO geschätzte 214 Millionen Menschen an 

Malaria, davon verliefen 438 000 Krankheitsfälle tödlich.2  

Malaria wird durch Protozoen der Gattung Plasmodium verursacht, welche während der 

Blutmahlzeit einer weiblichen Anopheles-Mücke übertragen werden. Es gibt fünf 

humanpathogene Plasmodien-Arten, die unterschiedliche Formen der Malaria verursachen: 

P. falciparum (Malaria tropica), P. malariae (Malaria quartana), P. vivax (Malaria tertiana), P. 

ovale (Malaria tertiana) und P. knowlesi. 3-4 

P. falciparum verursacht die meisten Todesfälle und tritt vorwiegend in Afrika auf. P. vivax 

hingegen ist auch in Asien, in Mittel- und Südamerika und im mittleren Osten endemisch und 

dadurch weiter verbreitet als P. falciparum.5 Durch P. malariae, P. ovale oder P. knowlesi 

hervorgerufene Malaria kommt weitaus seltener vor als durch P. falciparum oder P. vivax 

hervorgerufene Malaria.4, 6 

P. knowlesi wurde ursprünglich für einen ausschließlich für Affen pathogenen Erreger 

gehalten. Seit 2004 wurden vermehrt Übertragungen auf den Menschen beobachtet, 

weshalb der Erreger mittlerweile zu den humanpathogenen Plasmodien-Arten gezählt   

wird.3, 7-10 

1.2. Vermehrungszyklus des Parasiten 

Der Entwicklungszyklus der Plasmodien lässt sich in eine ungeschlechtliche Vermehrung, 

welche im menschlichen Zwischenwirt stattfindet, und eine geschlechtliche Vermehrung im 

Endwirt, der weiblichen Anopheles-Mücke, unterteilen (Abb. 1). 
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Abbildung 1: Lebenszyklus der Malaria-Erreger Plasmodium spp. (modifiziert nach Medicines for 
Malaria Venture (MMV)11). 

Die für den Menschen infektiösen Stadien, die Sporozoiten, gelangen während der 

Blutmahlzeit über die Speicheldrüsen der weiblichen Anopheles-Mücke in die menschliche 

Blutbahn. Üblicherweise werden dabei maximal 350 bis 400 Sporozoiten übertragen.12 Nach 

ca. 30 Minuten erreichen die Sporozoiten die Leber, wo eine erste ungeschlechtliche 

Vermehrung stattfindet, die exo-erythrozytäre Schizogonie. Aus den Gewebsschizonten, 

welche während der exo-erythrozytären Schizogonie gebildet werden, entstehen 

zehntausende     Merozoiten.4, 13  

Im Falle einer Infektion mit P. vivax oder P. ovale bilden sich in der Leber außerdem 

Dauerformen (Hypnozoiten), welche auch noch Jahre später ohne erneute Infektion Rezidive 

verursachen können.  

Die Merozoiten werden nach wenigen Tagen durch den Zerfall der Leberzellen in die 

Blutbahn freigesetzt, wo es zum Befall der Erythrozyten kommt. Dort findet eine zweite 

ungeschlechtliche Vermehrung statt, die erythrozytäre Schizogenie. Über das 

Zwischenstadium der Trophozoiten werden Blutschizonten gebildet. Diese zerfallen nach 

ihrer Ausreifung und setzen neue Merozoiten frei, welche wiederum noch uninfizierte 

Erythrozyten befallen, sodass ein neuer erythrozytärer Vermehrungszyklus beginnt.  
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Ein geringer Anteil der Merozoiten bildet geschlechtliche Formen, die Gametozyten, welche 

bei erneuter Blutmahlzeit von der weiblichen Anopheles-Mücke aufgenommen werden und 

diese dadurch infizieren. Im Mitteldarm der Mücke folgt der geschlechtliche 

Vermehrungszyklus des Parasiten, wodurch sich neue Sporozoiten bilden. Diese wandern 

schließlich in die Speicheldrüsen und stehen so für eine erneute Übertragung auf den 

Menschen bereit, sodass sich der Lebenszyklus der Parasiten fortsetzen kann. 

Da die Vermehrung der Sporozoiten in der Leber keine Symptome verursacht, bleibt diese 

als Präpatenz bezeichete Phase vom Patienten unbemerkt. Erst während der erythrozytären 

Schizogenie treten typische Krankheitssymptome der Malaria, wie Fieber, Durchfall, 

Übelkeit, Kopf- und Gliederschmerzen auf.  

Das intermittierende Fieber wird durch die sich wiederholende Lyse der infizierten 

Erythrozyten und die damit einhergehende Freisetzung von Entzündungsmediatoren, wie 

Toxine oder Zytokine, verursacht 

Bei Infektionen mit P. ovale und P. vivax wiederholen sich die Fieberanfälle nach 48 

Stunden, bei P. malariae nach 72 Stunden, wobei die zeitlichen Abstände der Dauer eines 

intra-erythrozytären Zyklus entsprechen. Diese regelmäßig auftretenden Fieberschübe 

fehlen bei Malaria-Infektionen, die durch P. falciparum ausgelöst wurden, da der 

erythrozytäre Zyklus nicht in regelmäßigen Zeitabständen verläuft.  Vor allem diese Tatsache 

erschwert die Diagnose der Malaria tropica, wodurch es leicht zu Verwechselungen mit 

anderen Infektionskrankheiten kommt.14 Charakteristisch für Malaria tropica ist die hohe 

Parasitenzahl im Blut und die daraus resultierende Zerstörung der Erythrozyten. Da dies 

oftmals zu einer hämolytischen Anämie führt und die Organe dadurch nicht mehr 

ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden, kann es in schweren Verlaufsformen zu 

lebensgefährlichen Komplikationen führen. 

Außerdem kommt es bei der Malaria tropica zu einer Bildung spezieller Proteine an der 

Oberfläche der Erythrozyten, den PfEMP1 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane-

proteine 1), welche eine Zytoadhärenz bewirken. Dabei handelt es sich um die Bindung der 

infizierten Erythrozyten an das Endothel kleiner Blutgefäße, wodurch die Parasiten der für sie 

tödlichen Milzpassage entgehen können. Diese Tatsache macht die Malaria tropica zur 

gefährlichsten Form der Malaria, da es durch den Verschluss der kleinen Gefäße von 

hypoxischen Gewebeschäden bis zu komplettem Organversagen kommen kann.  

1.3. Therapie & Prophylaxe der Malaria 

Mit dem Impfstoff RTS,S/AS01 (MosquirixTM), welcher von GlaxoSmithKline (GSK) in 

Kooperation mit PATH Malaria Vaccine Initiative (MVI) mithilfe finanzieller Unterstützung von 

der Melinda Gates Foundation entwickelt wurde, befindet sich erstmals ein Impfstoff im 

Zulassungsverfahren.15  
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RTS,S/AS01 ist ein Fusionsprotein, in dem die C-terminale Region von CSP 

(circumsporozoite protein) an den N-Terminus des Hepatitis-B-Oberflachenproteins (engl. 

HBsAG, hepatitis B surface antigen) S gebunden ist. Es handelt sich um einen 

präerythrozytären Impfstoff, der den parasitären Befall der Leberzellen und somit die 

Entwicklung von Sporozoiten verhindern.16 

Eine Studie im Rahmen der klinischen Phase III in sieben afrikanischen Ländern (Burkina 

Faso, Gabun, Ghana, Kenia, Malawi, Mosambik und Tansania) ergab, dass RTS,S/AS01 

Malaria-Neuerkrankungen um 31 % bei Säuglingen im Alter zwischen 6-12 Wochen und um 

56 % bei Kleinkindern zwischen 5 und 17 Monaten reduzieren kann.17-18 Aufgrund dieser 

Ergebnisse erhielt RTS,S/AS01 im Juli letzten Jahres durch das Committee for Medicinal 

Products for Human Use (CHMP) von der Europäischen Arzneimittel-Agentur (EMA) eine 

positive Bewertung für die Anwendung des Impfstoffs außerhalb der EU.18  

Da RTS,S/ keinen 100%igen Schutz vor Malaria-Infektionen bietet und die Wirksamkeit des 

Impfstoffes nach einem Jahr nachlässt, stellen weiterhin etablierte Prophylaxe-Methoden wie 

zum einen die Vermeidung von Insektenbissen (Expositionsprophylaxe) und zum anderen 

die Einnahme von Malaria-Medikamenten (medikamentöse Prophylaxe) wesentliche 

Schutzmaßnahmen dar. Entsprechend dem Übertragungsrisiko werden von der WHO 

geeignete, präventive Maßnahmen empfohlen (siehe Tab. 1). 

Tabelle 1: Übertragungsrisiken von Malaria und Möglichkeiten zur Prävention (modifiziert nach       
WHO19). 
 Übertragungsrisiko Möglichkeiten zur  Prävention 

Expositionsprophylaxe Chemoprophylaxe 

Typ A Sehr geringes 
Übertragungsrisiko 

Mückenstichprävention  

Typ B Risiko einer Infektion durch 
P. vivax 

Mückenstichprävention   Chloroquin, Atovaquon-
Proguanil , Doxycyclin 
oder Mefloquina,b 

Typ C Risiko einer Infektion durch 
P. falciparum in Gebieten mit 
auftretender Chloroquin- und 
Sulfadoxin-Pyrimethamin 
Resistenzen 

Mückenstichprävention  Atovaquon-Proguanil, 
Doxycyclin oder 
Mefloquina,c 

 

Typ D Risiko einer Infektion durch 
P. falciparum in Gebieten mit 
auftretender Multiresistenzen 

Mückenstichprävention Atovaquon-Proguanil, 
Doxycyclin oder 
Mefloquina,d,e 

aBei Reisen in ländliche Gebiete mit geringem Risiko einer Malaria-Infektion kann alternativ eine Mückenstich-
prävention mit einer Stand-by-Therapie kombiniert werden. bEntsprechend bekannter Sensivitäten der Parasiten, 
bekannter Nebenwirkungen und Kontraindikationen ausgewählt. cEntsprechend bekannter Nebenwirkungen und 
Kontraindikationen ausgewählt. dEntsprechend gemeldeter Resistenzen, bekannter Nebenwirkungen und 
Kontraindikationen ausgewählt. eIn Gebieten mit auftretenden Multiresistenzen wird Mefloquin zur 
Chemoprophylaxe nicht mehr empfohlen. Derzeit betrifft dies Kambodscha, Südost-Myanmar und Thailand. 
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Das Depot an wirksamen Arzneimitteln zur Behandlung von Malaria ist gegenüber der 

zunehmenden Resistenzentwicklung und damit verbundenen Ausbreitung vergleichsweise 

gering.  

Chinin wird aus der Rinde des Chinarindenbaums (Cinchona pubescens) gewonnen und 

findet bereits seit fast 200 Jahren zum medikamentösen Kampf gegen Malaria Anwendung, 

sowohl zur Behandlung unkomplizierter als auch komplizierter Malaria (Abb. 2). 

N

O

HO N

H

Abbildung 2: Chinin. 

Seit der Einführung der ersten synthetischen Malaria-Therapeutika in den 1940er Jahren 

haben sich nur wenige Arzneistoffe für den klinischen Gebrauch als geeignet erwiesen. Der 

Gebrauch von verfügbaren Arzneimitteln wird weiterhin durch Resistenzbildung, 

Nebenwirkungen, zu hohe Kosten und mangelnde Verfügbarkeit einiger Substanzen in 

betroffenen Gebieten zusätzlich eingeschränkt (Tab. 2). 

Tabelle 2: Einschränkungen in der Anwendung von zugelassenen Malaria-Therapeutika (modifiziert 
nach Nwaka20). 

Wirkstoff (-kombination) Datum der 
Zulassung 

Einschränkungen in der 
Anwendung 

Chinin 19. Jahrhundert Compliance, Resistenz, 
Sicherheit 

Chloroquin 1947 Resistenz 
Primaquin 1950 Sicherheit 
Sulfadoxin/Pyrimethamin (Fansidar®) 1969 Resistenz 
Amodiaquin 1975 Sicherheit, Resistenz 
Artemisinin 1970er Jahre Compliance, Kosten, Resistenz 
Mefloquin (Lariam®) 1985 Resistenz, Kosten, Sicherheit 
Halofantrine (Halfan®)* 1988 Resistenz, Kosten, Sicherheit 
Artemether/Lumefantrin (Riamet®, 
Coartem®) 

1998 Compliance, Kosten, 
Resistenzpotential 

Atovaquon/Proguanil (Malarone®) 1998 Kosten, Resistenzpotential 
 

 

 

                                                
* Aufgrund von Kardiotoxizität und unsicherer Resorption mittlerweile in vielen Ländern nicht mehr 
zugelassen. 
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Im Jahr 1971 wurde Artemisinin von Youyou Tu, einer chinesischen Professorin für 

Traditionelle Chinesiche Medizin, aus den Blättern des Einjährigen Beifußes (Artemisia 

annua) isoliert.21 Im Jahr 2015 erhielt Youyou Tu für Ihre wissenschaftliche Leistung den 

Medizin-Nobelpreis.   

In Kombination mit einem weiteren Arzneistoff oder einer Arzneistoffkombination (engl. 

artemisinin-based combination therapy, ACT)  mit höherer Halbwertszeit, wie zum Beispiel 

die Kombination Arthemether / Lumefantrin, gehören Artemisnin und seine Derivate heute zu 

den wichtigsten Malariatherapeutika. 2014 wurden laut WHO 337 Millionen Dosen ACTs 

verschrieben.2  

Zur Therapie einer unkomplizierten Malaria durch P. falciparum empfiehlt die WHO die 

Anwendung von ACTs, wobei die aktuelle Resistenzsituation im entsprechenden Gebiet 

berücksichtigt werden muss. (Abb. 3).22  

Im Falle einer komplizierten Malaria tropica erfolgt die Behandlung gemäß der Empfehlung 

der WHO durch parenteral verabreichtes Artesunat, Arthemether oder Chinin. Im Anschluss 

folgt eine orale Therapie durch eine ACT oder Chinin in Kombination mit einem 

Antibiotikum.22  

Bei Infektionen durch P. vivax und P. ovale empfiehlt die WHO die Verwendung von 

Primaquin, da es in der Lage ist die hepatischen Dauerformen (Hypnozoiten), welche sich 

bei Infektionen mit P. vivax und P. ovale ausbilden, zu eliminieren und eine Radikalkur (engl. 

radical cure) zu bewirken. Da Primaquin jedoch nur eine geringe blutschizontozide Wirkung 

aufweist, ist die zusätzliche Gabe eines blutschizontoziden Arzneimittels nötig. Je nach 

Resistenzsituation empfiehlt die WHO hierbei eine ACT oder Chloroquin, jeweils in 

Kombination mit Primaquin.22 Durch das erhöhte Risiko unerwünschter Wirkungen für 

Menschen mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Mangel ist Primaquin jedoch nur mit 

Einschränkungen anwendbar.23 Mehr als 400 Millionen Menschen weltweit leiden unter 

diesem Mangel, ein Großteil davon in Malaria-endemischen Gebieten.24 Infektionen durch P. 

malariae oder P. knowlesi können mit ACTs oder Chloroquin behandelt werden (Abb. 3).22 
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1.4. Verschiedene Lebensstadien der Plasmodien als Angriffsziele für Malaria-
Therapeutika 

Nahezu alle etablierten Wirkstoffe weisen Aktivität gegenüber asexuellen Blutstadien auf. 

Zusätzlich gegen Leberstadien und geschlechtliche Formen (Gametozyten) wirken lediglich 

die schwach blutschizontoziden 8-Aminochinoline, die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)-

Inhibitoren Proguanil und Pyrimethamin sowie das Naphthochinon-Derivat Atovaquon. 

Zudem weisen nur 8-Aminochinoline eine Wirkung gegen Hypnozoiten auf (Abb. 4).  

8-Aminochinoline
Antibiotika
Atovaquon
DHFR-Inhibitorenb

8-Aminochinoline

4-Arylaminochinoline
Arylaminoalkohole
Artemisinine
DHFR-Inhibitoren
Atovaquon
Antibiotika
8-Aminochinolinec

8-Aminochinoline
Artemisinine
Arylaminoalkoholea

DHFR-Inhibitoren
Pyronaridin
Atovaquon

 
Abbildung 4: Mögliche Angriffspunkte der Wirkstoffklassen auf verschiedene Stadien der Plasmodien 
(modifiziert nach Stich et al.).5  aalle derzeit zur Malaria-Therapie eingesetzten Arylaminoalkohole mit 
Ausnahme von Lumefantrin; balle derzeit zur Malaria-Therapie eingesetzten DHFR-Inhibitoren mit 
Ausnahme von Sulfadoxin; cschwach blutschizontozide Wirkung. 

Neben blutschizontozid wirkenden Arzneistoffen werden daher dringend solche benötigt, die 

auch Aktivität gegen andere parasitäre Stadien von Plasmodium spp. aufweisen. Durch 

Transmissionsblockade könnte das Ziel einer endgültigen Eradikation der Malaria erreicht 

werden. Aus weniger als 1 % der Merozoiten entwickeln sich geschlechtliche Formen, die 

Gametozyten.28 Die späten Entwicklungsstadien IV und V der Gametozyten (engl. late stage 
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gametocytes, LSG), welche von der Anopheles-Mücke bei ihrer Blutmahlzeit aufgenommen 

werden, infizieren diese dadurch und setzen somit den Lebenszyklus der Parasiten fort. 

Daher sind Arzneistoffe, welche Aktivität gegen P. falciparum-Gametozyten der Stadien IV 

und V aufweisen, geeignet um die Parasitenübertragung vom Menschen auf die Mücke zu 

reduzieren.  

Wirkstoffe, die gegen Leberstadien wirken, verhindern die Entwicklung der durch die 

Anopheles-Mücke auf dem Menschen übertragenen Sporozoiten zu Merozoiten und sind 

dadurch für eine kausale Prophylaxe geeignet. Aus einem Sporozoiten entwickeln sich 

zehntausende Merozoiten.4, 13 Die Parasitenpopulation in den Blutstadien ist also um ein 

Vielfaches höher, als in den Leberstadien. Deshalb sollte die Infektion während dieses 

frühen Entwicklungsstadiums leichter zu unterdrücken sein. Zu den aktuell verfügbaren 

Arzneistoffklassen bzw. Arzneistoffen mit Aktivität gegen Leberstadien zählen Antibiotika 

(z. B. Clindamycin, Doxycyclin), 8-Aminochinoline (z. B. Primaquin), DHFR-Inhibitoren (z. B. 

Pyrimethamin, Proguanil) und Atovaquon. 

Es werden stetig Arzneistoffe mit neuen Wirkungsmechanismen benötigt, die 

kausalprophylaktische und transmissionsblockierende Eigenschaften besitzen, um die 

Gefahr der Resistenzentwicklung gering zu halten und dem Ziel der Eradikation von Malaria 

näher zu kommen. 

1.5. Moderne Methoden der Arzneistoffentwicklung 

Zur Entwicklung neuartiger Arzneistoffe sind diverse Methoden zugänglich. Eine Möglichkeit 

besteht darin, bereits zugelassene oder in klinischer Phase befindliche Arzneistoffe 

strukturell zu modifizieren, um pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften 

zu verbessern oder möglicherweise bereits entstandene Resistenzen zu umgehen. Ein 

Großteil neuer Arzneistoffklassen mit antiplasmodialer Aktivität wird jedoch mittlerweile durch 

High-Throughput-Screenings (HTS) entdeckt. Ein Vorteil dieser Methode besteht darin, dass 

Screenings großer Substanzbibliotheken in kürzester Zeit möglich sind, um neue Wirkstoffe 

zu identifizieren. HTS, in denen der inhibitorische Effekt eines Wirkstoffs auf das Wachstum 

von P. falciparum bestimmt wird, nennt man Zell-basierte Assays oder Phänotyp-basierte 

Assays. Wird die Substanzbibliothek alternativ auf Aktivität gegen ein bestimmtes Target 

untersucht, spricht man von Target-basierten Assays (Abb. 5). 

Die ersten Hochdurchsatz-Ganz-Zell-Screenings wurden 2008 durchgeführt, wodurch vier 

Millionen Substanzen auf ihre antiplasmodiale Aktivität untersucht werden konnten. Hierbei 

wurden mehrere hundert Substanzen identifiziert, die eine bislang unbekannte Aktivität 

gegen die Blutstadien von P. falciparum aufweisen.  
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Abbildung 5: Strategie zur Entwicklung von Antimalariamitteln (modifiziert nach Flannery et al.29). 

Die aus den entsprechenden Screenings hervorgegangenen Hits (0.4-1.0 %) werden 

anschließend zur Optimierung und weiteren Eingrenzung der Leitstrukturen 

computerchemisch untersucht. Die weitere Auswahl basiert auf antiplasmodialer Aktivität, 

pharmakokinetischen Eigenschaften, synthetischer Verfügbarkeit, Toxizität, Kosten und 

Neuartigkeit der Strukturen. Mit dem Ziel Leitstrukturen mit transmissionsblockierenden 

Eigenschaften zu identifizieren folgen aufwendige Radikalkur- und Transmissions-Assays. 

Die parallel stattfindene Synthese zahlreicher Derivate der Leitstruktur soll zur Maximierung 

der Bioverfügbarkeit und der antiplasmodialen Aktivität führen. Die besten Kandidaten 

werden für die präklinische Phase ausgewählt und im Falle geeigneter pharmakokinetischer 

und pharmakodynamischer Eigenschaften unter Berücksichtigung der Toxizität 

gegebenenfalls für weitere klinische Untersuchungen zugelassen.  

1.6. Wirkstoffe in präklinischer und klinsicher Entwicklung 

Die Non-Profit-Organisation Medicines for Malaria Venture (MMV) wurde 1999 in der 

Schweiz gegründet und wird durch Finanzierungen von Regierungsstellen, privaten 

Stiftungen, internationalen Organisationen, Unternehmen und Privatpersonen unterstützt. 

Durch die Zusammenarbeit mit mehr als 100 Partnern aus der pharmazeutischen Industrie, 

wissenschaftlichen Forschung und Malaria-endemischen Ländern unterstützt MMV die 

Entwicklung und Bereitstellung neuer Arzneimittel zur Behandlung von Malaria. Den 

aktuellen Forschungsstand zeigt ein durch MMV veröffentlichtes, globales Malaria-Portfolio 

(Abb. 6, Stand: 1. Quartal 2016).30  
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Abbildung 7: In Artemisinin-basierten Kombinationpräparaten enthaltene Malaria-Therapeutika. 

Hingegen mangelt es in den fortgeschrittenen Entwicklungsphasen an Arzneistoffklassen mit 

neuen Wirkungsmechanismen, was im Hinblick auf die Zunahme antiplasmodialer 

Resistenzen bedenklich erscheint. Um dem Ziel der Eradikation der Malaria näher zu 

kommen, liegt der Schwerpunkt MMV-geförderter Projekte in der Entwicklung neuer 

Wirkstoffe und Wirkstoffkombinationen mit neuen Wirkmechanismen und multipler Aktivität 

gegenüber asexuellen Blutstadien, Leberstadien und sexuellen Stadien.  

Demnach wären Patienten im Idealfall nach einer einzigen verabreichten Dosis 

parasitenefrei und gleichzeitig vor einer Neuinfektion geschützt (SERCaP; single exposure, 

radical cure and prophylaxis).29, 31  

Ein vielversprechender Wirkstoff ist das Spiroindolon KAE609, welches dual gegen die 

asexuellen Blutstadien von Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax wirkt (Abb. 8). In 

einem in vivo-Experiment mit Plasmodium berghei-infizierten Mäusen konnten diese durch 

eine einmalig, oral verabreichte Dosis geheilt werden.32 Außerdem weist KAE609 als erste 

Substanz seit 20 Jahren einen neuartigen Wirkungsmechanismus auf. Es wird 

angenommen, dass dieser Wirkstoff die für den Parasiten lebenswichtige P-Typ-ATPase 

(PfAtp4) adressiert.33 
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Das Imidazolpiperazin KAF156 stellt ebenfalls eine neue Wirkstoffklasse dar und weist 

Aktivität gegen asexuelle Blutstadien, Leberstadien und Gametozyten auf (Abb. 8). KAF156 

wurde wie KAE609 durch die Optimierung einer Leitstruktur entwickelt, welche mithilfe eines 

Zell-basierten HTS identifiziert werden konnte.33-35  

Das synthetische Peroxid (OZ439) weist eine antiplasmodiale Aktivität gegenüber dem 

multiresistenten P. falciparum-Stamm K1 im nanomolaren Bereich auf. OZ439 befindet sich 

als Wirkstoffkombination mit Ferroquin in klinischer Phase II. Sie sollen eine Alternative zu 

den derzeit verwendeten Artemisinin-basierten Kombinationspräparaten bieten (Abb. 8).30 

N
H

NH

Cl

F

N
HO

Cl
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N
N

N

NH

F

F

O
H2N
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O N

O

OO

O
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Abbildung 8: Malaria-Therapeutika in Entwicklung. 

 

1.7. Spezifische Inhibiton des Targets DOXP-Reduktoisomerase (Dxr) in der 
mevalonatunabhängigen Isoprenoid-Biosynthese - ein mögliches Target für die  
Entwicklung von Malaria-Therapeutika 

Der strukturelle Grundbaustein aller Isoprenoide ist Isopren. Ausgangspunkt der Biosynthese 

von Isoprenoiden ist allerdings nicht Isopren selbst, sondern das aktivierte 

Isopentenyldiphosphat (IPP) und dessen Isomer Dimethylallyldiphosphat (DMAPP).   

Bis in die 90er Jahre wurde angenommen, dass die Biosynthese von IPP und DMAPP in 

allen Organismen über den Mevalonat-Weg (MVA-Weg) verläuft. Erst mit der Entdeckung 

des mevalonatunabhängigen Biosynthesewegs (MEP-Weg) von IPP und DMAPP 1993 von 

Rohmer wurde diese Annahme entkräftet. Bei der Mehrheit der Eukaryoten (darunter 

Menschen und Säugetiere), wie auch Archaeen und Pilzen verläuft die Synthese von IPP 

und DMAPP über den MVA-Weg. Der MEP-Weg hingegen tritt bei vielen Bakterien, Algen 

und Apicomplexa (darunter Plasmodien spp.) auf. Die Synthese spezifischer Inhibitoren des 

MEP-Weges ist demnach ein potentiell erfolgversprechender Ansatzpunkt für die 

Wirkstoffentwicklung zur Bekämpfung von Malaria. 

Ausgehend von Pyruvat (Pyr) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P) findet in dem ersten 

Schritt des MEP-Wegs eine durch 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DOXP-

Synthase, Dxs) katalysierte Acyloin-Kondensation statt, wodurch unter CO2-Freisetzung 

1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP) gebildet wird.  

https://de.wikipedia.org/wiki/Xylulose-5-phosphat
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Der nächste Reaktionsschritt, welcher eine intramolekulare Umlagerung mit anschließender 

Reduktion von DOXP zu 2C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP) beinhaltet, wird von 

DOXP-Reduktoisomerase (Dxr, IspC) katalysiert.  Außerdem sind an der Reaktion NADPH 

und ein zweiwertiges Metallkation (Mg2+, Mn2+ oder Co2+) beteiligt. Nach fünf weiteren, durch 

die Enzyme IspD, IspE, IspF, IspG und IspH katalysierten Reaktionsschritten wird MEP zu 

DMAPP und IPP umgesetzt (Schema 1). 
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Schema 1: Mevalonatunabhängiger Isoprenoid-Biosyntheseweg. 

Potente Inhibitoren der P. falciparum Dxr (PfDxr) sind FR900098 und dessen Formyl-

Analogon Fosmidomycin, welche in Abschnitt 4 näher vorgestellt und diskutiert werden 

sollen (Abb. 9). 
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Abblidung 9: Strukturformeln von Fosmidomycin und FR900098. 
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2. Leitgedanke der Arbeit  

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Projekte bearbeitet, welche beide 

die Entwicklung von Wirkstoffen gegen Malariaparasiten der Gattung Plasmodium spp. 

thematisieren. 

Das erste Projekt befasst sich mit der Optimierung von zwei gegenüber asexuellen 

Blutstadien wirksamer Leitstrukturen aus der Malaria Box von MMV. Diese Hits sind zuvor 

durch ein Target-basiertes Screening der 400 Substanzen aus der Malaria Box als PfDxr-

Inhibitoren identifiziert worden.  

Zur Bestätigung und Ergänzung der bereits durch MMV bereitgestellten, antiplasmodialen 

in vitro-Aktivitäten der Leitstrukturen wurden diese zunächst resynthetisiert. Anschließend 

folgte Synthese strukturverwandter Derivate und die Untersuchung der antiplasmodialen 

in vitro-Aktivität gegenüber dem Chloroquin-sensitiven  P. falciparum-Stamm 3D7, dem 

multiresistenten Stamm Dd2† sowie der enzymhemmenden Aktivität gegenüber PfDxr durch 

kooperierende Arbeitsgruppen. Um eine Aussage über die Selektivität der synthetisierten 

Verbindungen machen zu können, wurden zudem Zytotoxizitätsbestimmungen unter 

Verwendung verschiedener Zelllinien durch kooperierende Arbeitsgruppen durchgeführt. Da 

Wirkstoffe mit Aktivität gegenüber mehreren Lebensstadien der Plasmodien von besonderem 

Interesse sind, wurden ausgewählte Vertreter auch hinsichtlich ihrer Aktivität gegenüber 

extraerythrozytären Formen von P. berghei (P. beghei EEF) untersucht. Zudem wurde 

jeweils ein Derivat beider Leitstrukturen mit vielversprechender in vitro-Aktivität für ein 

in vivo-Experiment ausgewählt. 

In der Arbeitsgruppe Kurz wurden in den letzten Jahren zahlreiche inverse Carba-, Oxa- und 

Thia- Analoga von Fosmidomycin mit Aktivität gegenüber P. falciparum Dxr entwickelt. Daher 

umfasst das zweite Projekt abschließende Untersuchungen von Struktur-Wirkungs-

Beziehungen inverser Fosmidomycin-Analoga  basierend auf den Erkenntnissen dieser 

vorangegangenen Arbeiten. Neben der Untersuchung der antiplasmodialen in vitro-Aktivität 

und der Aktivität gegenüber PfDxr wurde zusätzlich die Aktivität gegenüber EcDxr und MtDxr 

untersucht. Von den inversen Fosmidomycin-Analoga, welche die besten Enzymhemmungen 

von PfDxr aufzeigten, sollten zudem durch Kooperationspartner mittels X-Ray-Analyse die 

Bindungsmodi an PfDxr aufgeklärt werden. 

 

 

 

 

                                                
† Der P. falciparum-Stamm Dd2 ist resistent gegen Chloroquin, Chinin, Pyrimethamin und Sulfadoxin.    
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3. Optimierung von zwei Leitstrukturen aus der Malaria Box von 
MMV  

3.1. Malaria Box von Medicines for Malaria Venture 

Im Rahmen der Entwicklung der Malaria Box wurden seit 2008 ca. sechs Millionen 

Substanzen auf ihre Aktivität gegen asexuelle Blutstadien von P. falciparum untersucht, 

wodurch ca. 20 000 antiplasmodial wirksame Substanzen identifiziert werden konnten (Abb. 

10).36 Dieses Ergebnis wurde größtenteils durch die Forschungseinrichtungen des Genomics 

Institute of the Novartis Research Foundation (GNF), GlaxoSmithKline (GSK) und St. Jude 

Children’s Research Hospital öffentlich zugänglich gemacht.37-39 Auf Basis dieser 

veröffentlichten Screening-Ergebnisse stellte MMV unter Berücksichtigung weiterer Faktoren 

eine Bibliothek aus 400 Substanzen mit Aktivität gegen asexuelle Blutstadien zusammen, die 

Malaria Box. Diese Substanzbibliothek kann von Forschungsgruppen kostenfrei angefordert 

werden. Das Konzept ermöglicht einerseits neue Projekte zur Aufklärung von 

Wirkungsmechanismen, andererseits bietet es einen guten Ausgangspunkt für eine 

Leitstrukturoptimierung. 

Um die Zusammenarbeit zwischen den einzelnen Forschungsgruppen zu unterstützen und 

voranzutreiben, fordert MMV Forschungsergebnisse, die aus Untersuchungen mit 

Substanzen aus der Malaria Box hervorgegangen sind, ebenfalls öffentlich zugänglich zu 

machen.  

Der genaue Auswahlprozess der 400 Substanzen ist in Abbildung 10 dargestellt. In 

Abhängigkeit von kommerzieller Verfügbarkeit, chemischer Diversität, biologischer Aktivität 

und Zytotoxizität wurden aus 20 000 antiplasmodial wirksamen Substanzen aus den 

Bibliotheken von GNF, GSK und St. Jude Children’s Research Hospital insgesamt 200 ‚drug-

like‘ und 200 ‚probe-like‘ Verbindungen ausgewählt (Abb. 10). 

 
Abbildung 10: Auswahlprozess der 200 „drug-like“ und 200 „probe-like“ Substanzen der Malaria Box 
(modifiziert nach MMV40 und Spangenberg et al.36). 

Um die Kosten für Resynthesen gering zu halten, wurde die Substanzbibliothek zunächst auf 

kommerziell verfügbare Substanzen eingeschränkt, wodurch sich die Anzahl von 20 000 

Verbindungen auf ca. 5000 Hits reduzierte. Es folgten Abschätzungen der chemischen 
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Diversität, um die Auswahl weiter einzuschränken. Zur anschließenden Prüfung der 

„druglikeness“ wurden die Computer-unterstützten und experimentellen Filter REOS (Rapid 

Elimination Of Swill) und PAINS (Pan Assay Interfenrence Compounds) eingesetzt.41-42 

Hierbei wurde unter anderem die orale Verfügbarkeit (Rule of 5) der Substanzen 

berücksichtigt. Außerdem wurde auf Substanzeigenschaften geprüft, welche biologische 

Assays beeinträchtigen könnten, wie zum Beispiel toxische und reaktive Molekülgruppen. 

Die verbliebenen 600 Substanzen wurden auf antiplasmodiale Aktivität gegenüber dem 

Chloroquin-sensitiven P. falciparum-Stamm 3D7 und auf ihre Zytotoxizität gegenüber HEK-

293-Zellen‡ getestet. Diejenigen Substanzen mit einem EC50 (Pf3D7) < 4 μM und einem 

Selektivitätsindex SI {CC50 (HEK-293) / EC50 (Pf3D7)} < 10 wurden zuletzt einer finalen 

Selektion unterzogen und für die Malaria Box ausgewählt.    

Die Bioverfügbarkeit eines Arzneistoffs kann z. B. mithilfe der von Lipinski 1997 empirisch 

entwickelten Rule of Five (Ro5) abgeschätzt werden.43 Demnach sollte ein Arzneistoff 

 nicht mehr als fünf Donatoren von Wasserstoffbrückenbindungen 

 nicht mehr als zehn Akzeptoren von Wasserstoffbrückenbindungen 

 einen Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (logP-Wert) von maximal fünf 

 ein Molekulargewicht von nicht mehr als 500 g/mol 

besitzen. Ein Großteil der in der Malaria Box befindlichen Substanzen erfüllt diese Regeln 

(Abb.11).  

 

 

                                                
‡ HEK-293 = Humane, embryonale Nierenzellen 
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Abbildung 11: Verteilung  von Wassestoffbrückendonatoren, -akzeptoren, AlogP-Werte und 
Molekulargewichten der Substanzen aus der Malaria Box. 
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3.2. Auswahl und Eigenschaften der Leitstrukturen 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde in der Arbeitsgruppe Fischer ein Screening der 400 

Substanzen der Malaria Box gegen PfDxr durchgeführt. Hierbei wurden zwei Substanzen, 

1 (MMV396717) und II (MMV006962), als PfDxr-Inhibitoren mit IC50-Werten unter 100 μM 

identifiziert und als Leitstrukturen ausgewählt (Abb. 12).§ 

  
Abbildung 12:  Screening der Substanzen aus der Malaria Box gegen PfDxr und die daraus 
hervorgegangenen Leitstruktur 1 (MMV396717) und II (MMV006962). 

Die Leitstruktur 1 (MMV396717) ist zwar bei Chemikalienherstellern aus Deutschland, USA, 

Ukranie, Russland, Frankreich, Kanada und Hong Kong hauptsächlich im Milligramm-

Maßstab kommerziell erhältlich, eine Synthese ist in der Literatur allerdings bislang nicht 

beschrieben worden. Die Leitstruktur II (MMV006962) hingegegen wurde 2006 von Mark L. 

Richards et al. synthetisiert und ist somit literaturbekannt.44   

Im Anschluss an das Dxr-Screening wurden die bereits durch MMV zur Verfügung gestellten 

antiplasmodialen in vitro-Daten der ausgewählten Leitstrukturen durch Kooperationspartner 

der Arbeitsgruppe Kurz bestätigt und ergänzt, um das antiplasmodiale Wirkspektrum der 

Substanzen näher zu charakterisieren.  

Die Hemmwirkung der Leitstrukturen 1 (MMV396717) und II (MMV006962) gegenüber den 

P. falciparum-Stämmem 3D7 und Dd2 wurde durch die Arbeitsgruppe Benjamin Mordmüller 

evaluiert. Die Substanzen zeigen IC50-Werte im niedrigen mikromolaren bis submikromolaren 

Bereich. Die durch die kooperierende Arbeitsgruppe Markus Fischer durchgeführte 

Untersuchung zur Enzymhemmung von PfDxr hingegen ist bei der Leitstruktur 1 

(MMV396717)  um das Zehnfache stärker, bei der Leitstruktur II (MMV006962) sogar um das 
                                                
§ Die Leitstruktur 1 ist in der Malaria Box von MMV als 1H-Tautomer dargestellt. Im Laufe dieser Arbeit 
konnte mittels Röntgenstrukturanalyse gezeigt werden, dass diese Substanzklasse im kristallinen 
Zustand in 2H-Position protoniert vorliegt. Daher werden die Leitstruktur 1 (MMV396717) und die 
synthetisierten Derivate in dieser Arbeit in der 2H-Form dargestellt. 

Screening der 
Malaria Box 
gegen PfDxr

IC50(PfDxr) = 66 +/- 6 µM

IC50(PfDxr) = 23 +/- 4 µM 
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275-fache. Dieses Ergebnis zeigt, dass die PfDxr-Inhibition nur mit einem geringen Anteil zu 

der antiplasmodialen Wirkung beiträgt. Die Leitstruktur II (MMV006962) weist zudem eine 

Wachstumsinhibition extraerythrozytärer Formen von Plasmodium berghei im nanomolaren 

Bereich auf (Tab. 3), welche durch die kooperierende Arbeitsgruppe Elizabeth Winzeler 

evaluiert wurden. 

Für die Bestimmung der Zytotoxizität wurden die Zelllinien HepG2**, MRC-5†† und HeLa‡‡ 

herangezogen.§§ Mit Ausnahme der Leitstruktur II (MMV006962) gegenüber HepG2-Zellen 

(HepG2 IC50 = 1.6 μM) zeigen die Verbindungen sehr geringe bis keine zytotoxische Effekte 

gegenüber den betrachteten Zelllinien. 

Die Untersuchung der in vitro-Aktivität gegenüber P. falciparum Gametozyten der Stadien IV 

und V erfolgte durch die Arbeitsgruppe Vicky Avery. Die Leitstruktur II (MMV006962)  weist 
mit einem IC50-Wert von 3.0 μM  eine moderate Aktivität auf, die Leitstruktur 1 (MMV396717) 

hingegen kann als inaktiv angesehen werden. 

Tabelle 3: antiplasmodiale und zytotoxische Eigenschaften der Leitstrukturen 1 (MMV396171) und 
II (MMV006962). 
 1 (MMV396717) II (MMV006962) 

Pf3D7 EC50 [μM]a 0.92  0.99  

Pf3D7 IC50 [μM]b,f 2.6 0.24 

PfDd2 IC50 [μM]b,f 2.0 0.091 

PfDxr IC50 [μM]c,g 23 ± 4.0 66 ± 6.0 

PbEEF IC50 [μM]d  14 0.093 

HepG2 IC50 [μM]d 16 1.6  

MRC-5 IC50 [μM]a > 32 > 32 

HeLa IC50 [μM]b 30 19 

PfLSG IC50 [μM]e 100 % at 40 μM 3.0  
aVon MMV im Vorfeld dieser Arbeit zur Verfügung gestellte Daten; bIn der Arbeitsgruppe von Benjamin 
Mordmüller (Eberhard Karls Universität Tübingen) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten;  cIn der 
Arbeitsgruppe von Markus Fischer (Universität Hamburg) im Vorfeld dieser Arbeit bestimmte IC50-Wert der 
Originalsubstanz aus der Malaria Box; dIn der Arbeitsgruppe von Elizabeth Winzeler (Genomics Institute of the 
Novartis Research Foundation) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten; eIn der Arbeitsgruppe von Vicky Avery 
(Griffith University Nathan) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten; fMittelwert aus mindestens zwei 
unabhängigen Doppelbestimmungen;  gMittelwerte +/- Standardabweichung aus nichtlinearer Regression aus 3-9 
Messpunkten.45-46  

                                                
** HepG2 = humanes Leberzellkarzinom 
†† MRC-5 = humanes, fetales Lungenfibroblast 
‡‡ HeLa = humanes Zervixkarzinom 
§§ Die an dieser Arbeit beteiligten Kooperationspartner haben in ihren Arbeitsgruppen unterschiedliche 
Assays zur Bestimmung der in vitro-Zytotoxizität etabliert. Daher erfolgte die Bestimmung der 
Zytotoxizität gegenüber HeLa-Zellen in der Arbeitsgruppe von Benjamin Mordmüller, die Bestimmung 
der Zytotoxizität gegenüber HepG2-Zellen hingegen wurde in der Arbeitsgruppe von Elizabeth 
Winzeler durchgeführt. Zytotoxizitätsdaten gegenüber MRC-5-Zellen wurden von MMV zur Verfügung 
gestellt. 
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Die Anzahl der Akzeptoren und Donatoren für Wasserstoffbrückenbindungen der 

Leitstrukturen liegen nach Lipinski’s Rule of Five in einem akzeptablen Bereich. Die AlogP-

Werte47 beider Substanzen weisen jedoch auf eine zu hohe Lipophilie und schlechte 

Wasserlöslichkeit hin.*** Das zu hohe Molekulargewicht von Leitstruktur II (MMV006962)  

könnte zusätzlich eine geringe Membranpermeation mit sich bringen (Tab. 4). Beide 

Leitstrukturen besitzen demnach vermutlich nur eine eingeschränkte orale Bioverfügbarkeit, 

daher bezeichnet MMV sie als probe-like.  

Tabelle 4: molekulare Eigenschaften der Leitstrukturen 1 (MMV396717) und II (MMV006962). 
 nach Lipinski 1 (MMV396717) II (MMV006962) 

Donatoratome < 5 2 3 

Akzeptoratome < 10 6 6 

AlogPa ≤ 5 6.29 6.17 

Molekulargewicht ≤ 500 491.94 501.36 
aberechnet mit Vega-QSAR, Version 1.1.2.48,††† 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
*** AlogP- (atomic contribution) und ClogP-Werte (group contribution) sind die häufigsten Methoden, 
um die Hydrophilie einer Substanz vorherzusagen. Die ClogP-Methode ist für kleine Moleküle (1-20 
Atome) die geeignetste, die AlogP-Methode hingegen für große Moleküle (>45 Atome). Für 
mittelgroße Moleküle (21-45 Atome) liefern die genannten Methoden vergleichbare Ergebnisse. 
††† http://www.vega-qsar.eu/ 

http://www.vega-qsar.eu/
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3.3. Aufgabenstellung 

Mithilfe eines Screenings der 400 Substanzen aus der Malaria Box gegen PfDxr konnten im 

Vorfeld dieser Arbeit die Leitstrukturen 1 (MMV396717) und II (MMV006962) identifiziert 

werden (Schema 2). 

Aufgrund ihrer guten antiplasmodialen in vitro-Aktivität stellen diese Leitstrukturen 

unabhängig vom Target einen interessanten Ausgangspunkt für die antiplasmodiale 

Wirkstoffforschung dar. Nach Resynthese der Leitstrukturen 1 (MMV396717) und 

II (MMV006962) sollte durch Derivatisierungen eine Aufklärung von Struktur-Wirkungs-

Beziehungen ermöglicht sowie antiplasmodiale und physikochemische Eigenschaften der 

Leitstrukturen verbessert werden.  

Hierzu wurden durch Austausch von Substituenten oder ganzen Molekülregionen Derivate 

der gezeigten Leitstrukturen synthetisiert (Schema 2).   
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Schema 2: Strukturen und geplante Modifikationen der Leitstrukturen 1 (MMV396717) und II 
(MMV006962). 

Mithilfe einer Untersuchung zur PfDxr-Enzymhemmung der erstellten, kleinen 

Substanzbibliothek sollte außerdem aufgeklärt werden, welchen Anteil die PfDxr-Inhibition 

der Substanzen zu der antiplasmodialen Wirkung beiträgt.  

Die Leitstruktur II (MMV006962) weist sowohl Aktivität gegen asexuelle Blutstadien als auch 

gegen Leberstadien auf. Ziel war es daher, die Aktivitäten unter Erhalt der Dualität zu 

verbessern und die in vitro-Zytotoxizität zu verringern.  



 

23 
 

3.4. Synthese und Eigenschaften von Pyrrolopyrazolen als neuartige 
Antimalariawirkstoffe 

3.4.1. Strukturelle Variationen der Leitstruktur 1 (MMV396717) 

Die Leitstrukturoptimierung des Pyrrolopyrazols 1 (MMV396717) sollte erste Einblicke in die 

Struktur-Wirkungs-Beziehungen ermöglichen, um antiplasmodiale Aktivität dieser 

Substanzklasse zu verbessern. Hierzu wurden insgesamt vier Molekülregionen strukturell 

modifiziert (Abb. 13).  
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Abbildung 13: Strukturelle Modifikationen der Leitstruktur 1 (MMV396717). 

In den Molekülregionen A-D wurden Atome oder ganze Molekülgruppen ausgetauscht, um 

Änderungen der Lipophilie, der elektronischen und der sterischen Eigenschaften 

herbeizuführen. 

Der Einfluss der hier gezeigten Leitstrukturmodifikationen auf die antiplasmodialen 

Eigenschaften und die daraus resultierenden Struktur-Wirkungs-Beziehungen dieser 

Verbindungsklasse werden in Abschnitt 3.4.10 näher erläutert. 
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3.4.2. Literaturübersicht zur Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivaten 

Der folgende Abschnitt soll einen Überblick über die wichtigsten Wege zur Synthese von 

Pyrrolinonen und Pyrrolopyrazolen geben. Bei Pyrrolinonen handelt es sich um die Vorstufen 

der zu synthetisierenden Pyrrolopyrazole. Sie befinden sich in Lösung in einem tautomeren 

Keto-Enol-Gleichgewicht mit den entsprechenden Pyrrolidionen, wobei das Gleichgewicht 

meist deutlich auf der Seite der Enolform liegt (Schema 3).49-51  

N
R1

O
R3

R2

OH

N

O
R3

O

R2
R1

 
Schema 3: Keto-Enol-Tautomerie von Pyrrolidionen und Pyrrolinonen.49-51 

Von 1H-Pyrazol (R1 = R2 = H) ist eine annulare Tautomerie zwischen zwei identischen 

Molekülen bekannt .52-53 Bei Pyrazolen mit unterschiedlichen Substituenten (R1 ≠ R2) in 3- 

und 5-Position liegen beide tautomere Formen im Gleichgewicht vor.54-57 

NHN
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N
H
N

R2
R1 R1

 
Schema 4: Prototropie-Gleichgewicht zwischen den gezeigten tautomeren Formen der Pyrazole.52 

Welche der beiden jeweiligen Gleichgewichtsformen im folgenden Abschnitt dargestellt wird, 

richtet sich ausschließlich nach der Originalliteratur. 

 

Methoden zur Darstellung von Pyrrolinonen 

Schiff und Bertini synthetisierten erstmals 1897 4,5-Dioxo-1,2-diphenyl-pyrrolidin-3-

carbonsäureethylester aus Oxalessigsäurediethylester und Benzylidenanilin ohne Zusatz 

eines Lösungsmittels (Schema 5).58 Laut Schiff und Bertini verhält sich das Produkt gegen 

warme, konzentrierte Säuren und Basen beständig. Lediglich durch warme, konzentrierte 

Salpetersäure wird es zerstetzt. 
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Schema 5: Darstellung von 4,5-Dioxo-1,2-diphenyl-pyrrolidin-3-carbonsäureethylester nach Schiff und 
Bertini.58 
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1909 gelang Borsche die Darstellung eines in 5-Position unsubstituierten 2,3-

Diketopyrollidins durch Erhitzen von Formaldehyd, Anilin und Phenylbrenztraubensäure in 

ethanolischer Lösung (Schema 6).59 

H H

O
NH2

O

O

OH+ + N

O
O

Schema 6: Darstellung von 1,4-Diphenylpyrrolinin-2,3-dion nach Borsche.59 

Southwick stellte 1949 eine weitere Synthesemethode für ein in 5-Position unsubstituiertes 

2,3-Diketopyrollidin vor.60 Die von Borsche 1909 publizierte Synthesemöglichkeit konnte 

Southwick nicht auf die von zuvor synthetisierten Derivate übertragen (Schema 7).49 
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Schema 7: Darstellung von 4,5-Dioxo-1-phenylpyrrolidin-3-carbonsäuremethylester nach Southwick.60 

1986 erhielt Andreichikov 4-Benzoyl-3-hydroxy-5-phenyl-1-p-tolyl-1H-pyrrol-2(5H)-on durch 

Umsetzung von 5-Phenylfuran-2,3-dion mit N-Benzyliden-4-methylphenylamin in Chloroform 

(Schema 8). 
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N CHCl3
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Schema 8: Darstellung von 4-Benzoyl-3-hydroxy-5-phenyl-1-p-tolyl-1H-pyrrol-2(5H)-on nach 
Andreichikow.61 

Seit der Entwicklung der Methode zur Darstellung von Pyrrolinonen von Schiff und Bertini 

wurde diese vielfach variiert und optimiert. Beispielsweise hat sich die Verwendung von 

Lösungsmitteln, wie 1,4-Dioxan, Methanol, Ethanol, Dichlormethan oder Tetrahydrofuran 

etabliert.61-68 Durch Einsatz katalytischer Mengen von Essigsäure oder Pyridinium-4-

methylbenzolsulfonat (PPTS) konnte die Synthese ebenfalls optimiert werden.63, 65   

 

 

 

 



26 

Methoden zur Darstellung von Pyrrolopyrazolen 

1981 gelang Sturm die Synthese von 5-Phenyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(1H)on 

(Schema 9). Vermutlich aufgrund der langen Reaktionszeit von fünf Monaten konnte sich 

diese Methode nicht durchsetzen. 
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Schema 9: Darstellung von 5-Phenyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(1H)on nach Sturm.69 

Andreichikov synthetisierte 1986 Pyrrolopyrazole ausgehend von Pyrrolinonen. Durch 

Zugabe von Hydrazin-Hydrat erhielt er bei Raumtemperatur zunächst die entsprechenden 

Hydrazone, welche anschließend durch Erhöhung der Reaktionstemperatur auf 160-200 °C 

zu Pyrrolopyrazolen zyklisierten (Schema 10). 
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Schema 10: Darstellung von Pyrrolopyrazolen nach Andreichikov.70 

Die beiden dargestellten Isomere A und B der Pyrrolopyrazole (Schema 11) sind durch 

identische Synthesewege synthetisiert worden. Gein stellte 2005 erstmals die Synthese von 

1H-Pyrrolopyrazolen (A)  mittels Hydrazin-Hydrat in Essigsäure vor.71 Seit der Entwicklung 

der Methode wurde diese mehrfach in der Literatur beschrieben und kann heute als 

Standardmethode zur Darstellung von Pyrrolopyrazolen angesehen werden.72-82 In einem 

Patent der Novartis Pharma AG von 2013 wurden nach identischer Methode die Produkte als 

2H-Pyrrolopyrazole (B) dargestellt.83  
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Schema 11: Konstitutionsisomere A71-82 und B83 von Pyrrolopyrazolen. 
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In einem von der Novartis Pharma AG 2014 veröffentlichtem Patent wurde ein neuartiger 

Syntheseweg zur Darstellung von Pyrrolopyrazolen beschrieben. Als Substrat wurde bei 

dieser Methode ein 5-Alkyl-1H-pyrazol-3-carbonsäureethylester eingesetzt, welches nach 

sieben Synthesestufen das gewünschte Produkt lieferte (Schema 12).82  
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Schema 12: Synthese von Pyrrolopyrazolen nach Blank (Novartis Pharma AG).82 

Ausgewählte biologische Eigenschaften 

Pyrrolinone sind in der Literatur als antiviral wirkende und Protein-Protein-Interaktion-

inhibierende Substanzen beschrieben. Pyrrolopyrazole sind ebenfall als Inhibitoren von 

Protein-Protein-Interaktionen und als Enzyminhibitoren bekannt.  

Das in Abbildung 14 oben links gezeigte 5-(3-Chlorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-

methoxyphenethyl)-4-picolinoyl-1H-pyrrol-2(5H)-on weist eine inhibitorische Aktivität 

gegenüber HIV-1 Integrase auf. Es inhibiert sowohl die 3‘-Prozessierung als auch den 

Strangtransfer der Integration viraler DNA im zweistellig mikromolaren Bereich (Abb. 14).67  

1-(3-(1H-Imidazol-1-yl)propyl-4-benzoyl-5-(4-bromphenyl-3-isopropoxy-1H-pyrrol-2(5H)-on 

und 5-(3-(1H-Imidazol-1-yl)propyl)-4-(4-bromphenyl)-1-(4-fluorbenzyl)-3-phenyl-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(1H)-on wirken als Inhibitoren der Interaktionen zwischen dem 

Tumorsupressionsprotein p53 und seinem Regulator MDM2 (murine double minute 2).77, 84 

Auf diese Weise wird p53 aktiviert, wodurch das Wachstum von Tumoren gehemmt wird. 

Das zuletzt genannte Pyrrolopyrazol inhibiert gleichzeitig die MDM2-p53 Interaktion und den 

Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells).77 

Bei dem gezeigten 5-Ethyl-4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-

c]pyrazol-6(1H)-on handelt es sich um einen Phosphodiesterase-Inhibitor mit einem 

IC50-Wert im submikromolaren Bereich.79 
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Abbildung 14: Biologische Aktivitäten von Pyrrolinon- und Pyrrolopyrazol-Derivaten. 67, 77, 79, 84 

 

3.4.3. Resynthese der Leitstruktur 1 (MMV396717)  

Der Aufbau von Pyrrolinon- und Pyrrolopyrazol-Grundkörpern ist in der Literatur häufig 

beschrieben worden (siehe Kapitel 3.4.2.). Für die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten 

Verbindungen wurden die effizientesten, in der Literatur am häufigsten beschriebenen 

Methoden ausgewählt.62-66, 70-82  

Pyrrolopyrazole, welche wie die Leitstruktur 1 (MMV396717) in Molekülregion D einen ortho-

Hydroxy-substituierten Phenylring tragen, sind jedoch bisher nicht literaturbekannt. Trotz 

kommerzieller Verfügbarkeit soll der Syntheseweg am Beispiel der Leitstruktur 

1 (MMV396717) im folgenden Abschnitt entwickelt und diskutiert werden, um ausreichende 

Substanzmengen für biologische Evaluation und Untersuchung der strukturellen 

Eigenschaften zu erhalten.  

Die Literaturrecherche hat gezeigt, dass für die Resynthese der Leitstruktur 1 (MMV396717) 

4-Chlor-3-methylphenol (I) ein geeignetes Edukt darstellen könnte. Das substituierte 

Acetophenon-Derivat III wurde aus 4-Chlor-3-methylphenol (I) und Acetylchlorid durch eine 

O-Acetylierung mit anschließender Fries-Umlagerung entsprechend bekannter 

Literaturvorschrift hergestellt (Schema 13).85 Das entstandene Hydroxy-substituierte 
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Acylierungsprodukt III konnte anhand des Schmelzpunktes, IR- und 1H-NMR-Spektrums 

identifiziert werden.86 
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Schema 13: Darstellung von Acetophenon III ausgehend von 4-Chlor-3-methylphenol I; Reagenzien 
und Bedingungen: (a) Acetylchlorid, AlCl3, 180°C, 1 h  HCl/H2O (1:4), RT, 3 h, 79 %.  

Im darauffolgenden Schritt sollte das Acetophenon-Derivat III mit Diethyloxalat in einer 

Kondensationsreaktion zum entsprechenden 2,4-Diketoester V umgesetzt werden. Diese 

Reaktion konnte jedoch, obwohl in der Literatur für ortho-Hydroxyphenyl-substituierte 

Diketoester-Derivate beschrieben, nicht übertragen werden. 87-88 Stattdessen wurde ein 

Ringschluss zu dem Cumarin-Derivat IV beobachtet (Schema 14).89  
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Schema 14: Syntheseversuch des Diketoesters V: Reagenzien und Bedingungen: (a) NaH 60 % in 
Mineralöl, abs. Toluol, 70 °C, 10 min  Diethyloxalat, reflux, 30 min. 

Um diesen unerwünschten, intramolekularen Ringschluss zu vermeiden (Schema 14), war 

es notwendig für die phenolische Funktionalität des Acylierungsprodukts III eine geeignete 

Schutzgruppe auszuwählen. Die Schützung der Hydroxygruppe des Acetophenons III sollte 

anschließend die Umsetzung mit Diethyloxalat zum gewünschten 2,4-Diketoester 

ermöglichen (Schema 15).67 
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Schema 15: Reagenzien und Bedingungen: (a) NaH 60 % in Mineralöl, abs. Toluol, 70 °C, 10 min  
Diethyloxalat, reflux, 30 min. 

Auswahl der Schutzgruppe 

Für eine erfolgreiche Synthese ist die Auswahl einer geeigneten Schutzgruppe oftmals von 

entscheidender Bedeutung. Grundvoraussetzung ist die Stabilität der Schutzgruppe 

gegenüber den gegebenen Reaktionsbedingungen der Synthese. Sie sollte in sehr guten 
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Ausbeuten selektiv in das Molekül einführbar und ebenso wieder abzuspalten sein. 

Entstehende Reaktions- bzw. Nebenprodukte sollten zudem leicht, mithilfe üblicher 

Aufreingungsmethoden, abtrennbar sein. Außerdem sollten entsprechende Reagenzien 

günstig und kommerziell erhältlich oder leicht herstellbar sein.  

Die Deprotonierung des CH-aciden Kohlenstoffatoms des Acetophenons III vor der 

Umsetzung mit Diethyloxalat zum 2,4-Diketoester sollte mit Hilfe von Natriumhydrid bei einer 

Reaktionstemperatur von 70 °C stattfinden. Beim anschließenden Ringschluss zum 

Pyrrolinon sowie bei der Folgereaktion zum Pyrrolopyrazol sollte laut Literaturrecherche 

konzentrierte Essigsäure in katalytischen Mengen oder als Reaktionsmedium zum Einsatz 

kommen. Die verwendete Schutzgruppe sollte gegenüber den genannten sauren und 

basischen Reaktionsbedingungen, auch bei hohen Temperaturen, stabil sein. In Schema 16 

ist eine Auswahl gängiger Schutzgruppen für Alkohole und Phenole dargestellt. 
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Schema 16: Gängige Schutzgruppen für Alkohole und Phenole in der organischen Synthese. 

Die dargestellten Ester werden in der Regel von Alkalihydroxiden, -alkoholaten 

oder -(hydrogen)carbonaten gespalten.90-97 Essigsäureester  verhalten sich zudem labil 

gegenüber Hydrazin.98-99 Da Hydrazin laut Literaturrecherche für Ringschlussreaktionen zum 

Pyrrolopyrazol-Derivaten verwendet wird, kann die Hydroxygruppe des Acetophenons III 
nicht als Essigsäureester geschützt werden. Die Schützung als Pivalinsäureester oder 

Benzoesäureester wäre hingegen möglich. 

Die Stabilität von Silyl-Schutzgruppen gegenüber saurer und basischer Hydrolyse steigt mit 

der sterischen Hinderung am Silizium-Atom. Trimethylsilyl-Gruppen (TMS-Gruppen) können 

bereits während einer Reinigung eines Produkts mittels Säulenchromatographie an Kieselgel 
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abgespalten werden. Mittels Kaliumcarbonat in Methanol wird es schon nach 15 Minuten bei 

Raumtemperatur abgespalten.100 Die Abspaltung von Triethylsilyl- (TES), tert-

Butyldimethylsilyl- (TBS) und Triisopropylsilyl-Schutzgruppen (TIPS) kann mittels Essigsäure 

oder Trifluoressigsäure in Wasser, Tetrahydrofuran oder Acetonitril bei 0 bis 20 °C 

erfolgen.101-106 Basisch werden TES- und TIPS-Ether mithilfe von Natriumhydrid in 

Tetrahydrofuran innerhalb von maximal drei Stunden bei Raumtemperatur abgespalten.107-108 

Daher sind TMS-, TES-, TBS- und TIPS-Schutzgruppen für die geplante Synthese nicht 

geeignet. Am stabilsten gegenüber Säuren und Basen ist der tert-Butyldiphenyl-substituierte 

Silylether (TBDPS). Saure Abspaltung erfolgt gewöhnlich mittels Tetrabutylammoniumfluorid 

in Essigsäure oder Tetrahydrofuran.109 Eine TBDPS-Gruppe könnte somit zur Schützung der 

Hydroxygruppe des Acetophenons III eingesetzt werden. Die sterische Hinderung der tert-

Butyldiphenylsilyl-Schutzgruppe könnte jedoch möglicherweise die Folgereaktionen der 

Synthese beeinflussen. 

Betrachtet man die gezeigten Ether, verhalten sich diese prinzipiell unter den genannten 

Reaktionsbedingungen stabil. Eine Methylierung zur Schützung der phenolischen OH-

Gruppe wäre demnach zwar hinsichtlich ihrer Stabilität möglich, jedoch wäre eine selektive 

Entschützung wegen einer weiteren Methoxygruppe im Zielmolekül problematisch. 

Ebenfalls möglich wäre eine Schützung durch eine Methoxymethylgruppe (MOM), welche 

sich durch eine hohe Stabilität gegenüber Basen auszeichnet. Die Entschützung findet 

üblicherweise mittels Trifluoressigsäure oder einem Gemisch aus Eisessig und konzentrierter 

Schwefelsäure oder Tetrabutylammoniumfluorid statt.110-111 Von reinem Eisessig ohne 

katalytische Zusätze hingegen werden MOM-Ether bei hohen Temperaturen erst nach ca. 

acht Stunden gespalten.112 Ein Nachteil dieser Schutzgruppe ist jedoch die Kanzerogenität 

des Einführungsreagenzes.113 

Aufgrund der sowohl stark sauren als auch stark basischen Reaktionsbedingungen während 

der Synthese sollten Schutzgruppen, welche unter diesen Bedingungen stabil und im 

Idealfall unter anderen Bedingungen gepalten werden, z.B mittels Metallkatalyse, Oxidation 

oder Hydrogenolyse, von besonderem Interesse sein.   

Zur Gruppe der metallkatalysiert spaltbaren Schutzgruppen gehören z.B. allylgeschützte 

Phenole. Ein Nachteil bei der Wahl dieser Schutzgruppe sind die oftmals hohen Kosten für 

die notwendigen Entschützungsreagenzien. 

Bei Tetrahydropyran-2-yl (THP) handelt es sich um eine Schutzgruppe, welche oxidativ, z.B. 

mittels 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-p-benzochinon (DDQ), gespalten werden kann. Jedoch 

verhalten sich THP-Ether instabil gegenüber Säuren (z.B. AcOH-H2O 4:1, TsOH, PPTS), 

wodurch sie in der hier geplanten Synthese als Schutzgruppe nicht eingesetzt werden 

können. Ein Nachteil bei der Verwendung dieser Schutzruppe liegt außerdem in der 

Generierung eines neuen Stereozentrums, was im Falle von chiralen Verbindung zu einem 

http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Kanzerogenit%C3%A4t.html
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Gemisch aus Diastereomeren führt. Dies hätte einen doppelten Signalsatz in NMR-Spektren 

zufolge.  

Eine sehr häufig eingesetzte, hydrogenolytisch spaltbare Schutzgruppe ist die Benzylgruppe. 

Diese zeichnet sich durch ihre hohe Stabilität gegenüber sauren und basischen 

Reaktionsbedingungen aus. Zur Einführung einer Benzylgruppe wird üblicherweise ein 

Benzylhalogenid verwendet, welches preiswert und kommerziell erhältlich ist.114-116 Weitere 

Einführungsreagenzien sind das ebenfalls kommerziell erhältliche Benzyl-2,2,2-

trichloracetimidat (BTCAI) sowie die leicht aus preiswerten Edukten zu synthetisierenden 

Reagenzien 2,4,6-Tris(benzyloxy)-1,3,5-triazin (TriBAT) und 2-(Benzyloxy)-1-

methylpyridiniumtrifluormethansulfonat.117-119 Ein weiterer Vorteil dieser Schutzgruppe ist die 

mit quantitativer Ausbeute verlaufende, hydrogenolytische Entschützung. Als einziges 

Nebenprodukt entsteht zudem das flüchtige Toluol, sodass zur Reinigung des entschützten 

Produkts in den meisten Fällen eine Kristallisation ausreicht. 

 

Syntheseweg 1 der Leitstruktur 1 (MMV396717)über Benzyl-geschützte Vorstufen 

Aus den oben genannten Gründen und Vorteilen wurde sich zur Resynthese der Leitstruktur 

1 (MMV396717) zunächst für eine Benzylschutzguppe entschieden. Die Schützung der 

phenolischen OH-Gruppe der Vorstufe III wurde in Anlehnung an eine Literaturvorschrift 

durchgeführt verlief mit einer sehr guten Ausbeute von 94 % (Schema 17).114  
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Schema 17: Synthese der Leitstruktur 1 (MMV396717) über Benzyl-geschützte Vorstufen; 
Reagenzien und Bedingungen: (a) Benzylbromid, K2CO3, KI, Aceton, 94 %; (b) NaH 60 % in Mineralöl, 
abs. Toluol, 70 °C, 10 min  Diethyloxalat, reflux, 30 min, 76 %; (c) 2-Fluorbenzaldehyd, 2-(4-
Methoxyphenyl)ethylamin, EtOH, kat. AcOH, RT, 12 h, 45 %; (d) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h, 
68 %. 

Das Benzyl-geschützte Intermediat 2 wurde anschließend nach Deprotonierung mittels 

Natriumhydrid mit Diethyloxalat zum gewünschten Diketoester 3 umgesetzt.67 Diese 
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Reaktion verlief ebenfalls mit einer guten Ausbeute von 76 %. Die Ringschlussreaktionen 

zum Pyrrolinon 4 und anschließend zum Pyrrolopyrazol 5 ergaben die gewünschten 

Reaktionsprodukte in hoher Reinheit.68, 79 

Im letzten Syntheseschritt sollte die hydrogenolytische Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe 

durchgeführt werden. Hierzu wurde die geschützte Verbindung in Methanol gelöst, mit 

Palladium auf Aktivkohle versetzt und unter Wasserstoffatmosphäre geschüttelt, bis mittels 

Dünnschichtchromatographie kein Edukt mehr nachzuweisen war. Nach vollständiger 

Analytik des Endproduktes konnte festgestellt werden, dass es sich um ein Produktgemisch 

handelte. Während der hydrogenolytischen Spaltung des Benzylethers zum gewünschten 

Endprodukt 1 (MMV396717) war außerdem der Chlor-Substituent in para-Position reduktiv 

abgespalten worden (6). Dieses Produktgemisch konnte nicht mittels chromatographischer 

Verfahren getrennt werden (Schema 18).  
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Schema 18: Synthese der Leitstruktur 1 (MMV396717) über Benzyl-geschützte Vorstufen; 
Reagenzien und Bedingungen: (a) H2, Pd-C, MeOH, RT, 1 h, Produktgemisch 1 (MMV396717) und 
6;(b) HBr (47 %ig, wässrig), TBAB, DCM, reflux, 48 h, Produktgemisch 1 (MMV396717) und 5. 

Eine weitere Methode zur Spaltung von Benzylethern ist die Reaktion mit wässriger HBr 

(47 %ig) in Gegenwart von Tetrabutylammoniumbromid (TBAB).120 Nach 48-stündigem 

Erhitzen zum Rückfluss war mittels Dünnschichtchromatographie ein Produktgemisch 

erkennbar, welches vermuten ließ, dass es sich um ein Gemisch aus größtenteils Edukt und 

einem geringen Teil des gewünschten Produkts 1 (MMV396717) handelte. Die Analytik des 

Rohproduktes bestätigte diese Vermutung. Durch längere Reaktionszeiten konnte keine 

verstärkte Umsetzung zum Produkt erzielt werden. Aufgrund sehr ähnlicher Rf-Werte 

konnten die Bestandteile der Reaktionsmischung nur mithilfe einer sehr zeitaufwändigen 

Säulenchromatographie getrennt und isoliert werden. Aufgrund der zudem sehr geringen 
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Ausbeute von 7 % war die Schützung der phenolischen Gruppe als Benzylether für die 

Resynthese der Leitstruktur 1 (MMV396717) nicht ideal, sodass die Schützung mithilfe einer 

alternativen Methode erfolgen sollte.  

 

Syntheseweg 2 der Leitstruktur 1 (MMV396717) über Methoxymethyl-geschützte Vorstufen 

Eine weitere Möglichkeit zur Schützung der phenolischen Funktionalität der Vorstufe III war 

die Einführung einer Methoxymethyl-Gruppe. Diese wurde nach Deprotonierung der OH-

Gruppe mittels Natriumhydrid durch Zusatz von Methoxymethylchlorid eingeführt.113 Die 

Methoxymethyl-geschützte Zwischenstufe 7 wurde anschließend in Anlehnung an eine 

Literaturvorschrift durch Umsetzung mit Diethyloxalat in einer Kondensationsreaktion zum 

gewünschten 2,4-Diketoester 8 umgesetzt (Schema 19).67  
O
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Schema 19: Darstellung des 2,4-Diketoester-Derivats 8, ausgehend von 5‘-Chlor-2‘-hydroxy-4‘-
methylacetophenon III; Reagenzien und Bedingungen: (a) NaH 60 % in Mineralöl, abs. DMF, 0 °C  
RT, 30 min; MOMCl, 0 °C  RT, 1h, 85 %; (b) NaH 60 % in Mineralöl, abs. Toluol, 70 °C, 10 min  
Diethyloxalat, reflux, 30 min, 73 %. 

Für die Ringschlussreaktion zum Pyrrolinon wurden in äquivalenten Mengen der zuvor 

synthetisierten 2,4-Diketoester 8, 2-Fluorbenzaldehyd (VI) und 2-(4-

Methoxyphenyl)ethylamin (VII) eingesetzt. Unter Säurekatalyse bildete sich zunächst in situ 

die Schiff’sche Base, welche anschließend unter Zugabe des 2,4-Diketoesters 8 zum 

Pyrrolinon 9 zyklisierte (Schema 20).68 
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Schema 20: Ringschlussreaktion zum Pyrrolinon 9; Reagenzien und Bedingungen: (a) EtOH, kat. 
AcOH, RT, 12 h, 75 %. 
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Der allgemeine Mechanismus dieser Ringschlussreaktion ist in Schema 21 gezeigt.67, 71, 121 

Ein Amin, ein Aldehyd und ein 2,4-Diketoester reagieren zunächst in einer Mannich-Reaktion 

nach zu einer β-Aminocarbonylverbindung (Mannich-Base).67  

Diese reagiert anschließend in einer intramolekularen Ringschlussreaktion unter Abspaltung 

von Ethanol und anschließender Deprotonierung zu einem Pyrrolidin-2,3-dion, welches sich 

in einem tautomeren Gleichgewicht mit einem 2-Pyrrolinon befindet. Aufgrund der 

Ausbildung eines konjugierten Systems liegt das Gleichgewicht dieser Keto-Enol-Tautomerie 

vollständig auf Seite des Enols.60 
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Schema 21: Vorgeschlagener Mechanismus der Ringschlussreaktion zu einem Pyrrolinon-Derivat. 

Die möglichen Synhesewege A und B, um die gewünschte Leitstruktur 1 (MMV396717) zu 

erhalten, sind in Schema 22 dargestellt. Die Ringschlussreaktion zum gewünschten 

Pyrrolopyrazol und die Entschützung der phenolischen OH-Gruppe erfolgten auf diesen zwei 

gezeigten, unterschiedlichen Synthesewegen. Weg A führt in zwei Syntheseschritten zum 

gewünschten Endprodukt 1 (MMV396717). Zunächst findet die Ringschlussreaktion zum 

Pyrrolopyrazol-Derivat 10 statt, welche mittels Hydrazin-Monohydrat in konz. Essigsäure 

durchgeführt wurde.79 Nach Isolierung und vollständiger Charakterisierung des 

Zwischenprodukts erfolgte in einem weiteren Schritt die Entschützung der phenolischen OH-

Gruppe mithilfe von Trifluoressigsäure, wodurch die Leitstruktur 1 (MMV396717) erhalten 

werden konnte.110 Für diese beiden Reaktionsschritte ergab sich eine Gesamtausbeute von 

49 %. 

Weg B fasst diese beiden besprochenen Reaktionen in nur einem Syntheseschritt 

zusammen, ohne dass eine Isolierung des Zwischenprodukts 10 erfolgt. Das aus Pyrrolinon-

Derivat 9 und Hydrazin-Monohydrat in konz. Essigsäure in situ gebildete Pyrrolopyrazol-

Derivat konnte durch Zugabe katalytischer Mengen konz. Schwefelsäure von der 

Methoxymethyl-Schutzgruppe befreit werden, sodass die Leitstruktur 1 (MMV396717) hier in 

einer deutlich besseren Ausbeute von 81 % erhalten wurde (Schema 22).  
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Schema 22: Zwei Methoden zur Synthese der Leitstruktur 1 (MMV396717) über Methoxymethyl-
geschützte Vorstufen; Reagenzien und Bedingungen: (a) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h, 55 %; 
(b) TFA, DCM, RT, 12 h, 89 %; (c) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h  kat. konz. H2SO4, reflux, 30 
min, 81 %. 

 

3.4.4. Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivaten mit variierter Molekülregion A 
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Synthese der Edukte 

Die ausgewählten, literaturbekannten Aldehyde zur Variation der Molekülregion A waren 

kommerziell erhältlich oder wurden nach bekannten Vorschriften hergestellt. 

Aldehyde XII und XIII wurden ausgehend von Brommethylbenzonitrilen VIII und IX nach 

literaturbekannten Versuchsvorschriften synthetisiert (Schema 23). Nach Reduktion der 

Nitrilfunktionalität von VIII und IX mittels DIBAL-H wurden die Benzaldehyde X und XI in 

einer SN2-Reaktion mit Diethylamin umgesetzt.122-125 Die Substitutionsprodukte XII und XIII 
wurden anhand ihrer literaturbekannten, analytischen Daten identifiziert.122-124, 126 
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Schema 23: Synthese von Diethylaminomethylbenzaldehyden XII und XIII; Reagenzien und 
Bedingungen: (a) DIBAL-H (1M in Toluol), abs. Toluol, 0 °C, 1 h, 94 % (X), 94 % (XI); (b) K2CO3, 
HNEt2, Dioxan, 110 °C, 5 h; (c) HNEt2, THF, reflux, 2 h, 95 %. 

Die Synthese der 4-Hydroxy-3-dialkylaminomethylbenzaldehyden XV und XVI erfolgte 

gemäß literaturbekannter Vorschrift ausgehend von 4-Hydroxybenzaldehyd XIV durch eine 

Mannich-Reaktion mit Formaldehyd und Dimethylamin bzw. Diethylamin (Schema 24).127-128 
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XVI: R = Et  

Schema 24: Synthese von 4-Hydroxy-3-dialkylaminomethylbenzaldehyden XIII und XIV; Reagenzien 
und Bedingungen: (a) CH2O, HNEt2, abs. MeOH, 50 °C, 12 h, 39 % (XV); CH2O, HNMe2, abs. EtOH, 
50 °C, 4 h, 41 % (XVI).  

Synthese der Zielverbindungen 

Neben den in Schema 23 und 24 gezeigten, basischen Benzaldehyden XII-XIII und XV-XVI  
wurden zur Synthese der Zielverbindungen unter anderem auch heteroaromatische 

Aldehyde (XXI, XXII, XIX), ein sterisch anspruchsvoller sowie ein aliphatischer Aldehyd (XX 

und XXVII) eingesetzt.  

Die Pyrrolinon-Derivate 12-24 wurden aus den entsprechenden Aldehyden XVII-XXIX, 2-(4-

Methoxyphenyl)ethylamin (VII) und 2,4-Diketoester 8 synthetisiert.68 Die 

Ringschlussreaktionen verliefen in Ausbeuten von 26 % bis 87 % zu den gewünschten 

Produkten 12-24 (Schema 25).  



38 

R

HO

O

NH2

+ N

O
OH

O
R

O

O

Cl

O

OH O
O

O
O

Cl

O
8 11-23

XVII, 11: R = 4-F-Ph
XVIII, 12: R = 4-CH3-Ph
XIX, 13: R = 4-(S(=O)2Me)-Ph
XX, 14: R = 4-(2-Pyridyl)-Ph
XXI, 15: R = 2-Thienyl
XXII, 16: R = 4-Pyridyl
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XXIV, 18: R = 3-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph
XXV, 19: R = 3-CH2N(CH3)2)-4-OH-Ph
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XXIX, 23: R = 3-Pyridyl

+
a

VII XVII-XXIX

Schema 25: Ringschlussreaktion zu den Pyrrolinon-Derivaten 11-23; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) EtOH, kat. AcOH, RT, 12 h, 64 % (11), 47 % (12), 53 % (13), 68 % (14), 38 % (15), 36 % (16), 69 
% (17), 26 % (18), 76 % (19), 43 % (20), 49 % (21), 58 % (22), 87 % (23). 

Die Pyrrolopyrazol-Derivate 24-34 wurden aus den entsprechenden Pyrrolinonen 11-21 mit 

Hydrazin-Monohydrat und anschließender H2SO4-vermittelter Entschützung der 

phenolischen Gruppe in Ausbeuten von 37 bis 86 % synthetisiert (Schema 26). 

11, 24: R = 4-F-Ph
12, 25: R = 4-CH3-Ph
13, 26: R = 4-(S(=O)2Me)-Ph
14, 27: R = 4-(2-Pyridyl)-Ph
15, 28: R = 2-Thienyl
16, 29: R = 4-Pyridyl

17, 30: R = 4-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph
18, 31: R = 3-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph
19, 32: R = 3-(CH2N(CH3)2)-4-OH-Ph
20, 33: R = 3-(CH2N(CH2CH3)2)-4-OH-Ph
21, 34: R = Cyclohexyl
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Schema 26: Synthese der Pyrrolopyrazol-Derivate 24-34 via Weg B; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h  kat. konz. H2SO4, reflux, 30 min, 74 % (24), 54 % (25), 37 % 
(26), 58 % (27), 58 % (28), 66 % (29), 73 % (30), 57 % (31), 72 % (32), 86 % (33), 46 % (34).   

Die Pyrrolinon-Derivate 22-23 hingegen wurden nach der Ringschlussreaktion mit Hydrazin-

Monohydrat zunächst isoliert (35-36), um sie anschließend mithilfe von Trifluoressigsäure 

von der Methoxymethyl-Schutzgruppe zu befreien und die gewünschten Produkte 37-38 zu 

erhalten (Schema 27).79, 110  
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Schema 27: Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivaten 37-38 via Weg A; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h, 55 % (35), 45 % (36); (b) TFA, DCM, RT, 12 h, 85 % (37), 
43 % (38). 

3.4.5. Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivaten mit variierter Molekülregion B 
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Um die Zielverbindungen 45-47 und 51-53 mit variierter Molekülregion B zu synthetisieren, 

wurden zunächst 2-Fluorbenzyldehyd (V), 2,4-Diketoester 8 und entsprechende Amin-

Derivate XXX-XXXV miteinander zu 2-Pyrrolinon-Derivaten 39-44 umgesetzt (Schema 28).68 
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Schema 28: Ringschlussreaktion zu den Pyrrolinon-Derivaten 39-44; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) EtOH, kat. AcOH, RT, 12 h, 76 % (39), 68 % (40), 82 % (41), 80 % (42), 74 % (43), 36 % (44). 
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Während die 2-Pyrrolinon-Derivate 39-41 nach in situ durchgeführter Ringschlussreaktion 

direkt von der Methoxymethyl-Schutzgruppe befreit wurden und die Zielverbindungen 45-47 
lieferten (Schema 29), wurden 42-44 erst nach Isolierung der Produkte der 

Ringschlussreaktion (48-50) zu den freien Endprodukten 51-53 weiter umgesetzt (Schema 

30). 

N

O
OH

O
O

Cl

O

N

NHN

R

O OH

Cl

a

39-41 45-47

R

39, 45: R = CH2-(3-Pyridyl)
40, 46: R = CH3
41, 47: R = (CH2)2-OCH3

Schema 29: Synthese der Pyrrolopyrazol-Derivate 45-47 via Weg B; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h  kat. konz. H2SO4, reflux, 30 min, 36 % (45), 78 % (46), 85 % 
(47). 

N

NHN

R

O O

Cl

O

N
R

O
OH

O
O

Cl

O

N

NHN

R

O OH

Cl

a

b

42, 48, 51: R = CH2-(4-OCH3)-Ph
43, 49: R = CH2-(2,4-OCH3)-Ph
44, 50, 53: R = n-Pr
52: R = H

42-44 48-50

51-53

F

F

F

Schema 30: Synthese der Pyrrolopyrazol-Derivate 51-53 via Weg A; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h, 29 % (48), 46 % (49), 53 % (50); (b) TFA, DCM, RT, 12 h, 72 
% (51), 73 % (52), 40 % (53). 
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3.4.6. Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivat 55 mit variierter Molekülregion C 

O

N

NHNO

F

OH

Cl

1 (MMV396717)

C

 
Die Synthese eines N-methylierten Pyrrolopyrazol-Derivats (55) gelang ausgehend von der 

Verbindung 10, welche zuvor wie in Schema 22 gezeigt synthetisiert wurde.  Die 

Methylierung des NH-unsubstituierten Pyrazolfunktionalität erfolgte in Anlehnung an eine 

Literaturvorschrift mit Methyliodid in 75%iger Ausbeute.77 Die anschließende Abspaltung der 

Schutzgruppe mittels TFA lieferte die gewünsche Zielverbindung 55 (Schema 31).110 

N

NN
O

O
F

OH

Cl

N

NHN
O

O
F

O

Cl

O

55

10

N

NN
O

O
F

O

Cl

O

54

a

b

Schema 31: Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivat 55 via Weg A;  Reagenzien und Bedingungen: (a) 
K2CO3, MeI, DMF, reflux, 12 h, 75 % (54); (b) TFA, DCM, RT, 12 h, 82 % (55). 
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3.4.7. Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivaten mit variierter Molekülregion D 

O

N

NHNO

F

OH

Cl

1 (MMV396717)

D

 
 

Synthese der Edukte 

Die Synthese des Acetophenon-Derivats 56 erfolgte ausgehend von 5‘-Chlor-2‘-hydroxy-4‘-

methyl-acetophenon (III) (Schema 32).129 

O

OH

Cl

O

O

Cl

a

56III
Schema 32: Synthese von 5‘-Chlor-2‘-methoxy-4‘-methyl-acetophenon (56); Reagenzien und 
Bedingungen: (a) K2CO3, MeI, Aceton, reflux, 12 h, 82 %. 

5‘-Chlor-4‘-methyl-acetophenon (XXXVII) wurde durch eine Reduktion der entsprechenden 

Benzoesäure XXXVI  mit MeLi erhalten (Schema 33).130 Um eine Reduktion bis zum 

entsprechenden tertiären Alkohol zu vermeiden, durfte die Reaktionstemperatur 0 °C nicht 

übersteigen. 

a

Cl

O

Cl

OHO

XXXVI XXXVII
Schema 33: Synthese von 5‘-Chlor-4‘-methyl-acetophenon (XXXVII) ausgehend von XXXVI; 

Reganezien und Bedingungen: MeLi (1.6 M in Et2O), abs. THF, 0 °C, 2 h (62 %). 

Die zuvor synthetisierten Acetophenone 56, XXXVII und drei weitere, kommerziell 

erhältliche, aromatische und aliphatische Ketone (XXXVIII-XL) reagierten anschließend  

unter Zugabe einer Base mit Dietyhloxalat zu den Kondensationsprodukten 57, 58 und XLI-
XLIII  (Schema 34).63, 67, 131 XLI-XLIII  wurden anhand literaturbekannter Schmelzpunkte und 
1H-NMR-Daten identifiziert.63, 67, 131 
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a

OH O
O

O
O

Cl

57

OH O
O

O

Cl

58

N

OH O
O

O

OH O
O

O

OH O
O

O

R

O

56, 57: R = 5-Cl-2-OCH3-4-CH3-Ph
XXXVII, 58: R = 5-Cl-4-CH3-Ph 
XXXVIII, XLI: R = CH3
XXXIX, XLII: R = Ph
XL, XLIII: R: 4-Py

b

a

a

a

XLI

XLII

XLIII

56, XXXVII-XL

Schema 34: Synthese der 2,4-Diketoester-Derivate 57, 58, XLI-XLIII; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) NaH 60 % in Mineralöl, abs. Toluol, 70 °C, 10 min  Diethyloxalat , reflux, 30 min,  54 % (57), 
70 % (58), 80 % (XLII), 88 % (XLIII); (b) NaOMe, Diethyloxalat, abs. EtOH, RT, 2 h, 89 % (XLI). 

Synthese der Zielverbindungen 

Unter Zugabe katalytischer Mengen AcOH wurden die Pyrrolinon-Derivate 59-63 in guten 

Ausbeuten von 62 % bis 86 % hergestellt (Schema 35).68 

HO

57-58, XLI-XLIII 59-63

57, 59: R = (5-Cl-2-OCH3-4-CH3)-Ph
58, 60: R = (5-Cl-4-CH3)-Ph
XLI, 61: R = CH3
XLII, 62: R = Ph
XLIII, 63: R = 4-Pyridyl

F
O

NH2

+ N

O
OH

O

R

O

R

OH O
O

O
+

a

VII VI

F

Schema 35: Ringschlussreaktion zu den Pyrrolinon-Derivaten 59-63; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) EtOH, kat. AcOH, RT, 12 h, 78 % (59), 86 % (60), 65 % (61), 62 % (62), 64 % (63). 

Die Zielverbindungen 64-68 wurden ausgehend von den entsprechenden Vorstufen 59-63 

unter Zugabe von Hydrazin-Monohydrat in konz. Essigsäure synthetisiert (Schema 36).79 
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N

O
OH

O

O

59-63

59, 64: R = (5-Cl-2-OCH3-4-CH3)-Ph
60, 65: R = (5-Cl-4-CH3)-Ph
61, 66: R = CH3
62, 67: R = Ph
63, 68: R = 4-Pyridyl

F

R

N

NHN
O

O

a R

F

64-68

Schema 36: Synthese der Pyrrolopyrazol-Derivate 64-68 via Weg B; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h; 55 % (64), 11 % (65), 97 % (66), 93 % (67), 35 % (68).   

 

3.4.8. Synthese von Pyrrolopyrazol-Derivaten mit zwei variierten Molekülregionen 

O

N

NHNO

F

OH

Cl

1 (MMV396717)

D

A

 
Zur Synthese der Zielverbindungen 72-75 mit zwei variierten Molekülregionen wurden 

zunächst die Vorstufen XLVIII und 69-71 aus den entsprechenden Edukten hergestellt 

(Schema 37).68  

O

NH2

+ R'

OH O
O

O
+

a
R

HO N

O
OH

O
R

O

XLII, 58 XLVIII, 69-71

XLVIII: R = Ph, R' = Ph
69: R = 2-Cl-Ph, R' = Ph
70: R = Cyclohexyl, R' = (5-Cl-4-CH3)-Ph
71: R = 2-OH-Ph, R' = (5-Cl-4-CH3)-Ph

R'

XLIV: R = Ph
XLV: R = 2-Cl-Ph
XLVI: R = Cyclohexyl
XLVII: R = 2-OH-Ph

XLII: R' = Ph
58: R' = (5-Cl-4-CH3)-Ph

XLIV-XLVIIVII

Schema 37: Ringschlussreaktion zu den Pyrrolinon-Derivaten XLVIII, 69-71; Reagenzien und 
Bedingungen: (a) EtOH, kat. AcOH, RT, 12 h, 54 % (XLVIII), 45 % (69), 35 % (70), 40 % (71). 

Der Aufbau des Pyrazolrings erfolgte wiederum mittels Zugabe von Hydrazin-Monohydrat in 

konz. Essigsäure und lieferte die Zielverbindungen 72-75 in Ausbeuten von 30 % bis 76 %.  
(Schema 38).79 
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N

O
OH

O
R

O

R'

N

NHN
O

R

O

a R'

72-75XLVIII, 69-71

XLVIII, 72: R = Ph, R' = Ph
69, 73: R = 2-Cl-Ph, R' = Ph
70, 74: R = Cyclohexyl, R' = (5-Cl-4-CH3)-Ph
71, 75: R = 2-OH-Ph, R' = (5-Cl-4-CH3)-Ph
Schema 38: Synthese der Pyrrolopyrazol-Derivate 72-75 via Weg B; Reagenzien und Bedingungen: 
(a) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h; 76 % (72), 76 % (73), 30 % (74), 62 % (75).  

 

3.4.9. Strukturelle Eigenschaften  

NMR-spektroskopische Eigenschaften der Leitstruktur 1 (MMV396717) 

Die NMR-spektroskopischen Eigenschaften sollen beispielhaft an der Leitstruktur 

1 (MMV396717) erläutert werden. In Abbildung 15 ist das 1H-NMR der genannten Substanz 

in DMSO-d6 gezeigt.  

Abbildung 15: 1H-NMR-Spektrum der Leitstruktur 1 (MMV396717) in DMSO-d6. 

Die diastereotopen Protonen der CH2-Gruppe f und f‘ erzeugen durch das nahegelegene 

Stereozentrum zwei Multipletts, die sich in der chemischen Verschiebung deutlich 

unterscheiden. Die CH2-Gruppe e hingegen erzeugt ein Multiplett. Grund hierfür ist der zu 
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geringe Unterschied der chemischen Verschiebungen der beiden diastereotopen Protonen, 

sodass keine Aufspaltung erkennbar ist. Das Methinproton des Stereozentrums l erzeugt bei 

einer chemischen Verschiebung von 5.97 ppm ein Singulett. Im Vergleich mit allen anderen 

aliphatischen Protonen ist es deutlich tieffeldverschobener. Das Proton u ist durch die 

mesomeren und induktiven Effekte der OH- (+M-Effekt) und CH3-Substituenten (+I-Effekt) 

das am weitesten ins Hochfeld verschobene aromatische Proton. Die aromatischen Protonen 

c und c‘ in ortho-Position zu dem OCH3-Substituenten (+M-Effekt) sind weiter 

hochfeldverschoben, als die anderen beiden Protonen d und d‘ des 4-Methoxyphenylrings. 

Aufgrund der chemischen, aber nicht magnetischen Äquivalenz dieser Protonen sind zwei 

Dubletts mit identischen Kopplungskonstanten zu erkennen, es handelt sich um ein AA’BB‘-

Spinsystem. Anhand der Intensitätsverteilungen der beiden Signale ist außerdem ein 

Dacheffekt erkennbar. Das Signal der aromatischen Protonen d und d‘ erscheint formal 

betrachtet als ein Dublett. Tatsächlich überlagert es jedoch ein aromatisches Proton des 2-

Fluorphenylrings, daher handelt es sich korrekterweise um ein Multiplett. Die drei weiteren 

Protonen des 2-Fluorphenylrings ergeben aufgrund zahlreicher HH- und HF-Kopplungen 

Multipletts. 

Die Signale der NH- und OH-Gruppen sind anhand ihrer chemischen Verschiebung und des 
1H-NMR-Spektrums der OH-geschützten Vorstufe zu unterscheiden. Das NH-Signal ist durch 

den –I-Effekt des benachbarten Stickstoffatoms im Pyrazolring deutlich tieffeldverschobener, 

als das Signal der phenolischen OH-Gruppe. Sowohl die NH- als auch die OH-Gruppe 

zeigen jeweils zwei verbreiterte Singuletts mit einem Integralverhältnis von 0.85:0.15. Diese 

Aufspaltung der NH- und OH-Gruppen ist nicht bei allen synthetisierten Endverbindungen zu 

beobachten. Ein Zusammenhang zwischen Molekülstruktur und Signalaufspaltung ist nicht 

zu erkennen. 

Wie anhand des 1H-NMR-Spektrums der Leitstruktur 1 (MMV396717) in Abbildung 16 

erkennen kann, ist die Aufspaltung der NH- und OH-Signale in CDCl3 nicht erkennbar.  
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Abbildung 16: 1H-NMR-Spektrum der Leitstruktur 1 (MMV396717) in CDCl3. 

Diese Signalaufspaltung könnte aufgrund eines prototropen Gleichgewichts zwischen 1H-

Pyrrolopyrazolen und 2H-Pyrrolopyrazolen, wie es von 1H- und 2H-Pyrazolen in der Literatur 

beschrieben ist, zustandekommen. Bei dieser Art der Tautomerie wechselt ein Proton, hier 

das Proton des Pyrazolrings, zwischen zwei benachbarten Atomen in einem Molekül seinen 

Platz (dyadische Tautomerie).  

Abbildung 17 zeigt das 13C-NMR-Spektrum der Leitstruktur 1 (MMV396717) in DMSO-d6. 
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Abbildung 17: 13C NMR-Spektrum der Leitstruktur 1 (MMV396717) in DMSO-d6. 

Im Alkylbereich des 13C-Spektrums konnten alle Signale eindeutig zugeordnet werden. Die 

aromatischen Kohlenstoffatome c, welche sich in ortho-Position zu dem Methoxy-

Substituenten befinden, erzeugen die am weitesten ins Hochfeld verschobenen 

aromatischen Signale. Einige der Signale der Kohlenstoffatome des 2-Fluorphenylrings 

erzeugen Dubletts, welche durch heteronukleare Kopplungen mit 19F-Kernen 

zustandekommen. Das Kohlenstoffatom r, welches sich in direkter Nachbarschaft zum Fluor 

befindet weist die größte Kopplungskonstante (1JCF = 247.0 Hz) auf. Mit zunehmendem 

Abstand zwischen Kohlenstoff- und Fluoratom nimmt die Größe der JCF-

Kopplungskonstanten ab. 

Die Entschirmung durch das elektronegative Fluoratom führt zu einer Verschiebung von 

160.7 ppm. Im ähnlichen Bereich des Tieffelds resonieren der Carbonylkohlenstoff g sowie 

die quartären Kohlenstoffe b und t. 
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Kristallstrukturanalyse 

Wie in Kapitel 3.4.2. gezeigt wurde, sind in der Literatur sowohl 1H- als auch 2H-

Pyrrolopyrazole durch identische Synthesewege beschrieben worden. Die NMR-

spektroskopische Analyse der Leitstruktur 1 (MMV396717) in diesem Kapitel lässt zudem 

vermuten, dass die Verbindung in DMSO-d6 in einem tautomeren Gleichgewicht vorliegt. Um 

die tatsächliche Struktur der in dieser Arbeit synthetisierten Pyrrolopyrazol-Derivate im 

kristallinen Zustand aufzuklären, wurden mit den Endverbindungen 1 (MMV396717) und 33 

Röntgenstrukturanalysen durchgeführt.  

Die dafür benötigten Einkristalle der für die Untersuchung ausgewählten Endverbindungen 

1 (MMV396717) und 33 wurden durch Kristallisation aus  einem DMF/H2O-Gemisch mithilfe 

des „vapor diffusion“-Verfahren erhalten132 und im Arbeitskreis von Prof. Dr. Walter Frank 

(Lehrstuhl für Material- und Strukturforschung, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf) 

röntgendiffraktometrisch analysiert.  

Das Ergebnis der Analyse zeigt, dass im kristallinen Zustand der Grundkörper als 2H-

Pyrrolopyrazol vorliegt. Dies trifft sowohl bei der Leitstruktur 1 (MMV396717), als auch bei 

Derivat 33 zu (Abbildung 18).  

Abbildung 18: Röntgendiffraktometrische Strukturanalyse, asymmtrische Einheit; links: Leitstruktur 
1 (MMV396717), rechts: Verbindung 33. 
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Aufgrund des wässrigen Kristallisationsmediums enthalten die Derivate pro Formeleinheit ein 

H2O-Molekül. Die durch Wasserstoffbrücken verknüpften Dimere sind in Abbildung 19 zu 

sehen. 

 

 
 

 

Abbildung 19: Röntgendiffraktometrische Strukturanalyse, Wasserstoffbrücken-verknüpfte Dimere; 
links: Leitstruktur 1 (MMV396717), rechts: Verbindung 33. 
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3.4.10. Biologische Evaluation der Pyrrolopyrazol-Derivate 

Die im Rahmen der antiplasmodialen Evaluation vorgestellten und diskutierten, biologischen 

Daten wurden durch MMV, sowie durch Kooperationspartner aus Tübingen, Hamburg, San 

Diego, Brisbane und Basel zur Verfügung gestellt (Abb. 20).  

 
Abbildung 20: Kooperationspartner zur biologischen Evaluation der im Rahmen dieser Arbeit 
synthetisierten Endverbindungen; GNF = Genomics Institute of the Novartis Research Foundation. 

Zunächst sollen die Ergebnisse von Phänotyp- und Target-basierten Assays, in denen die 

Verbindungen 24-34, 37-38, 45-47, 51-53, 55, 64-68 und 72-75 untersucht wurden, 

vorgestellt und diskutiert werden. Mit Hilfe des Phänotyp-basierten Assays wurde die 

inhibitorische Wirkung der Testsubstanzen auf das Wachstum des Chloroquin-sensitiven 

P.falciparum-Stammes 3D7 und des multiresistenten Stammes Dd2 untersucht, wobei 

Chloroquin als Referenzsubstanz diente. In einem Target-basierten Assay wurde die 

Hemmwirkungen der Substanzen gegenüber dem Enzym PfDxr bestimmt 

(Referenzsubstanz: KBK80‡‡‡). Außerdem erfolgte eine Bestimmung der Zytotoxizität 

ausgewählter Verbindungen gegenüber HeLa-Zellen. Ein Derivat wurde aufgrund sehr guter 

antiplasmodialer in vitro-Aktivität und Selektivität zusätzlich einem in vivo-Experiment 

unterzogen. 

                                                
‡‡‡ KBK80 ist ein im AK Kurz von Brücher synthetisiertes Fosmidomycin-Analogon. 
133. Brücher, K.; Illarionov, B.; Held, J.; Tschan, S.; Kunfermann, A.; Pein, M. K.; 
Bacher, A.; Gräwert, T.; Maes, L.; Mordmüller, B.; Fischer, M.; Kurz, T., α-Substituted β-Oxa Isosteres 
of Fosmidomycin: Synthesis and Biological Evaluation. Journal of Medicinal Chemistry 2012, 55 (14), 
6566-6575. 
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Die Testergebnisse der in Molekülregion A bis D variierten Verbindungen sollen im Vergleich 

zu denen der Leitstruktur 1 (MMV396717) betrachtet und diskutiert werden. Die ermittelten 

in vitro-Aktivitäten der Leitstruktur 1 (MMV396717) sind in Tabelle 5 zusammengefasst. 

Mit Hilfe des Target-basierten Assays wurde die inhibitorische Wirkung der Testsubstanzen 

gegenüber dem Enzym PfDxr bestimmt. 

Tabelle 5: antiplasmodiale und zytotoxische Eigenschaften der Leitstruktur 1 (MMV396717). 

O

N

NHNO

F

OH

Cl

1 (MMV396717)

A

B

C
D

 
 1 (MMV396717) 

Pf3D7 EC50 [μM]a 0.92  

Pf3D7 IC50 [μM]b,f 2.6 

PfDd2 IC50 [μM]b,f 2.0 

PfDxr IC50 [μM]c,g 23 ± 4.0 

PbEEF IC50 [μM]d  14 

HepG2 IC50 [μM]d 16 
 

MRC-5 IC50 [μM]a > 32 

HeLa IC50 [μM]b 30 

PfLSG IC50 [μM]e 100% bei 40 μM 
aVon MMV im Vorfeld dieser Arbeit zur Verfügung gestellte Daten; bIn Arbeitsgruppe von Benjamin Mordmüller 
(Eberhard Karls Universität Tübingen) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten;  cIn der Arbeitsgruppe von 
Markus Fischer (Universität Hamburg) im Vorfeld dieser Arbeit bestimmte IC50-Wert der Originalsubstanz aus der 
Malaria Box; dIn der Arbeitsgruppe von Elizabeth Winzeler (Genomics Institute of the Novartis Research 
Foundation) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten; eIn der Arbeitsgruppe von Vicky Avery (Griffith University 
Nathan) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten;  fMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen 
Doppelbestimmungen; gMittelwerte +/- Standardabweichung aus nichtlinearer Regression aus 3-9 
Messpunkten.45-46  

Analoga der Leitstruktur 1 (MMV396717) mit variierten Molekülregionen A bis D 

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse des Zellkultur- und des Enzymassays von den Substanzen, 

welche in Molekülregion A variiert wurden, dargestellt. Die stärksten Inhibitoren 31-33 zeigen 

im Zellkulturassay Hemmwirkungen gegenüber beiden P. falciparum-Stämmen im zweistellig 

nanomolaren Bereich (0.012-0.035 μM). Gemeinsames Strukturmerkmal der genannten 
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Inhibitoren ist ein basisch substituierter Arylring in Region A. Verglichen mit der 

antiplasmodialen Aktivität gegenüber Pf3D7 der Leitstruktur 1 (MMV396717) zeigt der 

stärkste Inhibitor 33 eine mehr als 200-fach erhöhte Hemmwirkung. Die antiplasmodiale 

in vitro-Aktivität der Inhibitoren 24-27 und 37 liegen in einem ähnlichen Bereich wie die der 

Leitstruktur 1 (MMV396717). Die Einführung von Heterozyklen (28-29) führt, verglichen mit 

der Leistruktur 1 (MMV396717), zu einer Verringerung der P. falciparum-

Wachstumshemmung. 

Vergleicht man die Ergebnisse des Zellkulturassays mit denen des Enzymassays lässt sich 

keine Korrelation zwischen den IC50-Werten erkennen. Die IC50-Werte der PfDxr-Inhibition 

sind zudem ein bis vier Zehnerpotenzen höher, als die der P.falciparum-

Wachstumshemmung. 

Tabelle 6: In vitro-Aktivitäten der Pyrrolopyrazol-Derivate 24-34 und 37-39 mit variierter Molekülregion 
A im Vergleich mit der Leitstruktur 1 (MMV396717). 

N

NHN
O

R1

O

OH

ClA  
 R1 Pf3D7   

IC50 [μM]a 

PfDd2  

IC50 [μM]a 

PfDxr  

IC50 [μM]b 

1 (MMV396717)  2.6 2.0 23 ± 4 

24 4-F-Ph 1.9 1.7 40 ± 7.0 

25 4-CH3-Ph 1.2 0.65 18 ± 2.0 

26 4-(S(=O)2CH3)-Ph 2.3 3.0 26 ± 3.0 

27 4-(2-Pyridyl)-Ph 2.1 1.2 19 ± 3.0 

28 2-Thienyl 8.9 4.1 20 ± 2.0 

29 4-Pyridyl > 13 n.b. 41 ± 13 

30 4-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph 0.087 0.045 82 ± 14 

31 3-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph 0.024 0.018 > 500 

32 3-(CH2N(CH3)2)-4-OH-Ph 0.014 0.035 109 ± 28 

33 3-(CH2N(CH2CH3)2)-4-OH-Ph 0.012 0.023 20 ± 3.0 

34 Cyclohexyl 0.64 0.74 13 ± 3.0 

37 2,4-F-Ph 2.2 2.0 31 ± 4.0 

39 3-Pyridyl 2.9 2.4 21 ± 5.0 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bMittelwerte +/- Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten;45-46 n.b. = nicht bestimmt.  
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Die in vitro-Aktivitäten der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Pyrrolopyrazole 45-47 

und 51-53 mit variierter Molekülregion B, sind in Tabelle 7 zusammengefasst. In dieser 

Region haben Substituenten, wie z.B. unsubstituierte Alkylketten oder heteroaromatische 

Ringe, verglichen mit der Leitstruktur 1 (MMV396717), zu einer Verringerung der 

antiplasmodialen Aktivität geführt. Die Einführung eines 4-Methoxybenzyl-Substituenten (51) 

hingegen hat gegenüber Pf3D7 zu einem IC50-Wert von 1.5 μM und gegenüber PfDxr zu 

einem IC50-Wert von 18 ± 2.0 μM geführt. Die Verbindung 51 zeigt somit sowohl im 

Zellkultur- als auch im Enzymassay Aktivitäten, die mit denen der 1 (MMV396717) 

vergleichbar sind. Gleichzeitig handelt es sich bei Verbindung 51 um den stärksten Inhibitor 

unter den in Molekülregion B variierten Verbindungen. 

Anhand dieser Ergebnisse lässt sich zunächst vermuten, dass der 4-Methoxyaryl-Substituent 

wichtig für die in vitro-Aktivität gegenüber asexueller Blutstadien dieser Substanzklasse ist. 

Die (CH2)n-Kette kann hinegegen in ihrer Länge von n=2 auf n=1 unter Aktivitätserhalt 

gekürzt werden (51). Durch Vergleich der IC50-Werte der Verbindungen 47, 51 und 52 

gegenüber Pf3D7 wird jedoch deutlich, dass eine größere Anzahl an Verbindungen nötig 

wäre, um eine detaillierte Aussage über Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu ermöglichen. 

Tabelle 7: In vitro-Aktivitäten der Pyrrolopyrazol-Derivate 45-47 und 51-53 mit variierter Molekülregion 
B im Vergleich mit der Leitstruktur 1 (MMV396717). 

B
N

NHN

R2

O

F

OH

Cl
 

 R2 Pf3D7 IC50 [μM]a PfDd2 IC50 [μM]a PfDxr IC50 [μM]b 

1 (MMV396717)  2.6 2.0 23 ± 4 

45 CH2-(3-Pyridyl) 19 n.b. 174 ± 37 

46 CH3 > 13 n.b. 40 ± 7.0 

47  (CH2)2-OCH3 18 6.5 53 ± 11 

51 CH2-(4-OCH3)-Ph 1.5 n.b. 18 ± 2.0 

52 H > 13 n.b. 415 ± 166 

53 n-Pr 4.1 n.b. 33 ± 2.0 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bMittelwerte +/- Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten;45-46 n.b. = nicht bestimmt. 

Der Einfluss einer Sustitution des Pyrazol-Stickstoffs wurde anhand der N-methylierten 

Verbindung 55 untersucht. Diese weist eine etwas geringere in vitro-Aktivität gegenüber 

Pf3D7 auf, als die Leitstruktur 1 (MMV396717). Mit einem IC50-Wert > 500 μM kann diese 

Substanz als inaktiv gegenüber PfDxr angesehen werden (Tab. 8). 
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Tabelle 8: In vitro-Aktivitäten des Pyrrolopyrazol-Derivate 55 mit variierter Molekülregion C im 
Vergleich mit der Leitstruktur 1 (MMV396717). 

C

N

NN
O

O
F

OH

Cl

R3

 
 R3 Pf3D7 IC50 [μM]a PfDd2 IC50 [μM]a PfDxr IC50 [μM]b 

1 (MMV396717) H 2.6 2.0 23 ± 4.0 

55 CH3 4.5 n.b. > 500 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bMittelwerte +/- Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten;45-46 n.b. = nicht bestimmt. 

Um den Einfluss des 5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl-Rings der Leitstruktur 

1 (MMV396717) in Molekülregion D aufzuklären, wurde dieser Substituent gegen andere 

Gruppen ausgetauscht und die resultierenden Derivate 10 und 64-68 auf ihre 

antiplasmodiale in vitro-Aktivität untersucht (Tab. 9). Keiner der eingeführten Substituenten 

führte zu einer Verstärkung der Inhibition von Pf3D7 oder PfDxr. Die Einführung eines 

5-Chlor-4-methylphenylrings (65) führte zu einem starken Aktivitätsverlust (Pf3D7 IC50 > 

20 μM; PfDxr IC50 = 228 ± 11 μM). Das Derivat 67, welches einen unsubstituierten 

Phenylring trägt, weist ebenfalls keine antiplasmodiale Aktivität gegen Pf3D7. Aufgrund von 

mangelnder Löslichkeit konnte der IC50-Wert gegenüber Pf3D7 nicht bei höheren 

Konzentrationen als 6.5 μM ermittelt werden (Pf3D7 IC50 > 6.5 μM; PfDxr IC50 > 500 μM). 

Vergleicht man die IC50-Werte der Verbindungen 65 und 67 mit dem IC50-Wert der 

Leitstruktur 1 (MMV396717), wird deutlich, dass in Molekülregion D die Hydroxygruppe des 

Phenylrings in ortho-Position für die antiplasmodiale Aktivität von Bedeutung ist. 

Die Einführung einer Methylgruppe in besagter Region ergab das Derivat 66, welches als 

inaktiv angesehen werden kann (Pf3D7 IC50 > 20 μM; PfDxr IC50 > 500 μM). Der Austausch 

des 5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl-Rings der Leitstruktur 1 (MMV396717) gegen einen 

aliphatischen Substituenten führt demnach ebenso zu vollständigem Aktivitätsverlust. 

Die IC50-Werte der PfDxr-Inhibition liegen im drei- bis vierstelligen mikromolaren Bereich. Bei 

Vergleich der PfDxr-Inhibition  mit der Wachstumshemmung gegenüber Pf3D7 der 

Verbindungen lässt sich außerdem, wie bereits für die in den Bereichen A-C variierten 

Verbindungen festgestellt, keine Korrelation zwischen den IC50-Werten erkennen (Tab. 9).  
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Tabelle 9: In vitro-Aktivitäten der Pyrrolopyrazol-Derivate 10 und 64-68 mit variierter Molekülregion B 
im Vergleich mit der Leitstruktur 1 (MMV396717). 

D
N

NHN
O

R4

O
F

 
 R4 Pf3D7  

IC50 [μM]a 

PfDd2  

IC50 [μM]a 

PfDxr  

IC50 [μM]b 

1 (MMV396717)  2.6 2.0 23 ± 4 

10 (5-Cl-2-(OCH2OCH3)-4-CH3)-Ph 5.3 n.b. 466 ± 238 

64 (5-Cl-2-OCH3-4-CH3)-Ph 12 n.b. 112 ± 17 

65 (5-Cl-4-CH3)-Ph > 20 n.b. 228 ± 11 

66 CH3 > 20 n.b. > 500 

67 Ph > 6.5 > 8.0 > 500 

68 4-Pyridyl > 13 n.b. > 1000 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bMittelwerte +/- Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten;45-46 n.b. = nicht bestimmt. 

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse des Zellkultur- und des Enzymassays von den 

Verbindungen (72-75), welche in zwei Molekülgruppen (A & D) variiert wurden, dargestellt. 

Alle vier Substanzen weisen nur schwache oder keine inhibitorischen Eigenschaften auf. 

Tabelle 10: In vitro-Aktivitäten der Pyrrolopyrazol-Derivate 72-75 mit variierten Molekülregionen A und 
D im Vergleich mit der Leitstruktur 1 (MMV396717). 

A
D

N

NHN
O

R4

R1

O  
 R1 R4 Pf3D7 IC50 

[μM]a 

PfDd2 IC50 

[μM]a 

PfDxr IC50 

[μM]b 

1 (MMV396717)   2.6 2.0 23 ± 4 

72 Ph Ph > 13 n.b. > 500 

73 2-Cl-Ph Ph > 13 n.b. 665 ± 164 

74 Cyclohexyl (5-Cl-4-CH3)-Ph 13 13 186 ± 10 

75 2-OH-Ph (5-Cl-4-CH3)-Ph 13 13 28 ± 4.0 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bMittelwerte +/-Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten;45-46 n.b. = nicht bestimmt. 
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Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 30 neue Pyrrolopyrazol-Derivate mit 

unterschiedlich substituierten Molekülregionen A bis D synthetisiert, um ihre antiplasmodiale 

in vitro-Aktivität sowie ihre Enzymhemmung gegenüber PfDxr zu untersuchen.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch Variation der Molekülregion A eine 

deutliche Steigerung der antiplasmodialen Aktivität erreicht werden konnte. Hierbei führte die 

Einführung basisch substituierter Phenylringe zu Verbindungen mit einer verbesserten 

Löslichkeit mit IC50-Werten im niedrigen nanomolaren Bereich, sowohl gegen den 

Chloroquin-sensitiven P. falciparum-Stamm 3D7, als auch gegen den multiresistenten 

Stamm Dd2. Variationen in Molekülregion B führten zu keiner Verstärkung der in vitro-

Aktivitäten gegenüber asexueller Blutstadien. Das in dieser Molekülregion kettenverkürzte 

Derivat 51 zeigte jedoch eine antiplasmodiale Aktivität im ähnlichen Bereich, wie die der 

Leitstruktur 1 (MMV396717). Sowohl die Methylierung des Pyrazol-Stickstoffs in 

Molekülregion C, als auch der Austausch des  5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenylrings in 

Region D gegen andere aromatische oder aliphatische Substituenten führte zu keiner 

Steigerung der antiplasmodialen in vitro-Aktivität.   

Sowohl bei der Leitstruktur 1 (MMV396717) (Pf3D7 IC50 = 2.6 μM, PfDd2 IC50 = 2.0 μM, 

PfDxr IC50 = 23 ± 4 μM), als auch bei allen in Molekülregion A bis D variierten Verbindungen 

sind die IC50-Werte der PfDxr-Inhibition deutlich höher, als die der P.falciparum-

Wachstumshemmung. Diesen Daten kann man entnehmen, dass es sich bei der 

untersuchten Substanzklasse nicht ausschließlich um PfDxr-Inhibitoren handeln kann bzw. 

PfDxr nicht das alleinige Target dieser Inhibitoren sein kann. Bei der Bestimmung der PfDxr-

Inhibition der Pyrrolopyrazol-Derivate wurde zudem beobachtet, dass nach Zugabe der in 

DMSO gelösten Inhibitoren ab Substanzkonzentrationen von 120 μM zu der Assay-

Pufferlösung§§§ fast ausnahmslos Bildung von Niederschlägen beobachtet wurde. Eine 

Erklärung hierfür könnte die schlechte Wasserlöslichkeit der getesteten Verbindungen sein, 

welche aus Zeitgründen im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr optimiert werden konnte. 

Für eine Beurteilung und einen Vergleich von Selektivitäten der Leitstruktur 1 (MMV396717) 

und der Pyrrolopyrazol-Analoga wurden von beispielhaft ausgewählten Derivaten 

Zytotoxizitätsbestimmungen gegenüber HeLa-Zellen durchgeführt. Die entsprechenden 

Ergebnisse sowie die errechneten Selektivitätsindizes bezogen auf die P. falciparum-

Stämme 3D7 wurden in Tabelle 11 zusammengefasst.  

 

                                                
§§§ Die Assay-Pufferlösungen mit einem Gesamtvolumen von 200 μL enthielten 100 mM Tris-
Hydrochlorid (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid, pH = 7.6), 5 mM MnCl2, 5 mM 
Dithiothreitol, 0.5 mM NADPH und 10-50 nM rekombinantes PfDxr-Protein. 
45. Kuzmič, P., Program DYNAFIT for the analysis of enzyme kinetic data: application 
to HIV proteinase. Analytical biochemistry 1996, 237 (2), 260-273, 46. Press, W. H., Numerical 
recipes 3rd edition: The art of scientific computing. Cambridge university press: 2007. 
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Tabelle 11:  Zytotoxizitäts- und Selektivitätsdaten der Pyrrolopyrazol-Derivate 30 und 33 im Vergleich 
mit Leitstruktur 1 (MMV396717). 

N

NHN
O

R1

O

OH

ClA
 

 R1 HeLa  

IC50 [μM] 

Pf3D7  

IC50 [μM]a 

HeLa IC50/ 

Pf3D7 IC50
b 

1 (MMV396717) 2-F-Ph 30 2.6 11 

30 4-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph 15 0.087 98 

33 3-(CH2N(CH2CH3)2)-4-OH-Ph > 125 0.012 > 9 960 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen;  bSelektivitätsindizes wurden unter 
Verwendung ungerundeter IC50-Werte berechnet. 

Das Derivat 33 weist mit einem IC50-Wert von > 125 μM eine äußerst geringe Zytotoxizität 

auf. Verglichen mit dem Wert der Leitstruktur 1 (MMV396717) (HeLa IC50 = 30 μM) liegt eine 

mehr als vierfach verminderte Zytotoxizität vor. Aufgrund der zusätzlich sehr starken in vitro-

Aktivität gegen beide P. falciparum-Stämme (Pf3D7 IC50 = 0.012 μM; PfDd2 IC50 = 0.023 μM) 

wurde dieser Inhibitor für ein in vivo-Experiment ausgewählt (Tab. 12).  

Tabelle 12: In vivo-Aktivität des Pyrrolopyrazol-Derivats 33. 
 Parasitierte Erythrozyten [%] Aktivität [%] Überlebenszeit [Tage] 

Kontrolle 58 0 4 

33 (p. o.) 55 4.16 4 

33 (i. p.) 59 -1.89 4 

 

Die Untersuchung der antiplasmodialen in vivo-Aktivität erfolgte mittels viertägigem 

Suppressionstest nach Peters durch die Arbeitsgruppe von Sergio Wittlin am Swiss Tropical 

and Public Health Institute.134 Mit Plasmodium berghei infizierte Mäuse wurden an vier 

aufeinander folgenden Tagen mit jeweils 50 mg pro kg Körpergewicht des potentiellen 

Wirkstoffs behandelt. Die Applikation erfolgte in einer Behandlungsgruppe per oral (p. o.), in 

der anderen intraperitoneal (i. p.).  

Trotz vielversprechender, antiplasmodialer in vitro-Aktivität der Verbindung 33 konnte in dem 

in vivo-Experiment, unabhängig von der Art der Verabreichung, keine Reduktion der 

Parasitämie beobachtet werden. Daher wurden die mit dem potentiellen Wirkstoff 33 

behandelten Mäuse nach der Bestimmung der Parasitämie am vierten Tag, ebenso wie die 

Mäuse der Kontrollgruppe, euthanasiert.  

Um an den Wirkungsort zu gelangen, muss der potentielle Wirkstoff geeignete 

physikochemische Eigenschaften aufweisen, um resorbiert werden zu können. Abhängig von 

der Applikationsart, muss der Wirkstoff durch unterschiedlich viele Membrane permeieren. 
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Nach peroraler Applikation muss ein Malariamittel z. B. die Darm-Blutschranke, die 

Erythrozytenmembran und die Membran des Parasiten passieren.135  

Löslichkeitsexperimente haben ergeben, dass die Verbindung 33 in Wasser schwerlöslich 

ist. Diese Beobachtung ist im Einklang mit dem berechneten AlogP-Wert der Verbindung 33 

von 6.57. Dies könnte ein möglicher Grund für die Inaktivität der Verbindung 33 im in vivo-

Experiment sein, da die Schwerlöslichkeit in Wasser eine Resorption erschwert oder sogar 

verhindert. Das zusätzlich hohe Molekulargewicht von 575.10 g/mol könnte zusätzlich eine 

geringe Membranpermeabilität begründen. Die Wasserlöslichkeit der Pyrrolopyrazol-Derivate 

konnte im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgründen nicht mehr optimiert werden. 
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3.5. Synthese und Eigenschaften von Benzimidazolen als neuartige 
Antimalariawirkstoffe 

3.5.1. Strukturelle Variationen/Optimierung der Leitstruktur II (MMV006962) 

Für die Darstellung verschiedener Benzimidazol-Derivate der Leitstruktur II (MMV006962) 

mit unterschiedlichen Aryl-Substituenten wurden entsprechend substituierte Benzoylchloride 

oder Benzolsulfonylchloride verwendet (Abb. 21).  

H
N

N
H

N
NH

O
ClO

Cl
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Br

O
F

O
F
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O O O
O

O
O

N

O O

S

O O

O

O
S F
OO

S
OO

elektronenziehende Substituenten heterozyklische Substituenten

aliphatische Substituenten Sulfonamide

elektronenschiebende Substituenten

II (MMV006962)

Abbildung 21: Strukturelle Modifikationen der Leitstruktur II (MMV006962). 

Durch isosteren Ersatz des Chloratoms gegen andere Halogenatome wurde eine 

Veränderung der elektronischen Eigenschaften der Aryl-Substituenten herbeigeführt. 

Außerdem wurden sterische Eigenschaften durch Einführung von sterisch anspruchsvolleren 

Gruppen, wie z. B. 4-t-Butylphenyl-, 4-Propoxyphenyl- oder Chinolin-Substituenten, 

beeinflusst.    

Die gezielten Änderungen der sterischen und elektronischen Eigenschaften der Aryl-

Substituenten sollten Aufschluss über Struktur-Wirkungs-Beziehungen geben, welche in 

Abschnitt 3.5.5. diskutiert werden. 
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3.5.2. Literaturübersicht zur Synthese von Benzimidazol-Derivaten 

In der Literatur ist eine Tautomerie zwischen 1H- und 3H-Benzimidazolen beschrieben, was 

bei substituierten 1H-Benzimidazolen zur Bildung von Regioisomere führen kann (Schema 

39).136-139  

N
H

N

N

H
N

 
Schema 39: Tautomeres Gleichgewicht zwischen 1H- und 3H-Benzimidazolen.136-139 

Welche der beiden jeweiligen Gleichgewichtsformen im folgenden Abschnitt dargestellt wird, 

richtet sich ausschließlich nach der Originalliteratur. 

Die erste Synthese eines Benzimidazols wurde 1872 von Hobrecker veröffentlicht. Nach 

Reduktion. der Nitrogruppe des Edukts 4-Methyl-2-nitroacetanilid bildete sich in einer 

Kondensationreaktion das in Schema 40 gezeigte Benzimidazol.140-141  

NO2

NHCOCH3

Sn / HCl

N
H

NNH2

NHCOCH3 - H2O N

H
N

oder

Schema 40: Darstellung von 1H- oder 3H-Benzimidazol nach Hobrecker.140-141 

Das folgende Schema stellt eine Auswahl an Synthesemethoden von Benzimidazolen dar, 

welche in den letzten zehn Jahren entwickelt wurden (Schema 41).  
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H
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Schema 41: Möglichkeiten zur Darstellung von Benzimidazolen.141-151 

2012 stellte Nguyen eine Schwefel-vermittelte Kreuzkupplungs-Reaktion von ortho-

Phenylendiaminen mit aliphatischen Aminen vor, wodurch er ohne Zusatz eines 

Lösungsmittel nach 16-20 Stunden Erhitzen auf 110-150 °C Benzimidazol-Derivate erhielt 

(Schema 42).143 

R2 NH2
NH2

NH2
R1 +

S8

110-150 °C, 16-20 h N
H

N
R2R1

 
Schema 42: Darstellung von Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 71-92 % nach Nguyen.143 

Hanan gelang 2010 in einer Eintopf-Reaktion die Umwandlung von substituierten ortho-

Nitroanilinen (Schema 43). Um nach einer Reaktionszeit von bereits ein bis zwei Stunden N-

substituierte Benzimidazol-Derivate zu erhalten, war ein zehnfacher Überschuss an Eisen 

und Ammoniumchlorid und eine Reaktionstemperatur von 80-90 °C nötig. Durch einen 

geringeren Überschuss an Eisen und Ammoniumchlorid oder niedrigere Temperaturen 

erhöhte sich die Reaktionszeit um ein Vielfaches.144   

NHR2

NO2
R1

Fe, NH4Cl
H2CO2H/i-PrOH (1:1)

80-90 °C, 1-2 h N

N
R1

R2  
Schema 43: Darstellung von N-substituierten Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 52-99 % nach 
Hanan.144 

Yang synthetisierte 2005 N-unsubstituierte Benzimidazole ausgehend von ortho-Nitroanilin-

Derivaten in Gegenwart von Aldehyden und Natriumsulfat nach 10 Stunden Erhitzen auf 

100 °C (Schema 44).145 

NO2

NH2
R1

R2CHO, Na2S2O4

N
H

N
R2R1

EtOH
70-80 °C, 5-12 h

Schema 44: Darstellung von N-unsubstituierten Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 74-96 %  
nach Yang.145 

N-Alkyl- und N-Aryl-substituierte Benzimidazole erhielt er nach analoger Vorschrift durch 

Einsatz eines N-substituierten ortho-Nitroanilin-Derivats, welches zuvor durch Umsetzung 

eines 1-Fluor-2-nitroaryl-Derivats mit einem aromatischen oder aliphatischen, primären Amin 

erhalten werden konnte (Schema 45).145  
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NO2

NHR2

R1
R3CHO, Na2S2O4

N

N
R3R1

EtOH
70-80 °C, 5-12 hNO2

F
R1

R2NH2

DMSO 
100 °C, 10 h R2

Schema 45: Darstellung von N-substituierten Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 83-91 % nach 
Yang.145 

2011 stellte Cui eine Eintopfsynthese von 2-substituierten Benzimidazolen ausgehend von 

Carbonsäure-Derivaten vor. Über eine Triacyloxyboran-Zwischenstufe wurde nach 

Umsetzung mit einem ortho-Phenylendiamin das Produkt nach insgesamt 12 Stunden 

Reaktionszeit erhalten (Schema 46).146 

R1

O

OH

1. BH3(THF), Toluol
    RT, 1 h

2.

NH2

NH2
R2

N
H

N
R1R2

NH2

H
N

R1

O

reflux
Schema 46: Eintopfsynthese zur Darstellung von Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 15-95 %  
nach Cui.146 

N-Methyl-substituierte Benzimidazole synthetisierte Sluiter 2008 ausgehend von N-Methyl-

ortho-phenylendiamin und Carbonsäurenitrilen (Schema 47).147 

NH2

H
N NaH, Toluol

R2CN 
85-210 °C, 3-16 h

N

N
R2R1R1

 
Schema 47: Darstellung von N-Methyl-substituierten Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 
4-93 % nach Sluiter.147 

2010 gelang Wray die Darstellung von N-Aryl-substituierten Benzimidazolen aus ortho-

Aminophenyl-substituierten Ketoximen (Schema 49). Nach Mesylierung der OH-Gruppe und 

einer Beckmann-Umlagerung zu einem Nitrilium-Ion fand ein intramolekularer 

Ringschlussreaktion zu einem N-Aryl-substituierten Benzimidazol statt.148 

N
OH

NH

R1

MsCl, NEt3

DCM, 0-23 °C, 6 h
N

N

R1

 
Schema 48: Darstellung von N-Aryl-substituierten Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 36-86 %  
nach Wray.148 
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Durch Einsatz von ortho-Bromarylamidinen gelang Saha 2009 mithilfe katalytisch wirkender 

Kupfer(II)oxid-Nanopartikeln die Synthese von N-substituierten Benzimidazolen (Schema 

49).149 

Br

N R2

HN
R3

CuO Nanopartikel, KOH

DMSO, 110 °C N

N
R2

R3

R1 R1

 
Schema 49: Darstellung N-substituierter Benzimidazol-Derivate in Ausbeuten von 82-97 % nach 
Saha.149 

Eine Kupfer(I)-katalysierte, intramolekulare C-N-Kreuzkupplung von Benzamidin-Derivaten 

wurde 2011 von Peng vorgestellt. DMEDA wurde als chelatisierender Ligand einesetzt, als 

Reaktionsmedium diente ausschließlich Wasser (Schema 50).150 

X

N
H

R2

NH

N

H
N

R2

5 mol% Cu2O
10 mol% DMEDA

K2CO3, H2O
100 °C, 30 h

R1R1

 
Schema 50: Kupfer(I)-katalysierte, intramolekulare C-N-Kreuzkupplung zur Darstellung von 
Benzimidazol-Derivaten in Ausbeuten von 20-99 % nach Peng.150 

Ebenfalls 2011 veröffentlichte Kim eine Kupfer(I)-katalysierte Eintopfsynthese von 

Benzimidazolen ausgehend von einem 2-Iod- oder 2-Bromanilin-Derivat, einem 

aliphatischen, aromatischen oder heteroaromatischen Aldehyd und Natriumazid (Schema 

51).  

NH2

X
R1

H R2

O
NaN3++

5 mol% CuCl
5 mol% TMEDA

DMSO, 120 °C, 12 h N
H

N
R2R1

 
Schema 51: Kupfer(I)-katalysierte Eintopfsynthese zur Darstellung von Benzimidazol-Derivaten in 
Ausbeuten von 40-98 % nach Kim.151 

Verwendete Edukte 

Die für die im Rahmen dieser Arbeit substituierten Benzimidazol-Derivate benötigten Edukte 

4-(5-Nitro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)benzenamin (LV) oder 2-(4-Aminophenyl)-1H-

benzo[d]imidazol-5-amin (LVI), können auf den in Schema 52 gezeigten Synthesewegen 

erhalten werden. Die Zyklisierung zum Benzimidazol findet bei allen drei Methoden in einer 

Kondensationsreaktion zwischen einem o-Phenylendiamin und einer Carbonylverbindung 

statt.  
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+
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R1 = NO2, NH2
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C

XLIX L

LI, LII LIII

LI LIV

LV: R = NO2
LVI: R = NH2

 
Schema 52: Möglichkeiten zur Synthese der Vorstufen LV oder LVI.44, 152-155 

1899 berichtete Kym die erste Methode zur Herstellung von LVI. Durch Erhitzen von 2-Nitro-

1,4-phenylendiamin (XLIX) und 4-Aminobenzoylchlorid (L) auf 160-180 °C wurde zunächst 

das Zwischenprodukt LVII erhalten, welches nach Reduktion der Nitrogruppen mit 

Zinn(II)chlorid und HCl zum gewünschten Benzimidazol-Derivat LVI zyklisierte (Schema 

53).152 

LVI

NH2
NO2

NH2

O Cl

NH2

+
160-180 °C

O2N
H
N

O
NO2

NO2

N
H

NH2N
NH2

SnCl2, HCl

XLIX L LVII  
Schema 53: Darstellung von LVI nach Kym 1899.152 

Feitelson gelang 1952 die Darstellung von LVI, indem er zunächst den 

Benzimidazolgrundkörper LIX aus 4-Nitro-o-phenylendiamin (LI) und 4-Nitrobenzaldehyd 

(LVIII) unter Zusatz von Essigsäure aufbaute und anschließend mittels Zinn(II)chlorid und 

HCl die Nitrogruppen reduzierte (Schema 54, oben).153 

2006 berichtete Wolkenberg eine Methode, welche der von Feitelson entwickelten Methode 

ähnelt. Anstelle von 4-Nitrobenzaldehyd (LVIII) setzte Wolkenberg 4-Aminobenzaldeyd (LIII) 
in Gegenwart von Pyridin ein und erhielt somit das Benzimidazol LV (Schema 54, unten).154 
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2

LI LIII: R = NH2
LVIII: R = NO2 LV

LVILIX

Schema 54: Darstellung von LVI nach Feitelson (oben); Darstellung von LV nach Wolkenberg (unten).  
153-154 

Richards erhitzte 2006 4-Nitro-o-phenylendiamin (LI) mit 4-Aminobenzoesäure (LIV) in 

Gegenwart von Polyphosphorsäure und Xylen, um nach sechs Stunden ebenfalls LV in einer 

Ausbeute von 47 % zu erhalten (Schema 55, links).44  

2014 gelang es Janupally aus identischen Edukten mittels Eaton’s Reagenz das gewünschte 

Produkt in 72%iger Ausbeute synthetisieren (Schema 55, rechts).155  

NH2
NH2

NO2

O OH

NH2

+
60-150 °C
6 h

PPA
Xylen

N
H

NO2N
NH2

NH2
NH2

NO2

O OH

NH2

+

Eaton's-
Reagenz

0-130 °C
5-6 h

LV LI LIVLIVLI
Schema 55: Darstellung von LV nach Richards (links) und Janupally (rechts).44, 155 

Ausgewählte biologische Eigenschaften 

Benzimidazole sind in Form von N-Ribosyl-dimethylbenzimidazol als Ligand von Cobalt ein 

Bestandteil von Vitamin B12, wodurch dem Heterozyklus seit den 1960er Jahren zunehmend 

Bedeutung in der Entwicklung neuer Wirk- und Arzneistoffe zugeteilt wurde. 

Klinisch zugelassene Arzneistoffe mit Benzimidazol-Teilstrukturen finden beispielsweise als 

Anthelminthika (z. B. Mebendazol), Antiemetika (z. B. Domperidon), Antihypertonika (z. B. 

Candesartan) und Protonenpumpeninhibitoren (z. B. Omeprazol) Anwendung (Abb. 22). 
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Abbildung 22: Klinisch zugelassene Arzneistoffe mit Benzimidazol-Teilstrukturen.  

Aufgrund der Bandbreite an therapeutischen Anwendungen, sind Benzimidazole bis heute 

vielversprechende Ansatzpunkte in der Arzneistoffentwicklung. In der Literatur sind 

Wirkstoffe mit Benzimidazol-Teilstruktur zu finden, welche antibakterielle156-162, 

antimycobakteriell163-164, antivirale165-167 und tumorhemmende168-173 Eigenschaften aufweisen.  

Es sind außerdem Benzimidazol-Derivate bekannt, die entzündungshemmende174-175, 

antidiabetische176-177, analgetische175, antiallergische178 und antioxidantische179
 Eigenschaften 

aufweisen. 

2012 stellte Saify Benzimidazol-Derivate vor, die in vitro-Aktivitäten gegenüber asexuellen 

Blutstadien von P. falciparum aufweisen. Vier der Verbindungen inhibieren das Zellwachstum 

des Parasiten bei einem IC50-Wert ≤ 3 μM. Die aktivste Verbindung weist einen IC50-Wert von 

0.16 μM auf (Tab. 13).180 

Tabelle 13: Benzimidazole mit in vitro-Aktivität gegenüber asexuellen Blutstadien von P. falciparum.180 
Struktur Rest R1 IC50 [μM] 

N

N

N

O

R1

 

Cl 0.7 

NO2 2.1 

F 3.0 

Ph 0.16 ± 0.4 

 

Zudem sind Benzimidazol-Derivate mit Hemmwirkung weiterer Protozoen bekannt, darunter 

Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis und Entamoeba histolytica.181-183 
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3.5.3. Resynthese der Leitstruktur II (MV006962) und Synthese weiterer Benzimidazol-
Derivate 

Die Leitstruktur II (MMV006962) wurde 2006 von Mark L. Richards et al. synthetisiert und ist 

somit literaturbekannt (Schema 56).44  Sowohl in der Publikation von Mark L. Richards als 

auch in der Malaria Box von MMV wird die Leitstruktur II (MMV006962) als 1H-Tautomer 

dargestellt. Die Darstellung der Leitstruktur II (MMV006962) und der zu synthetisierenden 

Anaolga in dieser Arbeit richtet sich nach der Originalliteratur44 bzw. nach dem in der Malaria 

Box von MMV zu findenden Original. 

O2N NH2

NH2

ClO

NH2

N
H

NO2N
NH2

N
H

NO2N
NH

O
Cl

N
H

N
H
N

NH

O
Cl

O

Cl

a

b

c-d

LI L LV

LXII (MMV006962)

 
Schema 56: Synthese der Leitstruktur II (MMV006962) nach Richards et al.; Reagenzien und 
Bedingungen: (a) Polyphosphorsäure, Xylen, 150°C, 6 h, 47 %; (b) 4-Chlorbenzoylchlorid, Pyridin, RT, 
3 h, 73 %; (c) H2, 10 % Pd-C, MeOH/THF (8:2), 50°C, 16 h, 95 %; (d) 4-Chlorbenzoylchlorid, THF, 
Pyridin, RT, 16 h.44 

Der Aufbau des Benzimidazol-Grundkörpers wurde wie in Schema 56 gezeigt durch eine 

Kondensationsreaktion von 4-Nitro-1,2-phenyldiamin (LI) mit 4-Aminobenzoylchlorid (L) 

durchgeführt. Die Umsetzung des entstandenen Zwischenprodukts LV mit 

4-Chlorbenzoylchlorid konnte ebenfalls wie dargestellt durchgeführt werden. Bei der 

anschließenden Hydrierung der Verbindung LX, um die Nitrogruppe zu reduzieren, konnte 

allerdings nicht, wie von Richards et al. beschrieben, das erwartete Produkt LXI isoliert 

werden. Stattdessen wurde das Chloratom in para-Position reduktiv abgespalten, sodass 

N-(4-(5-Amino-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)banzamid (LXII) anstelle des gewünschten 

Produkts LXI erhalten wurde (Schema 57). 
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Schema 57: Syntheseversuch von LXII; Reagenzien und Bedingungen: (a) H2, 5 % Pd-C, MeOH/THF 
(8:2), RT, 13 h. 

Daher wurde die Nitrogruppe mittels Zinn(II)-chlorid reduziert (Schema 58).184 

a
N
H

NO2N
NH

O
Cl N

H

NH2N
NH

O
Cl

LX LXII
Schema 58: Synthese der Zwischenstufe LXII; Reagenzien und Bedingungen: (a) SnCl2·2 H2O, EtOH, 
reflux, 4 h, 34 %.184 

Die Umsetzung zum gewünschten Endprodukt II (MMV006962) erfolgte wiederum wie in 

Schema 57 dargestellt nach der Literaturvorschrift von Richards et al.. 

Da die Leitstruktur zwei identische Reste in den Molekülgruppen A und B trägt, sollte die 

Synthese verkürzt werden. Deshalb wurde nach bekannten Literaturvorschriften das Edukt 

LVI synthestisiert und anschließend mit zwei Äquivalenten 4-Chlorbenzoylchlorid und Pyridin 

als Hilfsbase zur gewünschten Leitstruktur II (MMV006962) umgesetzt (Schema 59). Die 

Zielverbindungen LXIII-LXVII und 76-81 wurden auf identischen Reaktionsweg durch Einsatz 

entsprechender Benzoylchloride hergestellt (Schema 59).  

N
H

NH2N
NH2

a

N
H

N
H
N

NH
RR

LVI II (MMV006962), LXIII-LXVII, 76-81

II: R = CO-(4-Cl-Ph)
LXIII: R = CO-(4-Br-Ph)
LXIV: R = CO-(4-F-Ph)
LXV: R = CO-(Ph)
LXVI: R = CO-(4-OCH3-Ph)
LXVII: R = CO-(CH3)

76: R = CO-(3,4-F-Ph)
77: R = CO-(Chonolin-2-yl)
78: R = CO-(Thiophen-2-yl)
79: R = CO-(4-tBu-Ph)
80: R = CO-(4-(O-nPr)-Ph)
81: R = CO-(COOCH2CH3)

Schema 59: Synthese der Leitstruktur II (MMV006962) und der Derivate LXIII-LXVII und 76-81 mit 
Carbonsäureamid-Partialstruktur. Reagenzien und Bedingungen: (a) 2.5 eq R(O)Cl, abs. Pyridin, abs. 
THF, 70 °C, 5 h; 83 % (II (MMV006962)), 81 % (LXIII), 59 % (LXIV), 74 % (LXV), 66 % (LXVI), 81 % 
(LXVII), 65 % (76), 53 % (77), 76 % (78), 64 % (79), 58 % (80), 62 % (81). 
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Aufgrund der schlechten Löslichkeit der synthetisierten Endverbindungen in zur 

chromatographischen Reinigung an Kieselgel verwendeten organischer Lösungsmittel, 

konnten diese nicht wie beschrieben gereinigt werden. Lösliche Verunreinigungen konnten in 

den meisten Fällen durch Waschen mit Wasser und Methanol angetrennt oder unter 

erheblichem Ausbeuteverlust durch Ausfällung der reinen Endverbindung aus einem 

DMF/Wasser-Gemisch abgetrennt werden. 

Neben den gezeigten Zielverbindungen LXIII-LXVII und 76-81 mit Carbonsäureamid-

Partialstruktur wurden zudem die Derivate 82-83 mit Sulfonamid-Partialstruktur 

synthestisiert. Dazu wurde LVI mit zwei Äquivalenten der entsprechenden 

Sulfonsäurechlorid umgesetzt (Schema 60). 

LVI

N
H

NH2N
NH2

a

N
H

N
H
N

NH
R

82-83

82: R = SO2-(Ph)
83: R = SO2-(4-F-Ph)

R

Schema 60: Synthese der Derivate 82-83 mit Sulfonamid-Partialstruktur. Reagenzien und 
Bedingungen: (a) 2.5 eq R(SO2)Cl, abs. Pyridin, abs. THF, 70 °C, 5 h, 34 % (82), 38 % (83). 
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3.5.4. Strukturelle Eigenschaften 

NMR-spektroskopische Eigenschaften der Leitstruktur II (MMV006962) 

Die NMR-spektroskopischen Eigenschaften der Benzimidazole sollen beispielhaft an der 

Leitstruktur II (MMV006962) erläutert werden. Abbildung 23 zeigt das 1H-NMR-Spektrum der 

genannten Substanz in DMSO-d6.  

 
Abbildung 23: 1H-NMR-Spektrum der Leitstruktur II (MMV006962) in DMSO-d6. 

Die Leitstruktur II (MMV006962) zeigt, abgesehen von zwei amidischen Protonen, 

ausschließlich aromatische Protonen auf. Die Signale der Protonen b, b‘, v und v‘ in ortho-

Position zum Chloratom, sowie die zwei Protonen i und j des Benzimidazolgrundgerüsts sind 

am weitesten ins Hochfeld verschoben, sie weisen ein gemeinsames Multiplett auf. Die 

Protonen c, p und u weisen drei übereinander liegenden/sich überlagernden Dubletts mit 

Kopplungskonstanten zwischen 8.5 Hz und 8.7 Hz auf. In dem daraus resultierenden 

Multiplett am weitesten im Hochfeld liegende Dublett lässt sich anhand der Signalform und –

intensität den aromatischen Protonen p und p‘ zuordnen. Diese weisen eine 3JHH-Kopplung 

mit den Protonen o und o‘ auf. Diese chemisch, aber nicht magnetisch äquivalenten 

Protonen zeigen somit zwei Dubletts mit identischen Kopplungskonstanten auf, welche 

zudem einen Dacheffekt aufweisen. Das Proton h des Benzimidazolgrundkörpers resoniert 
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bei einer chemischen Verschiebung von 8.26 ppm als Singulett. Weiter ins Tieffeld 

verschoben sind nur die Signale der amidischen Protonen f und r.  

In Abbildung 24 ist das 13C-NMR-Spektrum der Leitstruktur II (MMV006962) in DMSO-d6 

gezeigt. 

 
Abbildung 24: 13C NMR-Spektrum der Leitstruktur II (MMV006962) in DMSO-d6. 

Die tertiären Kohlenstoffatome h, i und j des Benzimidazolgrundgerüsts weisen die am 

weitesten ins Hochfeld verschobenen Signale auf. Das quartäre, zu den zwei 

Stickstoffatomen des Benzimidazolgrundgerüsts direkt benachbarte Kohlenstoffatom ist im 

Vergleich zu den Signalen der übrigen aromatischen Kohlenstoffe am weitesten ins Tieffeld 

verschoben. 

Eine eindeutige Zuordnung der Signale im Bereich zwischen 128.3 ppm und 141.1 ppm ist 

mittels dieses 13C-Spektrums nicht möglich.  

Um die Signale in diesem Bereich genauer zuordnen zu können und eine detailliertere 

Strukturaufklärung zu ermöglichen, wurde ein HMBC-Spektrum aufgenommen und 

ausgewertet. Des Weiteren sollte anhand dieses 2D-Spektrums die bisherige Zuordnung der 

Signale anhand der 1D-Spektren bestätigt/verifiziert werden. 

Im folgenden Spektrenausschnitt sind alle Signale des Spektrums, ausgenommen die 

amidischen Protonen f und r, zu sehen (Abb. 25). Diese werden, für eine übersichtlichere 

Darstellung, in Abbildung 26 gezeigt. Das HMBC-Spektrum (Abb. 25) zeigt, dass alle 
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bisherigen Zuordnungen der Signale mithilfe der 1D-Spektren (Abb. 23, 24) korrekt waren. 

Die Signale der Kohlenstoffe c, u b, b‘, v und v‘ (128.3 bis 129.7 ppm) konnten mittels 

1D-Spektroskopie jedoch nicht eindeutig differenziert werden. Die im HMBC-Spektrum 

erkennbaren C-H-Kopplungen von C(c/c‘) mit H(b/b‘), C(u/u‘) mit H(v/v‘), C(v/v‘) mit H(u/u‘) 

und C(b/b‘) mit H(c/c‘) über jeweils zwei Bindungen bestätigt die gezeigte Zuordnung.  

Das Kohlenstoffatom mit einer Verschiebung von 134.7 ppm konnte auch mithilfe des 

HMBC-Spektrums nicht eindeutig zugeordnet werden. Das grau umrandete Kreuzsignal zeigt 

eine Kopplung mit dem Proton h. Demnach kann es sich um die bisher nicht zugeordneten 

Kohlenstoffe g, k oder l handeln. 

Hingegen konnte gezeigt werden, dass das Kohlenstoffatom q bei einer Verschiebung von 

141.1 ppm resoniert. Dies wird durch die Kopplung mit den Protonen p und p‘ über zwei 

Bindungen deutlich. 

Demnach sind zwei quartäre Kohlenstoffatome von anderen Signalen überlagert oder 

verschwinden aufgrund zu geringer Konzentration der NMR-Probe im Grundrauschen. 

Bei den blau umrandeten Signalen handelt es sich um Kreuzsignale, welche ins Dubletts 

aufgespalten wurden. Diese zeigen 1J-Kopplungen zwischen C- und H-Atomen. Im jeweiligen 

Mittelpunkt der Dubletts kann abgelesen werden, welcher Kohlenstoff und welches Proton an 

der 1JCH-Kopplung beteiligt sind. 

 
Abbildung 25: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum der Leitstruktur II (MMV006962) in DMSO-d6. 
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Die zwei amidischen Protonen f und r können durch ihre unterschiedliche Anzahl an 

Kopplungspartnern differenziert werden. Das Proton mit einer chemischen Verschiebung von 

10.45 ppm weist 3JCH-Kopplungen mit C(h) und C(i) sowie 2JCH-Kopplungen mit C(e) und 

kann somit eindeutig dem Proton f zugeordnet werden. Das Proton r hingegen koppelt mit 

den Kohlenstoffatomen p, p‘ und s über drei bzw. zwei Bindungen.  

Anhand der 1D und 2D-NMR-Spektren konnte nicht gezeigt werden, ob die Leitstruktur II 
(MMV006962) in DMSO-d6 als 1H- oder 3H-Benzimidazol vorliegt. Daher richtet sich die 

Darstellung der Benzimidazole in dieser Arbeit ausschließlich nach dem Original aus der 

Malaria Box von MMV. 

 
Abbildung 26: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum der Leitstruktur II (MMV006962) in DMSO-d6. 

 

3.5.5. Biologische Evaluation der Benzimidazol-Derivate 

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse von phänotyp- und target-basierten Assays, in 

denen die Benzimidazol-Derivate LXIII-LXVII und 76-83 durch die in Kapitel 3.4.10. 

genannten Kooperationspartner untersucht wurden, vorgestellt und diskutiert (siehe Abb.20 

in Kapitel 3.4.10.).  

Neben den Evaluation der in vitro-Aktivitäten gegenüber asexuellen Blutstadien von 

P. falciparum wurde die in vitro-Aktivität gegenüber Leberstadien von P. berghei 

(Referenzsubstanz: Atovaquon) untersucht. 
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Nach erfolgter Zytotoxizitätsbestimmung ausgewählter Verbindungen gegen HeLa-Zellen 

wurde zudem ein antiplasmodial aktives und nicht zytotoxisches Derivat einem in vivo-

Experiment unterzogen. 

Die evaluierten in vitro-Aktivitäten der Leitstruktur II (MMV006962) sind in Tabelle 14 

zusammengefasst. Die Leitstruktur II (MMV006962) weist sowohl eine Aktivität gegenüder 

asexueller Blutstadien, Leberstadien als auch Gametozyten auf. In dieser Arbeit hat sich die 

antiplasmodiale Evaluation jedoch auf Aktivitäten der in Molekülregion A und B variierten 

Verbindungen gegenüber Blut- und Leberstadien beschränkt, welche im Vergleich zu denen 

der Leitstruktur II (MMV006962) betrachtet und diskutiert werden sollten. Die gametozytozide 

Aktivität wurde nicht genauer untersucht. 

Tabelle 14: Antiplasmodiale und zytotoxische Eigenschaften der Leitstruktur II (MMV006962). 

H
N

N
H

N
NH

O
ClO

Cl

A

B  
 II (MMV006962) 

Pf3D7 EC50 [μM]a 0.99  

Pf3D7 IC50 [μM]b,f 0.24 

PfDd2 IC50 [μM]b,f 0.091 

PfDxr IC50 [μM]c,g 66 ± 6.0 

PbEEF IC50 [μM]d 0.093 

HepG2 IC50 [μM]d 1.6 

MRC-5 IC50 [μM]a > 32 

HeLa IC50 [μM]b 19 

PfLSG IC50 [μM]e 3.0 
aVon MMV im Vorfeld dieser Arbeit zur Verfügung gestellte Daten; bIn Arbeitsgruppe von Benjamin Mordmüller 
(Eberhard Karls Universität Tübingen) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten;  cIn der Arbeitsgruppe von 
Markus Fischer (Universität Hamburg) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte Daten; dIn der Arbeitsgruppe von 
Elizabeth Winzeler (Genomics Institute of the Novartis Research Foundation) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte 
Daten; eIn der Arbeitsgruppe von Vicky Avery (Griffith University Nathan) im Rahmen dieser Arbeit evaluierte 
Daten; fMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; gMittelwerte 
+/ Standardabweichung aus nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten.45-46  

Analoga der Leitstruktur II (MMV006962) mit variierten Molekülregionen A und B 

Die Ergebnisse des Zellkultur- und des Enzym-Assays von den im Rahmen dieser Arbeit 

synthetisierten Benzimidazolen, sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Es wurden 

file:///C:/Users/Sarah/Desktop/Diss/Biologische%20Daten/ispC%20Grafiken/2015/2015-01-21/Pf/SKK274.xlsx
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ausschließlich Benzimidazole mit identischen Resten R in Molekülregion A und B 

synthetisiert. Hierbei handelte es sich um Carbonsäure- (LXIII-LXVII, 76-81) oder 

Sulfonamide (82-83). 
Im folgenden Abschnitt sollen zunächst die Ergebnisse der biologischen Evaluation von den 

Carbonsäureamid-Derivaten betrachtet werden, angefangen mit elektronenziehenden 

Substituenten. Durch Austausch der 4-Chlorphenyl-Substituenten der Leitstruktur 

II (MMV006962) gegen 4-Fluorphenyl-Substituenten wurde die Hemmwirkung gegenüber 

dem P. falciparum 3D7-Stamm geringer (LXIV, Pf3D7 IC50 = 0.62 μM). Ein 4- Bromphenyl-

Substituent an genannter Position hingegen konnte eine deutliche Steigerung der 

Hemmwirkung gegenüber Pf3D7 erzielen (LXIII, Pf3D7 IC50 = 0.063 μM). Die 

antiplasmodiale Aktivität steigt demnach mit wachsender Größe der Halogenatome in para-

Position der Phenylringe (F<Cl<Br). Eine 3,4-Difluorphenyl-Substitution (76) hingegen führte 

zu einer Verringerung der Aktivität.  

Durch Einführung von elektronenschiebenden Substituenten konnte die stärkste 

antiplasmodiale Hemmwirkung erzielt werden. Der Inhibitor 80 zeigt im Zellkulturassay eine 

Hemmwirkung gegenüber dem P. falciparum 3D7-Stamm im niedrigen, zweistellig 

nanomolaren Bereich (Pf3D7 IC50 = 0.019 μM) und trägt sowohl in Region A, als auch in 

Region B einen 4-(n-Propoxy)phenyl-Substituenten. Verglichen mit der Leitstruktur 

II (MMV006962) konnte somit der IC50-Wert gegenüber P. falciparum 3D7 um den Faktor 13 

verringert werden.  4-Tertbutylphenyl-Substitution in Molekülregion A und B zeigt ebenfalls 

Aktivität gegenüber P. falciparum 3D7 im zweistelligen nanomolaren Bereich auf (Pf3D7 IC50 

= 0.09 μM). Weitere elektronenschiebende Gruppen {Phenyl- (LXV), 4-Methoxyphenyl-

Substituenten (LXVI)} zeigen, verglichen mit der Leitstruktur II (MMV006962), keine 

Steigerung der Aktivität gegenüber P. falciparum 3D7 {Pf3D7 IC50 = 0.47 μM (LXV); Pf3D7 

IC50 = 0.65 μM (LXVI)}. 
Die Einführung heteroaromatischer Substituenten hatte ebenfalls unterschiedliche Einflüsse 

auf die antiplasmodiale Hemmwirkung. Im Vergleich mit der Leitstruktur II (MMV006962) 

führte ein Chinolin-2-yl-Substituent zu einer Aktivitätssteigerung gegenüber den 

P. falciparum Stämmen 3D7 und Dd2 {Pf3D7 IC50 = 0.11 μM; PfDd2 IC50 = 0.065 μM (77)}, 

ein Thien-2-yl-Substituent hingegen zu einer Aktivitätsminderung gegenüber P. falciparum 

3D7 {Pf3D7 IC50 = 0.66 μM (74)}. 

Die Einführung aliphatischer Strukturelemente (LXVII, 81) führte zu Aktivitätsverlust sowohl 

gegenüber P. falciparum 3D7 als auch P. falciparum Dd2. Ebenso ergibt sich durch 

Austausch der Carbonsäureamid- gegen eine Sulfonamid-Partialstruktur (82, 83) ein 

Aktivitätsverlust (Tab. 15). 
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Tabelle 15.: In vitro-Aktivitäten der Benzimidazol-Derivate LXIII-LXVII und 76-83 mit variierten 
Molekülregionen A und B im Vergleich mit der Leitstruktur II (MMV006962). 

H
N

N
H

N
NH

R

R

B
A

 

 R Pf3D7  

IC50 [μM]a 

PfDd2  

IC50 [μM]a 

PfDxr  

IC50 [μM]b 

II (MMV006962) CO-(4-Cl-Ph) 0.24 0.091 66 ± 6 

LXIII CO-(4-Br-Ph) 0.063 n.b. 83 ± 14  

LXIV CO-(4-F-Ph) 2.4 n.b. 34 ± 4.0 

76 CO-(3,4-F-Ph) 0.62 n.b. 181 ± 4.0 

77 CO-(Chinolin-2-yl) 0.11 0.065 213 ± 1.0 

78 CO-(Thien-2-yl) 0.66 n.b. > 500 

LXV CO-(Ph) 0.47 1.7 > 500 

79 CO-(4-tBu-Ph) 0.09 n.b. 122 ± 18 

LXVI CO-(4-OCH3-Ph) 0.65 n.b. > 500 

80 CO-(4-(O-nPr)-Ph) 0.019 0.039 > 500 

LXVII CO-(CH3) > 13 > 13 300  ± 70 

81 CO-(COOCH2CH3) > 13 > 13 > 500 

82 SO2-(Ph) > 13 > 13 139 ± 60  

83 SO2-(4-F-Ph) > 13 > 13 80 ± 8.0 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bMittelwerte +/-
Standardabweichung aus nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten;45-46 n.b. = nicht bestimmt. 

Bei Vergleich der IC50-Werte gegenüber PfDxr-Inhibition mit denen gegenüber Pf3D7 ist 

keine Korrelation zwischen diesen Werten erkennbar. Zudem kann man durch Betrachtung 

der einzelnen PfDxr IC50-Werte der Inhibitoren feststellen, dass eine Aussage über Struktur-

Wirkungs-Beziehungen nicht möglich ist. 

Die IC50-Werte der PfDxr-Inhibition sind ein bis vier Zehnerpotenzen größer, als die der 

P. falciparum-Wachstumshemmung und liegen im zwei- bis dreistelligen mikromolaren 

Bereich. Demnach ist die PfDxr-Inhibition der Leitstruktur II (MMV006962), wie auch bei allen 

synthetisierten Analoga, deutlich geringer als die Pf3D7-Wachstumshemmung. Die 

Inhibitoren 78, LXV, LXVI und 81 können mit einem IC50-Werte von > 500 μM als inaktiv 

gegenüber PfDxr angesehen werden. Ebenfalls Inhibitor 80 mit der besten Hemmwirkung 

gegenüber Pf3D7 (IC50 =  0.019 μM) weist keine Aktivität gegenüber PfDxr (IC50 > 500 μM) 

auf. 
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Aus diesen Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass es sich bei der untersuchten 

Substanzklasse nicht ausschließlich um PfDxr-Inhibitoren handeln kann bzw. PfDxr nicht das 

alleinige Target dieser Inhibitoren sein kann (Tab. 15).  

Wie bereits bei der Bestimmung der PfDxr-Inhibition der Pyrrolopyrazol-Derivate wurde hier 

ebenso beobachtet, dass nach Zugabe der in DMSO gelösten Inhibitoren ab 

Substanzkonzentrationen von 120 μM zu der Assay-Pufferlösung sich fast ausnahmslos 

Niederschläge bildeten. Eine Erklärung hierfür könnte die schlechte Wasserlöslichkeit der 

getesteten Verbindungen sein, welche aus Zeitgründen in dieser Arbeit nicht mehr optimiert 

werden konnte. 

Von den Inhibitoren 79 und 80 mit der stärksten Wachstumshemmung gegenüber Pf3D7 

wurde zudem die Zytotoxizität gegenüber HeLa-Zellen bestimmt (Tab. 16). Die Inhibitoren 

zeigen erst bei hohen Konzentrationen {(HeLa IC50 = 39 μM (79); HeLa IC50 > 125 μM (80)}  

zytotoxische Effekte gegenüber der getesteten Zelllinie HeLa. Die Verbindung 80 weist einen 

auf den Plasmodium falciparum-Stamm 3D7 bezogenen Selektivitätsindex von mehr als 

6579 auf. Dies entspricht, verglichen mit der Leitstruktur II (MMV006962), einer 84-fach 

erhöhten Selektivität. 

Tabelle 16.: Zytotoxizitäts- und Selektivitätsdaten der Benzimidazol-Derivate 79 und 81 im Vergleich 
mit Leitstruktur II (MMV006962). 

H
N

N
H

N
NH

R

R

B
A

 
 R HeLa  

IC50 [μM] 

Pf3D7  

IC50 [μM]a 

HeLa IC50/ 

Pf3D7 IC50
b 

II (MMV006962) CO-(4-Cl-Ph) 19 0.24 78 

79 CO-(4-tBu-Ph) 39 0.09 442 

80 CO-(4-(O-nPr)-Ph) > 125 0.019 > 6579 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bSelektivitätsindizes wurden 
unter Verwendung ungerundeter IC50-Werte berechnet.  

Da die Leitstruktur II (MMV006962) eine duale Aktivität gegenüber asexuellen Blutstadien 

und Leberstadien aufweist, wurde von einigen ausgewählten Analoga neben ihrer Aktivität 

gegenüber asexueller Blutstadien von P. falciparum ebenso ihre Aktivität gegenüber 

Leberstadien von P. berghei evaluiert. Im Zuge dieser Untersuchung wurde zudem die 

Zytotoxizität der ausgewählten Benzimidazole gegenüber HepG2-Zellen bestimmt und die 

auf die P. berghei-Leberstadien bezogenen Selektivitätsindizes berechnet.  Die Ergebnisse 

sind in Tabelle 17 zusammengefasst. Die 3,4-Difluorphenyl- und 4-tert-Butylphenyl-

substituierten Benzimidazol-Derivate 76 und 79 weisen im Vergleich zur Leitstruktur 
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II (MMV006962) eine drei- bzw. achtfach gesteigerte Aktivität gegenüber PbEEF, wobei bei 

Verbindung 76 zudem eine mehr als fünffache Verbesserung der Selektivität zu beobachten 

ist. Hingegen ist Inhibitor 80, welcher die stärkste Aktivität gegenüber asexueller Blutstadien 

aufweist, inaktiv gegenüber hepatozytärer Stadien (PbEEF IC50 > 50 μM). Ebenso Inhibitoren 

77 und LXVII sind als inaktiv gegenüber Leberstadien anzusehen, wobei LXVII zudem 

besonders zytotoxisch gegenüber HepG2-Zellen (PbEEF IC50 = 0.00036 μM) wirkt. Inhibitor 

82 mit Sulfonamid-Partialstruktur weist mit einem IC50-Wert von 16 μM eine nur schwache 

Aktivität gegenüber PbEEF auf.  

Tabelle 17: Aktivität der synthetisierten Derivate gegenüber Leberstadien von P. berghei im Vergleich 
mit der Leitstruktur II (MMV006962). 

H
N

N
H

N
NH

R

R

B
A

 
 R PbEEF IC50 [μM] HepG2 IC50 [μM] HepG2 IC50/ 

PbEEF IC50
a 

II (MMV006962) CO-(4-Cl-Ph) 0.093 1.6 17 

76 CO-(3,4-F-Ph) 0.011 1.0 94 

77 CO-(Chinolin-2-yl) > 50 > 50 n.b. 

78 CO-(Thien-2-yl) 0.54 2.4 4.3 

79 CO-(4-tBu-Ph) 0.028 0.053 1.9 

LXVI CO-(4-OCH3-Ph) 0.17 5.4 32 

80 CO-(4-(O-nPr)-Ph) > 50 > 50 n.b. 

LXVII CO-(CH3) > 50 0.00036 < 0.0000072 

82 SO2-(Ph) 16 27 1.7 
aSelektivitätsindizes wurden unter Verwendung ungerundeter IC50-Werte berechnet; n.b. = nicht 
bestimmt. 

Das Benzimidazol 80, welches die stärkste Hemmwirkung in vitro gegenüber dem 

P. falciparum-Stamm 3D7 (Pf3D7 IC50 = 0.019 μM) und die geringste zytotoxische Wirkung 

gegenüber HeLa-Zellen aufweist (HeLa IC50 > 125 μM), wurde zudem für ein in vivo-

Experiment ausgewählt (Tab. 18). 

An vier aufeinander folgenden Tagen wurde mit P. berghei infizierten Mäusen jeweils 50 mg 

pro kg Körpergewicht des potentiellen Wirkstoffs verabreicht. In einer Behandlungsgruppe 

erfolgte die Applikation per oral (p. o.), in der anderen intraperitoneal (i. p.). Ebenso wie bei 

dem in Kapitel 3.5.5. vorgestellten in vivo-Experiment  konnte unabhängig von der Art der 

Verabreichung durch die Behandlung keine Reduktion der Parasitämie erreicht werden. Die 
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Mäuse überlebten daher nicht länger als diejenige, die keiner Behandlung unterzogen 

wurden (Kontrolle). 

Tabelle 18.: antiplasmodiale in vivo-Aktivität des Benzimidazol-Derivats 80. 
 Parasitierte Erythrozyten [%]b Aktivität [%] Überlebenszeit [Tage] 

Kontrolle 58 0 4 

80 (p. o.) 56 3.41 4 

80 (i. p.) 68 -17.22 4 

 

Die in vivo-untersuchte Verbindung 80 weist einen kalkulierten AlogP-Wert von 6.55 auf. 

Zudem handelt es sich bei dem Benzimidazol-Derivat 80 um ein großes Molekül mit einem 

Molekulargewicht von 548.63 g/mol. Löslichkeitsexperimente haben ergeben, dass das 

Benzimidazol-Derivat 80 in Wasser schwerlöslich ist, wodurch eine Resorption erschwert 

oder sogar verhindert kann. Durch die hohe Lipophilie der Verbindung 80 ist eine 

Membranpermeation nur bedingt möglich. Somit kann der potentielle Wirkstoff 

möglicherweise nicht an den Wirkort gelangen. Die Wasserlöslichkeit der Benzimidazol-

Derivate konnte im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgründen nicht mehr optimiert werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

81 
 

3.6. Zusammenfassung  

Das erste Projekt der vorliegenden Arbeit beschäftigt sich mit Modifikationen der 

Leitstrukturen 1 (MMV396717) und II (MMV006962) aus der Malaria Box von Medicines for 

Malaria Venture (MMV), welche im Vorfeld dieser Arbeit mithilfe eines Target-basierten 

Screenings gegenüber PfDxr als Leitstrukturen ausgewählt wurden. 

Aus ca. 20 000 antiplasmodial wirksamen Substanzen, welche durch die 

Forschungseinrichtungen des Genomics Institute of the Novartis Research Foundation 

(GNF), GlaxoSmithKline (GSK) und St. Jude Children’s Research Hospital veröffentlicht 

wurden, stellte MMV unter Berücksichtigung weiterer Faktoren wie physikochemischer 

Eigenschaften, kommerzieller Verfügbarkeit, chemischer Diversität und Zytotoxizität eine 

Bibliothek aus 400 Substanzen zusammen, die Malaria Box. MMV verfolgt hierbei das Ziel, 

die Malaria-Wirkstoffforschung voranzutreiben, weshalb die Malaria Box von 

Forschungsgruppen kostenfrei angefordert werden kann. 

Mithilfe eines PfDxr-Screenings der 400 Substanzen aus der Malaria Box, welches von der 

Arbeitsgruppe Fischer durchgeführt wurde, konnten zwei moderate PfDxr-Inhibitoren mit 

IC50-Werten unter 100 μM identifiziert werden.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese zwei gezeigten Ausgangsverbindungen 

1 (MMV396717) und II (MMV006962), ein Pyrrolopyrazol- und ein Benzimidazol-Derivat, 

durch Strukturoptimierungen in mehreren Molekülregionen weiterentwickelt (Abb. 27). 

Dadurch konnten erste Einblicke in Struktur-Aktivitäts-Beziehungen von Pyrrolopyrazolen 

und Benzimidazolen ermöglicht werden.  
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Abbildung 27: Leitstrukturen 1 (MMV396717) und II (MMV006962). 

Durch Austausch verschiedener Substituenten der Leitstruktur 1 (MMV396717) konnten 

Änderungen der Lipophilie sowie der elektronischen und sterischen Eigenschaften des 

Moleküls herbeigeführt werden. Verbindungen mit basisch substituierten Phenyl-

Substituenten in Molekülregion A erwiesen sich als die aktivsten P. falciparum-Inhibitoren mit 

IC50-Werten gegenüber dem Chloroquin-sensitiven P. falciparum-Stamm 3D7 und dem 

multireststenten P. falciparum-Stamm Dd2 im niedrigen, zweistellig nanomolaren Bereich. 

Die Syntheseroute der Pyrrolopyrazole mit modifizierter Molekülregion A ist in Schema 61 

gezeigt. 
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XXIV, 18, 31: R = 3-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph
XXV, 19, 32: R = 3-(CH2N(CH3)2)-4-OH-Ph
XXVI, 20, 33: R = 3-(CH2N(CH2CH3)2)-4-OH-Ph
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Schema 61: Syntheseroute von Pyrrolopyrazolen mit modifizierter Molekülregion A; Reagenzien und 
Bedingungen: (a) (a) NaH 60 % in Mineralöl, abs. DMF, 0 °C  RT, 30 min; MOMCl, 0 °C  RT, 1h; 
(b) NaH 60 % in Mineralöl, abs. Toluol, 70 °C, 10 min  Diethyloxalat, reflux, 30 min; (c) EtOH, kat. 
AcOH, RT, 12 h; (d) N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h  kat. konz. H2SO4, reflux, 30 min (24-34) 
oder: 1. N2H4·H2O, konz. AcOH, reflux, 1 h; 2. TFA, DCM, RT, 12 h (37-38). 

Das optimierte Derivat 33 (Abb. 28) trägt in Moleülregion A einen 3-((Diethylamino)methyl)-4-

hydroxyphenyl-Substituenten und zeigt potente Wachstums-Inhibition gegenüber dem 

Chloroquin-sensitiven  P.falciparum-Stamm 3D7 und dem multiresistenten P.falciparum-

Stamm PfDd2 (Pf3D7 IC50 = 0.012 µM; PfDd2 IC50 = 0.023 µM).  
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Abbildung 28: Leitstruktur 1 (MMV396717) und Derivat 33 mit variierter Molekülregion A. 

Somit weist 33 eine bis zu zwanzigmal stärkere antiplasmodiale Aktivität auf als die 

Leitstruktur 1 (MMV396717; Pf3D7 IC50 = 2.6 µM; PfDd2 IC50 = 2.0 µM). Die PfDxr-Inhibition 

durch 33 ist mit einem IC50-Wert von 20 ± 3.0 μM mit derjenigen der Leitstruktur 

1 (MMV396717) vergleichbar. Zudem zeigt 33 im Vergleich mit der Leitstruktur 

1 (MMV396717) eine deutlich reduzierte Zytotoxizität gegenüber HeLa-Zellen (Tab. 19). Die 
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IC50-Werte der PfDxr-Inhibition von Verbindung 33 und den synthetisierten Analoga zeigen 

deutlich, dass die PfDxr-Inhibition nur wenig zur antiplasmodialen Wirkung beiträgt. 

Tabelle 19: antiplasmodiale und zytotoxische Eigenschaften der Leitstruktur 1 (MMV396717) und 
Derivat 33. 

N

NHN
O

R1

O

OH

ClA
 

 1 (MMV396717) 33 

R1 2-F-Ph 3-(CH2N(CH2CH3)2)-4-OH-Ph 

Pf3D7 IC50 [μM]a 2.6 0.012 

PfDd2 IC50 [μM]a 2.0 0.023 

PfDxr IC50 [μM]b 23 ± 4.0 20 ± 3.0 

HeLa IC50 [μM] 30 > 125 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen. bMittelwerte +/- Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten.45-46 

Mittels Röntgenstrukturanalyse der Leitstruktur 1 (MMV396717) und Derivat 33 konnte belegt 

werden, dass der Pyrrolopyrazol-Grundkörper dieser Verbindungen im kristallinen Zustand 

als 2H-Tautomer vorliegt (Abb. 29). 
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Abbildung 29: Röntgendiffraktometrische Strukturanalyse, asymmetrische Einheit; links: Leitstruktur 
1 (MMV396717), rechts: Verbindung 33. 

Durch Austausch der 4-Chlorphenyl-Substituenten in Molekülregionen A und B der 

Leitstruktur II (MMV006962) konnten Änderungen der sterischen und elektronischen 

Eigenschaften herbeigeführt werden. Sterisch anspruchsvolle Substituenten führten zu den 

aktivsten Verbindungen 76 und 80 gegenüber P. falciparum (Abb. 30).  
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Abbildung 30: Leitstruktur II (MMV006962) und die aktivsten Analoga 76 und 80 gegenüber 
P. falciparum mit variierten Molekülregionen A und B. 

Derivat 76, welches 3,4-Difluorphenyl-Substituenten in Molekülregion A und B trägt, weist 

gegenüber der Leitstruktur II (MMV006962) eine leicht verringerte Aktivität gegenüber 

asexuellen Blutstadien des Chloroquin-senstitiven P. falciparum-Stamm 3D7 auf (Pf3D7 

IC50 = 0.62 μM (76); Pf3D7 IC50 = 0.25 μM (II (MMV006962)) auf. Jedoch konnte die 

Wirksamkeit gegen P. berghei-Leberstadien deutlich verbessert werden (PbEEF IC50 = 

0.011 μM (76); PbEEF IC50 = 0.093 μM (II (MMV006962)).  

Die auf die IC50-Werte der Inhibition von Plasmodium berghei und HepG2-Zelllinien 

bezogene Selektivität des Inhibitors 76 ist zudem, verglichen mit der Selektivität der 

Leitstruktur II (MMV006962), um mehr als das Fünffache höher (Tab. 20). Anhand der 

IC50-Werte wird deutlich, dass Derivat 76 duale Aktivität gegenüber asexueller Blutstadien 

und Leberstadien aufweist (Tab. 20). Das Derivat 80, welches 4-(n-Propoxy)phenyl-

Substituenten trägt, weist die beste Aktivität gegenüber asexuellen Blutstadien auf (Tab. 20). 

Gegenüber P. berghei-Leberstadien ist die Verbindung 80 inaktiv und weist demnach keine 

duale Aktivität auf. Bei Betrachtung der IC50-Werte gegenüber PfDxr wird auch hier deutlich, 

dass es sich bei den Benzimidazol-Derivaten nicht ausschließlich um PfDxr-Inhibitoren 

handeln kann. 
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Tabelle 20: antiplasmodiale und zytotoxische Eigenschaften der Leitstruktur II (MMV006962) und 
Derivate 76 und 80. 
 II (MMV006962) 76 80 

Pf3D7 IC50 [μM]a 0.25 0.62 0.019 

PfDd2 IC50 [μM]a 0.091 n.b. 0.039 

PfDxr IC50 [μM]b 66 ± 6.0 181 ± 4.0 > 500 

PbEEF IC50 [μM]  0.093 0.011 > 50 

HepG2 IC50 [μM] 1.6 1.0 > 50 

HepG2 IC50/ 

PbEEF IC50
c 

17 94 n.b. 

HeLa IC50 [μM] 19 n.b. > 125 
aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen. bMittelwerte +/- Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus 3-9 Messpunkten;45-46 cSelektivitätsindizes wurden unter Verwendung ungerundeter 
IC50-Werte berechnet; n.b. = nicht bestimmt. 

Trotz vielversprechender in vitro-Aktivität weisen die Verbindungen 33 und 80 keine 

antiplasmodiale in vivo-Aktivität auf. Durch die Schwerlöslichkeit der Verbindungen 33 und 

80 in Wasser, die durch hohe AlogP-Werte widergespiegelt wird, kann die Aufnahme der 

potentiellen Wirkstoffe in den Körper erschwert oder sogar verhindert werden. Eine mögliche 

Weiterentwicklung dieser Verbindungsklassen sollte demnach eine Reduzierung des 

Molekulargewichts sowie eine Verbesserung der Wasserlöslichkeit berücksichtigen.  

Bislang sind nur wenige, etablierte Wirkstoffklassen mit Aktivität gegenüber antiplasmodialen 

Leberstadien bekannt. Zudem werden stetig Arzneistoffe mit neuen Wirkungsmechanismen 

benötigt, die kausalprophylaktische und transmissionsblockierende Eigenschaften besitzen, 

um die Gefahr der Resistenzentwicklung gering zu halten und dem Ziel der Eradikation von 

Malaria näher zu kommen. Daher ist die Entwicklung weiterer Benzimidazol-Derivate mit 

dualer Aktivität gegenüber asexueller Blutstadien und Leberstadien vielversprechend. Für 

gezielte Derivatisierungen wäre die Aufklärung des  Wirkungsmechanismus von großem 

Vorteil. 
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4. Inverse α-substituierte Fosmidomycin-Derivate 

Alle Verbindungen, welche sowohl in der Publikation als auch in Kapitel 4 dieser Arbeit 

diskutiert werden, sind analog nummeriert. Die beschriebenen Verbindungen in diesem 

Kapitel sind zusätzlich mit „*“ gekennzeichnet.   

4.1. Stand der Forschung 

Fosmidomycin ist ein Antibiotikum, welches Ende der 1970er Jahre erstmals aus 

Streptomyces lavendulae isoliert wurde.185-186 Der MEP-Weg hingegen wurde erst 1993 

Jahren von Rohmer entdeckt. 1998 gelang es Kuzuyama et al. zu beweisen, dass es sich bei 

Fosmidomycin um einen spezifischen Inhibitor der DOXP-Reduktoisomerase (Dxr) 

handelt.187 Die in vitro-Aktivität Fosmidomycins gegenüber rekombinanter PfDxr konnte 1999 

durch Jomaa et al. demonstriert werden.188 Dxr katalysiert den zweiten Reaktionsschritt des 

MEP-Weges und somit die Umwandlung von DOXP zu MEP. Jooma et al. zeigten, dass die 

Isoprenoid-Biosynthese in Plasmodium spp. über den MEP-Weg stattfindet. Da der 

menschliche Wirt hierzu den MVA-Weg benutzt, sind der MEP-Weg und somit Inhibitoren der 

DOXP-Reduktoisomerase vielversprechende Ansatzpunkte zur Entwicklung von 

Antimalariamitteln.188   

Umfassende klinische Studien der letzten Jahre ergaben, dass Fosmidomycin sehr gute 

antiplasmodiale Eigenschaften und gute Verträglichkeit aufweist, jedoch als 

Monotherapeutikum aufgrund ungünstiger pharmakokinetischen Eigenschaften und dadurch 

auftretender Rezidiven, wie z.B. der kurzen Plasmahalbwertszeit von zwei Stunden, nicht 

eingesetzt werden kann.189-190 Aktuell befindet sich Fosmidomycin daher in Kombination mit 

Piperaquin in klinischer Phase II (siehe Kapitel 1.6, Abb. 6). Piperaquin weist, wie 

Fosmidomycin, eine Aktivität gegenüber asexuellen Blutstadien von P. falciparum auf, besitzt 

jedoch eine deutlich höhere Halbwertszeit von 22 Tagen.  

Aufgrund zahlreicher, bekannter Kristallstrukturen ist der Mechanismus der Inhibition von Dxr 

durch Fosmidomycin aufgeklärt. Während die Metall-chelatisierende Hydroxamsäure-Gruppe 

von Fosmidomycin die α-Hydroxyketon-Funktionalität von DOXP imitiert, geht die chemisch 

und metabolisch stabile Phosphonat-Einheit von Fosmidomycin analoge Substrat-

Wechselwirkungen zu der Phosphat-Gruppe des DOXP ein.  

Auf Grundlage dieser Kenntnisse haben sich verschiedene Forschungsgruppen intensiv mit 

der Strukturmodifikation Fosmidomycins beschäftigt, um Analoga des Fosmidomycins mit 

verbesserten pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften zu erhalten. 

Es wurden umfangreiche Strukturmodifikationen an der Hydroxamsäure- und der 

Phophonsäure-Funktionalität sowie an der CH2-Kette von Fosmidomycin vorgenommen, 

wovon die wichtigsten in Abbildung 31 dargestellt sind. Die Hydroxamsäure-Funktionalität 
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wurde 2005 erstmals von Rohmer et al. durch inverse Hydroxamsäure-Gruppe des 

Fosmidomycins ersetzt (LXIIa-b).191 2010 variierten Zinglé et al. die CH2-Kettenlänge, welche 

den Abstand zwischen der Phosphonat- und Hydroxamsäure-Funktionalität bestimmt (LXIIIa-

e).192 Die genannten strukturellen Veränderungen (LXIIa-b, LXIIIa-e) führten zum Verlust der 

inhibitorischen Aktivität. Durch die von Van Calenbergh vorgenommene α-Fluor-Substitution 

(LXIV) sowie durch Ersatz des zweiten Kohlenstoff-Atoms in der C3-Kette gegen ein 

Sauerstoff-Atom (LXVa-b) hingegen konnte eine gesteigerte Aktivität erzielt werden.193-194 

Die Arbeitsgruppe Kurz beschäftigte sich intensiv mit der Synthese von  α-Aryl-substituierten, 

inversen Hydromsäure-Analoga (LXVIIIa-f, LXIa-b).195-196 Zudem wurden in β-Position zu der 

Phosphonsäre-Funktionalität ein Kohlenstoffatom durch ein Sauerstoff- oder Schwefelatom 

ersetzt (LIXa-j, LXa-h), wobei ein Großteil dieser strukturellen Änderungen zu einer 

Aktivitätssteigerung führte.133, 197  
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Abbildung 31: Im Vorfeld dieser Arbeit bekannte,inverse Analoga ausgehend von Fosmidomycin (1) 
als Leitstruktur (modifiziert nach Konzuch et al.198) ; LXVIIIa, LIXa, LXa: R = H, R’ = CH3; LXVIIIb, 
LIXb, LXb: R = H, R’ = H; LXVIIIc, LIXc, LXc: R = 3,4-F, R’ = CH3; LXVIIId, LIXd, LXd: R = 3,4-F, R’ 
= H; LXVIIIe, LIXe, LXe: R = 3,4-Cl, R’ = CH3; LXVIIIf, LIXf, LXf: R = 1-naphthyl, R’ = CH3;  LIXg, 
LXg: R = 4-CH3, R’ = CH3; LIXh: R = 4-CH3, R’ = H; LXh: R = 3,4-Cl, R’ = H; LIXi: R = 4-OCH3, R’ = 
CH3; LIXj: R = 4-OCH3, R’ = H; LXIa: R’ = CH2CH3; LXIb: R’ = CH(CH3)2; LXIIa: R’ = CH3; LXIIb: R’ = 
H; LXIIIa-b: n = 1, R’ = CH3 (LXIIIa), H (LXIIIb); LXIIIc: n = 2, R’ = CH2CH3; LXIIId-e: n = 3, R’ = CH3 
(LXIIId), H (LXIIIe); LXVa: R’ = CH3; LXVb: R’ = H; LXVIa: R’ = CH3; LXVIb: R’ = H. 
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Zudem konnte durch eine Kooperation zwischen den Arbeitsgruppen Kurz und Groll 2011 

der Bindungsmodus des inversen Carba-Analogon LXVIIIc (R = 3,4-F; R‘ = CH3) an EcDxr 

aufgeklärt werden.196 2013 gelang durch Kooperation zwischen den gleichen Arbeitsgruppe 

die Aufklärung des Bindungsmodus des Thia-Analogon LXa (R = H; R‘ = CH3) an PfDxr.197 
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4.2. Aufgabenstellung 

Durch Synthese neuer, inverser Fosmidomycin-Analoga sollten abschließende 

Untersuchungen von Struktur-Wirkungs-Beziehungen dieser Verbindungsklasse 

vorgenommen werden. Basierend auf den in der Arbeitsgruppe Kurz durch jahrelange, 

intensive Forschung erhaltenen Kenntnissen und Ergebnissen war eine gezielte Planung von 

Strukturmodifikationen inverser Fosmidomycin-Analoga möglich (Schema 62).  
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Schema 62: geplante Strukturmodifikationen inverser Fosmidomycin-Analoga. 

Durch bereits publizierte Struktur-Aktivitäts-Untersuchungen durch die Arbeitsgruppe Kurz 

konnte gezeigt werden, dass es sich bei inversen Fosmidomycin-Analoga um potentere Dxr-

Inhibitoren handelt, als bei Fosmidomycin selbst.195 Zudem konnte im Zuge dieser 

Untersuchungen gezeigt werden, dass aromatische Substituenten in α-Position zur 

Phosphonsäurefunktionalität zu einer Verbindungsklasse mit selektiver PfDxr-Inhibition führt.   

Die durch Behrendt entwickelten und gründlich erforschten, inversen Carba-Analoga des 

Fosmidomycins trugen bislang hauptsächlich elektronenziehende Substituenten in α-Position 

zur Phosphonsäurefunktionalität. Um eine abschließende Diskussion über 

Substituenteneinflüsse zu ermöglichen, sollten Donorsubstituenten in α-Position eingeführt 

werden. 

Des Weiteren sollte eine Synthesestrategie entwickelt werden, um  inverse Fosmidomycin-

Derivate zu erhalten, welche Acylamino-Substituenten in α-Position tragen. Die so erhaltene 

amidische Funktionalität in dieser Position sollte Aufschluss über Wechselwirkungen zu 

Aminosäureresten (z.B. Wasserstoffbrücken-Bindungen) im katalytischen Zentrum der PfDxr 

und damit verbundene Änderung der PfDxr-Hemmung geben. 
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Weitere Fosmidomycin-Analoga sollten in Länge und Funktionalität der CH2-Kette sowie in 

der metallchelatisierenden Einheit variiert werden.**** 

Basierend auf den Ergebnissen der biologischen Evaluation sollte mit einer Auswahl der 

synthetisierten Verbindungen von Umeda et al. die Kristallstruktur im Komplex mit PfDxr, 

NADPH und einem Mg2+-Ion analysiert werden, um eine Aufklärung des Bindungsmodus zu 

ermöglichen.  
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ABSTRACT: 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoiso-
merase of Plasmodium falciparum (Pf IspC, PfDxr), believed
to be the rate-limiting enzyme of the nonmevalonate pathway
of isoprenoid biosynthesis (MEP pathway), is a clinically
validated antimalarial target. The enzyme is efficiently
inhibited by the natural product fosmidomycin. To gain new
insights into the structure activity relationships of reverse
fosmidomycin analogs, several reverse analogs of fosmidomy-
cin were synthesized and biologically evaluated. The 4-
methoxyphenyl substituted derivative 2c showed potent
inhibition of Pf IspC as well as of P. falciparum growth and
was more than one order of magnitude more active than fosmidomycin. The binding modes of three new derivatives in complex
with Pf IspC, reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, and Mg2+ were determined by X-ray structure analysis.
Notably, Pf IspC selectively binds the S-enantiomers of the study compounds.

■ INTRODUCTION

Despite considerable research activities, malaria remains one of
the most widespread and life-threatening infectious diseases of
the world. Because of new drug combinations and improved
vector control, the mortality rate has been reduced significantly
since 2004, when the number of deaths peaked at 1.8 million;
however, the current situation is still alarming, and global
efforts are required to accomplish the goal of malaria
elimination. Despite increased funding and public awareness
the World Health Organization (WHO) reported 207 million
estimated malaria cases and 627,000 estimated deaths in 2012.1

Malaria control relies heavily on early diagnosis followed by
antimalarial chemotherapy to prevent death as well as
potentially fatal complications such as severe anemia and
coma. Malaria therapy is compromised by current and
emerging parasite resistance toward nearly all established
antimalarials.2 In most countries with endemic malaria, fixed-
dose artemisinin-based combination therapies have now
become first-line treatments and parenteral artesunate has
become the treatment of choice for severe malaria. However,
cases of reduced parasite sensitivity toward artemisinin
derivatives have been reported;3 thus, antimalarial drugs with
new modes of action are urgently needed.4,5

A promising approach for the discovery of antimalarials is the
inhibition of the nonmevalonate isoprenoid biosynthesis (MEP
pathway).6,7 The MEP pathway is essential in Plasmodium spp.,
which causes malaria (and also in some other pathogenic
protozoa and many pathogenic bacteria including Mycobacte-
rium tuberculosis and Pseudomonas aeruginosa), but is absent in
mammalians.2,8 Therefore, drugs directed at enzymes of the
nonmevalonate pathway should be exempt from target-related
toxicity.
1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (IspC,

Dxr) catalyzes the first committed reaction step of the
nonmevalonate pathway (Figure 1) and has been validated as
a malaria target by clinical studies using fosmidomycin, an
antibiotic first isolated from Streptomyces lavendulae.4,9−13

Although crystal structures of the 1-deoxy-D-xylulose 5-
phosphate reductoisomerase of Plasmodium falciparum
(Pf IspC, PfDxr) in the presence or absence of inhibitors
(fosmidomycin, FR900098, an α-pyridyl-substitited FR900098
analog and a reverse fosmidomycin β-thia isostere) were
recently reported, the rational design of improved fosmidomy-
cin analogs is still difficult, because Pf IspC undergoes a
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complex conformational transition when it binds the substrate,
1-deoxyxylulose 5-phosphate (DOXP), or one of the inhibitors
studied.14−16 Earlier studies mostly focused on EcIspC and
MtIspC crystal structures as the basis for the rational design of
(Pf)IspC inhibitors.17−28

To gain new insights regarding the structure activity
relationships of reverse fosmidomycin analogs, we have
modified several key regions of the lead structures A and B
(Figure 2). Specifically, we address the substitution pattern of
the α-phenyl-substituent (first reverse compounds with donor
substituents CH3, OCH3) (2a−f), the length (4), and the
chemical functionality (β-oxa isosters 3a−b) of the spacer as
well as the nature of the metal ion chelating group (6, 7).
Moreover, we report the first crystal structures of Pf IspC in

complex with reverse α-aryl-substituted carba- and oxa-analogs
(2a, 2c, 3a).

■ RESULTS

Chemical Synthesis. Carba-Analogs and β-Oxa Isosteres.
Carba-analogs (2a−d) and β-oxa isosteres (3a−b) of
fosmidomycin (Figure 2) were prepared according to
previously published procedures (Scheme S1, Supporting
Information).29,30 Carba-analogs 2e−f were synthesized by a
modified procedure starting from diethyl 3,4-dimethoxybenzyl-
phosphonate 8a.31 Briefly, C-alkylation of 8a with 2-(2-
bromoethyl)-1,3-dioxolane in the presence of n-BuLi afforded
1,3-dioxolane 9a. Hydrolysis of the 1,3-dioxolane moiety of 9a
by treatment with water and Dowex 50WX8 provided aldehyde
10a,32 which was subsequently oxidized to carboxylic acid 11a.
Coupling reactions of 11a with O-benzyl-hydroxylamine or N-
methyl-O-benzylhydroxylamine furnished O-benzyl-protected
hydroxamic acids 12a and 14a.33 Dealkylation of diethyl
phosphonates (12a, 14a) with bromotrimethylsilane provided
the corresponding phosphonic acids, which were directly
converted into dibenzylphosphonates 13a and 15a using
N,N′-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and benzyl alcohol.
Finally, catalytic hydrogenation afforded hydroxamic acids 2e
and 2f as white solids (Scheme 1).

Carba Homologue 4. Alkylation of phosphonate 8b29,34

with 2-(3-bromopropyl)-1,3-dioxolane35 in the presence of n-
BuLi afforded the protected intermediate 9b. Acidic hydrolysis
of the 1,3-dioxolane moiety provided aldehyde 10b, which was
directly oxidized to carboxylic acid 11b. The coupling of the
crude carboxylic acid 11b with O-benzyl-N-methylhydroxyl-

Figure 1. Inhibition of IspC.

Figure 2. Lead structures and target compounds.
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amine utilizing 1,1′-carbonyldiimidazole (CDI) as a coupling
agent provided O-benzyl-protected hydroxamic acid 12b in
74% yield and good purity. Cleavage of phosphonic ester 12b
with bromotrimethylsilane yielded phosphonic acid 16b.
Finally, catalytic hydrogenation of crude 16b afforded the
target hydroxamate 4 in 92% yield (Scheme 2).
Benzoylamino Analogs 5a−b. Treatment of α-amino-

phosphonate 2536 with benzoyl chloride and tetraethylammo-
nium (TEA) afforded benzamide 26 in 59% yield. Conversion
of 26 into hydroxamic acids 27 and 28 was accomplished by
hydroxylaminolysis.37 Finally, cleavage of the diethylphospho-
nate moiety using bromotrimethylsilane yielded derivatives 5a−
b (Scheme 3).
o-Hydroxyanilide 6. Carboxylic acid 2929 was converted into

the corresponding acyl chloride, which was subsequently
reacted with 2-benzyloxyaniline to provide anilide 30. Catalytic

hydrogenation of 30 yielded the protected o-hydroxyanilide 31.
Finally, cleavage of the phosphonic acid ester group using
bromotrimethylsilane led to target compound 6 with an o-
hydroxy-anilide moiety as a potential metal ion binding group
(Scheme 4).

Synthesis of Bisphosphonate 7. C-Alkylation of phospho-
nate 8e17,38 with excess of 1,2-dibromoethane in the presence
of n-butyllithium afforded bromide 32. The Michaelis−Arbuzov
reaction of 32 with triethyl phosphite provided phosphonic
ester 33 (Scheme 5). Transesterification of 33 yielded the
completely O-Bn-protected derivative 34, which was finally
deprotected by catalytic hydrogenation.

Biological Evaluation. The study compounds were
screened against IspC from P. falciparum (Pf IspC), Escherichia
coli (EcIspC), and Mycobacterium tuberculosis (MtIspC) using a
photometric assay that was described earlier.29 IC50 values were

Scheme 1. Synthesis of Target Compounds 2e and 2fa

aReagents and conditions: (a) n-BuLi, 2-(2-bromoethyl)-1,3-dioxolane, toluene, −78 °C, 12 h, 56%; (b) Dowex 50WX8, acetone/H2O, room
temperature (rt), 24 h, 70%; (c) H2O2, SeO2, THF, 4 h, reflux, 90%; (d) isobutyl chloroformate, NMM, BnONHR (R = H, Me), THF, −20 °C, 10
min → rt, 30 min, 50% (12a), 65% (14a); (e) 1. TMSBr, CH2Cl2, rt, 24 h; 2. THF/H2O, rt, 1 h, 3. DCC, BnOH, benzene, 80 °C, 4h, 18% (13a),
30% (15a).

Scheme 2. Synthesis of Compound 4a

aReagents and conditions: (a) n-BuLi, 2-(3-bromopropyl)-1,3-dioxolane, toluene, −78 °C, 12 h, 77%; (b) 2 M HCl, acetone, 50 °C, 3 h, 77%; (c)
SeO2, H2O2, THF, 65 °C, 4 h, 66%; (d) CDI, BnONHMe, CH2Cl2, rt, 12 h, 85%; (e) 1. TMSBr, CH2Cl2, rt, 24 h; 2. THF/H2O, rt, 1 h, 81% (crude
yield); (f) H2, Pd−C, MeOH, rt, 1 h, 92%.
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determined by nonlinear regression analysis using the program
package Dynafit.39 The curve shapes were closely similar in all
cases. Typical examples are shown in Figure 3 (top).
We also measured the growth-inhibitory effect of the study

compounds against asexual stage P. falciparum malaria parasites.
Specifically, we used one chloroquine-sensitive and two
multidrug resistant P. falciparum strains of different geographic
origins (3D7, Dd2, and FCR3). Parasite growth was monitored

by measuring the expression of P. falciparum histidine rich
protein 2 by enzyme-linked immunosorbent assay exactly as
described previously.40 Reverse carba- and oxa-analogs (2, 3)
are potent P. falciparum growth inhibitors. Several new
derivatives displayed IC50 values in the double digit nanomolare
range (Table 1). Typical examples (same compounds as in
Figure 3, top) are shown in the bottom portion of Figure 3. It

Scheme 3. Synthesis of Benzoylamino Analogs 5a−ba

aReagents and conditions: (a) benzoyl chloride, TEA, CH2Cl2, rt, 12 h, 59%; (b) N-methylhydroxylamine hydrochloride, NaOH, MeOH, 0 °C→ rt,
12 h, 34%; (c) hydroxylamine hydrochloride, NaOH, MeOH, 0 °C → rt, 30 min, 53%; (d) 1. TMSBr, CH2Cl2, rt, 24 h; 2. THF/H2O, rt, 1 h, 70%
(5a), 44% (5b).

Scheme 4. Synthesis of o-Hydroxyanilide 6a

aReagents and conditions: (a) 1. (COCl)2, DMF, toluene, rt, 1 h; 2. 2-benzyloxyaniline, pyridine, CH2Cl2, rt, 12 h, 70%; (b) H2, Pd−C (10%),
MeOH, 2 bar, rt, 3 h, 83%; (c) 1. TMSBr, CH2Cl2, rt, 24 h; 2. THF/H2O (∼100:1), rt, 1 h, 52%.

Scheme 5. Synthesis of Target Compound 7a

aReagents and conditions: (a) n-BuLi, 1,2-dibromoethane (4 equiv), toluene, −78 °C, 12 h, 60%; (b) triethyl phosphite, 160 °C, 1 h, 180 °C 12 h,
97%; (c) 1. TMSBr, CH2Cl2, rt, 24 h; 2. THF/H2O, rt, 1 h; 3. DCC, BnOH, benzene, 80 °C, 4 h, 16% (3 steps); (d) H2, Pd−C, MeOH, 1 bar, rt, 3
h, 97%.
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should be noted that the parasite assay curves typically descend
faster than do the cognate enzyme inhibition curves.
The numerical data for all compounds studied are

summarized in Table 1.
The inhibitors under study are more active against IspC from

P. falciparum than against the bacterial orthologs (Figure S1,
Supporting Information, Figure 4A). Notably, the inhibition of
the Plasmodium enzyme exceeds that of the M. tuberculosis
enzyme by about two orders of magnitude. This is well in line
with earlier observations and indicates that α-aryl analogs of
fosmidomycin are more potent inhibitors for the plasmodial
enzyme than for the bacterial enzymes that were included in
comparative studies.14,30 In contrast to the differential activities
of the study compounds, authentic fosmidomycin showed
similar inhibition of the IspC from P. falciparum and the
bacterial enzymes (Table 1, Figure S1).
According to Figure 4, Panel b, the IC50 values of the study

compounds for the enzymatic target, Pf IspC, are lower, by
approximately one order of magnitude, than the IC50 values
observed in asexual blood stages. On the other hand, due to the
different curve shapes illustrated in Figure 3, the inhibitor
concentrations required for 90% inhibition are similar in the
enzyme and parasite assays.
The most active compounds in Table 1 (carba-analogs 2a,

2c) had IC50 values in the low nanomolecular range for the
plasmodial enzyme and exceed the inhibitory effect of authentic
fosmidomycin to a significant degree (Table 1). Extention of
the chain length (4) caused the inhibitory activity to drop by
several orders of magnitude. The replacement of the Me2+

binding hydroxamic acid pharmacophore by other potentially
metal ion binding groups, for example, an o-hydroxyanilide

moiety (6) and a phosphonic acid group (7) led to the
complete loss of inhibitory activity.

Crystal Structure Analysis. Cocrystallization of Pf IspC
with reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH), Mg2+, and reverse fosmidomycin analogs (2a, 2c,
and 3a) afforded crystals with space group P21 for 2a and 2c
complexes and P3121 for the 3a complex (diffraction to
resolutions of 2.25, 1.97, and 2.35 Å (Table S1, Supporting
Information)). Structures were solved by molecular replace-
ment using the structure of IspC in complex with NADPH,
Mg2+, and fosmidomycin (PDB accession code 3AU9) as the
search model.
The asymmetric units of crystals of 2a and 2c complexes

comprise two IspC subunits, whereas that of the 3a complex
comprises one subunit. The subunit in the asymmetric unit of
the crystal containing 3a is related by a crystallographic two-
fold axis to form a homodimer. The structural differences
between the two subunits in the asymmetric unit of 2a and 2c
complexes are described in the “Structure determination”
section of the Supporting Information. For simplicity, the
following description refers primarily to subunit B of the 2c
complex.
The active site structure of the quaternary complexes

reported in this paper shows significant differences from
those of previously published quaternary (fosmidomycin- or
FR900098-containing) complexes of Pf IspC,15 although
tertiary (three-domain structure) and quaternary (homo
dimer) structures are conserved (Figure 5a). The 2c molecule
is located in the active site cavity (Figure 5a).
The α-aryl substituent has van der Waals contacts with active

site residues; specifically, the side chains of Ser270, Cys338, and

Figure 3. Top, inhibition of IspC orthologs (Pf IspC, red; EcIspC, blue; MtIspC, green). Bottom, inhibiton of P. falciparum blood stages; left,
compound 2c; right, compound 2d).
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Pro358 are well ordered, whereas Trp296 and Met298 showed
higher temperature factors (Figure 5b). In addition, an
intramolecular interaction is observed between the N-methyl
group and the aromatic ring of 2c. The N-methyl group has a
contact with the side chain of Met360. A comparison of the
binding mode of 2c with that of fosmidomycin reveals that in a
closed conformation, as observed with Trp296 in the
fosmidomycin complex, Trp296 would crash with the α-aryl
substituent of 2c (Figure 5c). In fact, the flexible loop region
(residues 291−299) in the 2c complex adopts a relatively open
conformation. As compared to the fosmidomycin complex, the
flexible loop of the 2c complex is rather disordered (poorer
electron density and higher B-factors). Therefore, the cause of
the tight binding of 2c to Pf IspC appears to be different from
that of fosmidomycin to Pf IspC but similar to that of the 3,4-
difluorophenyl analog17 to EcIspC. Recently, we reported on
the crystal structure of Pf IspC in complex with an α-phenyl
substituted reverse thia analog of fosmidomycin.14 The
molecular interaction between 2c and Pf IspC is similar to
that between the thia analog and Pf IspC; however, significant
conformational differences are observed for the flexible loop
region.
The phosphonate group of 2c forms a tight hydrogen-bond

network with the main chain NH and side chain OH of Ser270,
the side chain of Asn311, two water molecules, and the side
chain of Ser306 (Figure 6a). In the fosmidomycin:IspC
complex, the side chain of His293 is involved in the
hydrogen-bond network instead of Ser306 (Figures 5c and 6b).

The present crystal structures are the first examples of
quaternary complexes of IspC with reverse carba- and oxa-
analogs. The reverse-hydroxamate group coordinates an Mg2+

ion that is bound by residues Asp231, Glu233, and Glu315;
thus, the Mg2+ ion has distorted trigonal bipyramidal geometry.
This metal coordination geometry is consistent with that of the
hydroxamate group of fosmidomycin observed in the previously
published quaternary complexes of Pf IspC14,15 but different
from that of the reverse-hydroxamate group observed in the
ternary complex of E. coli IspC crystallized in the absence of
NADPH.17 The octahedral six-fold metal ion coordination
observed in the ternary complex of EcIspC (two inhibitor
atoms, three protein ligands, and a water molecule) is unlikely
to occur in the quaternary complex of Pf IspC because the water
molecule would crash with the nicotinamide ring of NADPH. A
comparison of a possible hydrogen-bond network of the 2c
complex and the fosmidomycin (or FR900098) complex
(Figures 6a,b) reveals that the metal coordination abilities
and hydrogen-bond network with surrounding residues are
essentially equivalent. This is consistent with the similar
inhibitory activities of fosmidomycin and a reverse-hydrox-
amate analog reported by Kuntz.42

To examine the differences in inhibitor-induced conforma-
tion changes dependent on the type of inhibitors, the crystal
structures of Pf IspC complexed with 2a (α-Ph−CH3), 2c (α-
Ph-OCH3), and fosmidomycin were compared (Figure 5d). It
is interesting that the degree of loop closure is related to the
size of the bound inhibitor. This knowledge concerning the
induced-fit mechanism of Pf IspC will be useful to design new

Table 1. Enzyme Inhibition and in Vitro Antiplasmodial Activity

Ar R′
Pf IspCa

IC50 (μM)
EcIspCa

IC50 (μM)
MtIspCa

IC50 (μM)
Pf 3D7b

IC50 (μM)
PfDd2b,f

IC50 (μM)
PfFCR3b,f

IC50 (μM)

1 0.16 0.22 0.23 0.88c 0.81c n.d.
±0.02c ±0.01d ±0.02e

2a 4-Me−Ph Me 0.01 0.29 1.8 0.21 0.25 0.38
±0.002 ±0.02 ±0.1

2b 4-Me−Ph H 0.19 0.70 11 2.6 2.8 n.d.
±0.01 ±0.1 ±1

2c 4-MeO−Ph Me 0.02 0.07 2.0 0.10 0.30 0.57
±0.002 ±0.003 ±0.1

2d 4-MeO−Ph H 0.08 0.14 15 1.7 3.6 n.d.
±0.008 ±0.01 ±1.0

2e 3,4-MeO−Ph Me 0.06 0.32 29 0.29 1.2 n.d.
±0.006 ±0.01 ±1.0

2f 3,4-MeO−Ph H 0.13 1.5 163 6.8 8.1 n.d.
±0.02 ±0.1 ±34

3a 4-MeO−Ph Me 0.05 0.45 2.8 0.31 1.1 0.41
±0.004 ±0.04 ±2.0

3b 4-MeO−Ph H 2.2 17 352 >50 n.d. n.d.
±0.1 ±1.0 ±29

4 Ph 2.1 4.3 429 >50 n.d. n.d.
±0.1 ±0.1 ±29

5a NH−CO−Ph Me 9.1 11 238 >50 n.d. n.d.
±1.3 ±0 ±21

5b NH−CO−Ph H >1000 741 >1000 >50 n.d. n.d.
±94

6 Ph >300 >500 >500 >50 n.d. n.d.
7 1-Naphthyl >300 >500 >500 >50 n.d. n.d.

aEnzyme assay. Values were calculated from eight or more data points. In general, two or three independent determinations were performed.39,41 bIn
vitro assay. Values are the mean of two duplicate determinations. cIC50 value according to ref 30. dIC50 value according to ref 29. eIC50 value
according to ref 14. fn.d., not determined. Details regarding the structure of the compounds can be found in Figure 2.
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inhibitors. In addition, the flexible loop of the 2a complex is
also rather disordered compared to that of the fosmidomycin
complex. Thus, the primary factor of the tight binding of 2a and
2c to Pf IspC compared to that of fosmidomycin, which lacks
the aryl group, would be the van der Waals interactions
between the α-aryl group and the core of the active site rather
than the flexible loop (Figures 6a,b).
In the present crystal structure analyses, we also determined

a Pf IspC−NADPH−Mg2+−3a quaternary complex. The 3a
complex is quite a bit similar to the 2c complex. The current
structure−activity relationship data (Table 1) show that β-oxa
compounds have somewhat lower inhibitory activities than do
their carba counterparts. This is explained by the structural
comparison of the 2c complex with the fosmidomycin complex
(Figure 5c). Because of the presence of a bulky substituent at
the α-position, the methylene spacer of 2c adopts a different
conformation than that of fosmidomycin. The methylene
spacer of 3a adopts a conformation that is equivalent to that of

2c. In the fosmidomycin complex, the β-position of the carbon
spacer is accommodated in a hydrophilic environment where it
interacts with the side chains of Glu233, Lys312, and a water
molecule, whereas the β-position of inhibitors 2c and 3a is
accommodated in a hydrophobic environment and interacts
with the Cβ of Ser306 and the Cε of Met298. Therefore, the β-
oxygen of α-substituted oxa derivatives may have somewhat
unfavorable interactions with the active site as compared to that
of the carba counterparts.

■ DISCUSSION

Using IspC orthologs from the protozoon, P. falciparum, and
two eubacteria, we found that the shapes of the inhibition
curves are all closely similar (cf. Figure 3). There is no sign
whatsoever of positive or negative cooperativity. Whereas the
natural product fosmidomycin inhibits IspC orthologs from P.
falciparum, E. coli and M. tuberculosis with similar potency, our
data confirm earlier observations that α-aryl derivatives are
significantly more potent for the Plasmodium enzyme than for
the eubacterial orthologs.. With Pf IspC, the most potent α-aryl
derivatives that were described have IC50 values in the low
nanomolar range. In terms of their IC50 values, the most potent
α-aryl derivatives exceed the inhibitory potential of the natural
compound, fosmidomycin, by more than an order of
magnitude. A potential explanation for the higher inhibitory
activities of α-aryl derivatives against Pf IspC is that the
difference in structural flexibilities of IspC molecules, that is,
difference in interdomain and active-site loop flexibilities, may
affect the inhibitory activities of bulky inhibitors. Another
explanation is that the side chain of Cys338 in Pf IspC would
have a favorable van der Waals contact with the α-aryl group of
the inhibitors (Figure 5b) as compared to the structurally
corresponding serine residue in EcIspC and MtIspC.
The IC50 values observed with the Plasmodium enzyme and

with multiplying asexual P. falciparum blood stages are
remarkably well correlated; the IC50 values observed for the
parasite blood stage are typically one to two orders larger than
the IC50 values observed with Pf IspC in vitro. Since the
inhibitors must pass through numerous membrane barriers (the
erythrocyte membrane, the parasitophorous vacuole mem-
brane, the cell membrane of the parasite, and the four
membranes of the apicoplast) to reach their enzyme target in
the living parasite, this may not be particularly surprising.
Importantly, however, the inhibition curves observed with the
isolated enzyme and the growing parasite are remarkably
different insofar as the latter are much steeper. The IC50 values
for the isolated enzyme and the growing parasite are offset by
one to two units on the log scale, and the difference of
inhibitory efficacy between enzyme assay and parasite assay
essentially vanishes at higher inhibitor concentrations as a result
of the different curve shapes. We can only speculate with regard
to the causes of the curve shapes; however, there is no reason
to expect a simple parallelism between IspC inhibition and
Plasmodium proliferation. Quite possibly, growth retardation
may only become relevant when the enzyme activity is
depressed below a certain threshold value; such a situation
could translate into a steep slope for the parasite growth curve.
Of course, under the aspect of drug development, the minimal
inhibitory concentration is far more relevant than the IC50
value, and the steeper shape of the parasite growth curves
should turn out in favor of a potential therapeutic application of
modified fosmidomycin derivatives.

Figure 4. Top, ortholog specificity of IspC inhibition; the ordinate
reflects the IC50 ratio of eubacterial IspCs and Pf IspC; the inhibitory
potency of the study compounds for Pf IspC exceeds that for MtIspC
by about two orders of magnitude (blue diamonds) and that for
EcIspC by close to one order of magnitude. Bottom, activity (IC50
values) against blood stages of two different P. falciparum strains versus
in vitro inhibition of Pf IspC (IC50 values); both test strains show
similar responses; the sensitivity of the isolated enzyme exceeds that of
the growing parasite by about one order of magnitude.
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Recently, we could show that Pf IspC has a high degree of
enantioselectivity for an α-arylated β-thia analog of fosmido-
mycin (inhibition by the S-enantiomer is at least three orders of
magnitude stronger compared to that of the R-enantiomer).
Pure enantiomers of the compounds reported in this paper
have unfortunately not been obtained yet. However, the S-
configuration of the bound inhibitors is the preferred
interpretation in this study (Figure S2, Supporting Informa-
tion) in agreement with previous studies for α-aryl substituted
fosmidomycin derivatives.14,17,26,27 The clear omit map at 1.97
Å resolution for 2c (Figure S2, Panel b, Supporting
Information) does not look like a mixture of both enantiomers.
The X-ray structure data strongly suggest that the S-
enantiomers of the compounds in this study bind preferentially
to the active site of Pf IspC. This will hopefully translate into an

increase of apparent inhibitory power of the study compounds
once the preparation of pure enantiomers is achieved.

■ CONCLUSION

We report on kinetic and crystallographic proof for the
mechanism of action of a new series of reverse analogs of
fosmidomycin. By modifying different key regions of the lead
structure, we provided new insights into the structure−activity
relationships of reverse fosmidomycin derivatives. The 4-
methoxy-phenyl substituted derivative 2c showed potent
inhibition of Pf IspC as well as of P. falciparum growth and
exceeds the inhibitor activity of fosmidomycin by more than
one order of magnitude. Crystallographic studies also
demonstrated that Pf IspC binds selectively the S-enantiomers
of α-aryl substituted carba- and oxa-analogs of fosmidomycin.

Figure 5. Crystal structure analyses of Pf IspC. (a) Overall structure of the 2c-containing quaternary complex of Pf IspC. One subunit is colored by
domains: the NADPH-binding, catalytic, linker, and C-terminal domains are depicted in blue, green, yellow, and red, respectively. The other subunit
is colored cyan. The bound 2c and NADPH molecules are shown as sticks. The bound Mg2+ ions are shown as spheres. (b) Close-up view of the
active site with bound 2c. The side chains surrounding the α-aryl substituent are shown and the carbon atoms are colored by their B-factors: cyan
(15−25 Å2), green (25−35 Å2), and yellow (35−45 Å2). Note that the side chains belonging to the flexible loop, Trp296 and Met298, show high B-
factors. (c) A structural comparison of the binding mode of 2c (gray) and that of fosmidomycin (green) (PDB code 3AU9) in the active site of
Pf IspC. The β-positions of the methylene spacer of the bound inhibitors are marked by arrowheads. The bound inhibitor molecules are shown as
ball-and-stick models. (d) A comparison of the induced-fit movements of the flexible loop (residues 291−299) of Pf IspC. The 2a-, 2c-, and
fosmidomycin-bound quaternary complexes of Pf IspC are shown in blue, red, and green, respectively.

Figure 6. Schematic overview of the interactions of inhibitors in the active site of Pf IspC. Metal coordination (2.0−2.1 Å) and possible hydrogen
bonds (2.7−3.1 Å) are shown as solid and dashed lines, respectively. Intra- and intermolecular van der Waals contacts are shown as thin and thick
gray arcs, respectively. (a) 2c complex. Residues uniquely involved in direct interactions with the bound inhibitor in the 2c complex are shown in
blue. (b) Fosmidomycin (R = H)/FR900098 (RCH3) complex. Residues uniquely involved in direct interactions with the bound inhibitor in the
fosmidomycin/FR900098 complex are shown in green.
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Our results provide helpful information for the design of novel
IspC inhibitors.

■ EXPERIMENTAL SECTION
All solvents and chemicals were used as purchased without
further purification. The progress of all reactions was
monitored on Merck precoated silica gel plates (with
fluorescence indicator UV254) using ethyl acetate/n-hexane as
the solvent system. Column chromatography was performed
with Fluka silica gel 60 (230−400 mesh ASTM) with the
solvent mixtures specified in the corresponding experiment.
Spots were visualized by irradiation with ultraviolet light (254
nm). Melting points (Mps) were taken in open capillaries using
a Mettler FP 5 melting point apparatus or a Stuart melting
point apparatus SMP11 and are uncorrected. Proton (1H) and
carbon (13C) NMR spectra were recorded using Bruker Avance
500 (500.13 MHz for 1H; 125.76 MHz for 13C) or Bruker
Avance 600 (600.22 MHz for 1H; 150.93 MHz for 13C)
spectrometers and [D6]DMSO and CDCl3 as solvents.
Chemical shifts are given in parts per million (ppm) (δ relative
to residual solvent peak for 1H and 13C or to external
tetramethylsilane). Elemental analysis was performed with a
PerkinElmer PE 2400 CHN elemental analyzer or a vario
MICRO cube elemental analyzer (Elementar Analysensysteme
GmbH, Hanau, Germany). If necessary, the purity was
determined by high performance liquid chromatography
(HPLC). HPLC was performed in analogy to a previously
reported procedure.43 The instrument used was an Elite
LaChrom system (Hitachi L-2130 pump and L-2400 UV-
detector) or a Varian ProStar HPLC System (Varian ProStar
210 pump, Varian ProStar 320 UV-detector, and Varian ProStar
410 autosampler). The column was a Phenomenex Luna C-
18(2) 5 μm particle (250 mm × 4.6 mm), supported by
Phenomenex Security Guard Cartridge Kit C18 (4.0 mm × 3.0
mm). Purity of all final compounds was 95% or higher, except
compound 6 (purity, 92.2%).
Experimental Data for Compounds. Experimental data

are listed below for selected compounds 9a−15a, 2e, and 2f.
General Procedure for the Synthesis of Dioxolanes

(9a−d).29 At a temperature of −78 °C, a 1.6 M solution of n-
butyllithium in n-hexane (1.1 equiv, 44 mmol, 27.5 mL) was
slowly added to a solution of the respective diethyl arylmethyl-
phosphonate 8a−d (1 equiv, 40 mmol) in dry toluene (50 mL)
via a syringe under positive pressure of dry nitrogen. After
being stirred for 1 h, 2-(2-bromoethyl)-1,3-dioxolane or 2-(3-
bromopropyl)-1,3-dioxolane (1 equiv, 40 mmol) was added in
one portion. The reaction mixture was allowed to warm up to
room temperature (rt) and was stirred overnight. Ethyl acetate
(50 mL) was added, and the solution was washed three times
with an aqueous solution of NH4Cl (10%, 50 mL). The organic
layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated under
reduced pressure. The crude oil was purified by column
chromatography on silica gel using ethyl acetate/n-hexane (1:1)
as the eluent to give compounds 9a−d as colorless oils.
Diethyl 1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-3-(1,3-dioxolan-2-

yl)propylphosphonate (9a). Colorless oil (13.05 g, 84%);
1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.05 (t, J = 7.0 Hz,
3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.32−1.39
(m, 1H, CH2), 1.43−1.50 (m, 1H, CH2), 1.78−1.88 (m, 1H,
CH2), 1.96−2.05 (m, 1H, CH2), 3.09 (ddd, J = 21.8, 11.4, 4.0
Hz, 1H, PCH), 3.68−3.76 (m, 9H, OCH3, CHOOCH2), 3.80−
3.87 (m, 3H, CH2CH3, CHOOCH2), 3.92−4.01 (m, 2H,
CH2CH3), 4.74 (t, J = 4.6 Hz, 1H, CHOO), 6.81−6.83 (m,

1H), 6.89−6.91 (m, 2H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz,
[D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3JC−P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d,
3JC−P = 5.5 Hz, CH2CH3), 24.0 (CH2CH2), 31.1 (d, 2JC−P =
14.7 Hz, CHCH2), 41.9 (d, 1JC−P = 136.8 Hz, PCH), 55.3
(OCH3), 55.4 (OCH3), 61.0 (d, 2JC−P = 7.1 Hz, CH2CH3),
61.5 (d, 2JC−P = 7.0 Hz, CH2CH3), 64.1 (CHOOCH2), 64.2
(CHOOCH2), 103.0 (CHOO), 111.6, 112.9 (d, 3JC−P = 6.4
Hz), 121.1 (d, 2JC−P = 7.4 Hz), 128.3 (d, 3JC−P = 6.6 Hz), 147.7,
148.3 ppm; anal. calcd. for C18H29O7P: C 55.66, H 7.53; found,
C 55.29, H 7.89.

Diethyl 1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-4-oxobutyl-
phosphonate (10a).32 Dowex 50WX8 (3 mL) was added
to a solution of dioxolane 9a (14.5 mmol, 5.63 g) in water/
acetone (10:1, 5 mL). After being stirred at rt for 48 h, the
solution was filtered. The filtrate was concentrated, diluted with
saturated aqueous NaCl solution, and extracted three times
with ethyl acetate (100 mL). The organic layer was dried over
Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. Column
chromatography on silica gel using ethyl acetate gave
compound 10a as a colorless oil (3.25 g, 65%); 1H NMR
(500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H,
CH2CH3), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.95−2.05 (m,
1H, CH2), 2.15−2.23 (m, 1H, CH2), 2.25−2.39 (m, 2H, CH2),
3.09 (ddd, J = 21.8, 11.3, 4.2 Hz, 1H, PCH), 3.72 (s, 3H,
OCH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.80−3.90 (m, 2H, CH2CH3),
3.93−4.03 (m, 2H, CH2CH3), 6.79−6.82 (m, 1H), 6.88−6.91
(m, 2H), 9.55 (s, 1H, CHO); 13C NMR (125.76 MHz,
[D6]DMSO): δ = 16.1 (d, 3JC−P = 5.6 Hz, CH2CH3), 16.2 (d,
3JC−P = 5.5 Hz, CH2CH3), 22.3 (CH2CH2), 40.9 (d, 2JC−P =
14.8 Hz, CHCH2), 41.5 (d, 1JC−P = 137.0 Hz, PCH), 55.3
(OCH3), 55.4 (OCH3), 61.2 (d, 2JC−P = 7.2 Hz, CH2CH3),
61.6 (d, 2JC−P = 7.0 Hz, CH2CH3), 111.6, 112.7 (d, 3JC−P = 6.3
Hz), 121.2 (d, 2JC−P = 7.3 Hz), 127.8 (d, 3JC−P = 6.6 Hz), 147.8,
148.4, 202.6 (CHO); anal. calcd. for C16H25O6P: C 55.81, H
7.32; found, C 55.79, H 7.39.

General Procedure for the Synthesis of Carboxylic
Acids (11a−d).29 To a solution of the respective aldehyde
10a−d (1 equiv, 5 mmol) in tetrahydrofuran (THF) (7.5 mL),
H2O2 (1.1 mL of a 30% solution), and SeO2 (0.5 equiv, 2.5
mmol, 0.28 g) were added. The solution was refluxed for 4 h,
and the reaction mixture was concentrated under reduced
pressure. Ethyl acetate (50 mL) was added to the remaining oil,
and the resulting solution was washed three times with 1 M
hydrochloric acid (10 mL). After drying over Na2SO4, the
organic solvent was removed under reduced pressure. The
crude products 11c−d were treated with diethyl ether (20 mL)
and stored at 7 °C to give compounds 11c−d as white solids.
Pure compounds 11a and 11b were obtained without further
purification.

4-(Diethoxyphosphoryl)-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-
butanoic acid (11a). Yellow resin (1.58 g, 88%); 1H NMR
(500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.06 (t, J = 7.0 Hz, 3H,
CH2CH3), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.91−2.01 (m,
1H, CH2), 2.06−2.10 (m, 2H, CH2), 2.13−2.19 (m, 1H, CH2),
3.10 (ddd, J = 21.8, 11.1, 4.0 Hz, 1H, PCH), 3.73 (s, 3H,
OCH3), 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.78−3.89 (m, 1H, CH2CH3),
3.93−4.07 (m, 3H, CH2CH3), 6.80−6.81 (m, 1H), 6.87 (s,
1H), 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 12.10 (s, 1H, COOH); 13C
NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3JC−P = 5.5 Hz,
CH2CH3), 16.2 (d,

3JC−P = 5.5 Hz, CH2CH3), 25.0 (CH2CH2),
41.3 (d, 2JC−P = 15.4 Hz, CHCH2), 41.5 (d, 1JC−P = 137.7 Hz,
PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 61.1 (d, 2JC−P = 7.1 Hz,
CH2CH3), 61.6 (d, 2JC−P = 6.8 Hz, CH2CH3), 111.6, 112.7 (d,
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3JC−P = 6.3 Hz), 121.2 (d, 2JC−P = 7.3 Hz), 127.9 (d, 3JC−P = 6.7
Hz), 147.8, 148.4, 173.6 (COOH); HPLC analysis: retention
time = 1.84 min; peak area, 93.3%. Eluent A, 5 mM NH4OAc
solution; eluent B, CH3CN/isocratic (1:1) over 20 min at a
flow rate of 1 mL min−1.
General Procedure for the Synthesis of o-Bn-

Protected Hydroxamic Acids (12a, 14a).33 To a solution
of the carboxylic acid 11a (1 equiv, 5 mmol, 1.80 g) in dry THF
(50 mL), N-methylmorpholin (NMM) (1.1 equiv, 5.5 mmol,
506 mg) was added. The solution was cooled down to −20 °C,
and isobutyl chloroformate (1.1 equiv, 5.5 mmol, 751 mg) was
added. After 10 min, the appropriate hydroxylamine (1 equiv, 5
mmol) was added dropwise. The reaction mixture was warmed
up to rt overnight. The precipitated NMM−hydrochloride was
filtered off, and the filtrate was concentrated under reduced
pressure. The residue was dissolved in H2O/ethyl acetate, and
the aqueous layer was extracted three times with ethyl acetate
(50 mL). The organic layers were combined and washed twice
with a saturated aqueous solution of NaHCO3 (10 mL), dried
over Na2SO4, filtered, and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by column
chromatography on silica gel using ethyl acetate/n-hexane
(1:1) as the eluent to give compounds 12a and 14a as yellow
oils.
Diethyl 4-[Benzyloxy(methyl)amino]-1-(3 ,4-

dimethoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (12a). Yel-
low oil (1.53 g, 64%); 1H NMR (600.22 MHz, [D6]DMSO):
δ = 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H,
CH2CH3), 1.90−1.97 (m, 1H, CH2), 2.13−2.28 (m, 3H, CH2),
3.10−3.14 (m, 4H, PCH, NCH3), 3.71−3.77 (m, 7H, OCH3,
CH2CH3), 3.80−3.86 (m, 1H, CH2CH3), 3.94−4.01 (m, 2H,
CH2CH3), 4.66 (dd, J = 22.5, 9.9 Hz, 2H, PhCH2), 6.82 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 6.88 (s, 1H), 6.92 (d, J = 8.2 Hz), 7.17−7.18 (m,
2H), 7.30−7.36 (m, 3H) ppm; 13C NMR (150.93 MHz,
[D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3JC−P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d,
3JC−P = 5.5 Hz, CH2CH3), 24.6 (CH2CH2), 29.2 (d, 2JC−P =
16.2 Hz, CHCH2), 32.6 (NCH3), 41.7 (d, 1JC−P = 137.2 Hz,
PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 61.1 (d, 2JC−P = 7.0 Hz,
CH2CH3), 61.5 (d, 2JC−P = 6.9 Hz, CH2CH3), 75.1 (PhCH2),
111.6, 112.8 (d, 3JC−P = 6.4 Hz), 121.2 (d, 2JC−P = 7.4 Hz),
128.1 (d, 3JC−P = 6.7 Hz), 128.3, 128.6, 129.3, 147.8 (d, 5JC−P =
2.3 Hz), 148.4 (d, 4JC−P = 1.7 Hz), 173.0 (CO) ppm; anal.
calcd. for C24H34NO7P: C 60.12, H 7.15, N 2.92; found, C
60.37, H 7.31, N 2.65.
Diethyl 4-(Benzyloxyamino)-1-(3,4-dimethoxy-

phenyl)-4-oxobutylphosphonate (14a). Yellow oil (1.07
g, 46%); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.05 (t, J =
7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.82
(t, J = 7.5 Hz, 2H, CH2), 1.91−1.99 (m, 1H,CH2), 2.12−2.21
(m, 1H, CH2), 3.05 (ddd, J = 21.8, 11.3, 3.5 Hz, 1H, PCH),
3.72 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.79−3.87 (m, 2H,
CH2CH3), 3.93−4.00 (m, 2H, CH2CH3), 4.74 (s, 2H, PhCH2),
6.78 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.84 (s, 1H), 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
10.51 (s, 0.1H, E-isomer, OH), 10.87 (s, 0.9H, Z-isomer, OH)
ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.1 (d, 3JC−P
= 5.6 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3JC−P = 5.4 Hz, CH2CH3), 25.3
(CH2CH2), 29.9 (CHCH2), 41.7 (d, 1JC−P = 136.7 Hz, PCH),
55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 61.2 (d, 2JC−P = 6.9 Hz,
CH2CH3), 61.6 (d, 2JC−P = 6.7 Hz, CH2CH3), 76.6 (PhCH2),
111.5, 112.7 (d, 3JC−P = 6.3 Hz), 121.2 (d, 3JC−P = 7.0 Hz),
127.8 (d, 2JC−P = 6.7 Hz), 128.1, 128.2, 128.6, 136.0, 147.7 (d,
5JC−P = 2.8 Hz), 148.3, 168.5 (CO) ppm; anal. calcd. for

C23H32NO7P: C 59.35, H 6.93, N 3.01; found, C 59.08, H 7.22,
N 2.82.

General Procedure for the Synthesis of Tri-o-benzyl-
Protected Phosphonohydroxamic Acids (15a,c,d, 13a,
24, 34).29 To a solution of the respective phosphonic acid
diethyl ester (14a,c,d, 12a, 23, 33) (1 equiv, 3 mmol) in dry
CH2Cl2 (10 mL), trimethylsilyl bromide (5 equiv, 15 mmol,
1.99 mL in case of compounds 15a,c,d, 13a, 24; 10 equiv, 30
mmol, 3.98 mL in case of compound 34) was added at 0 °C.
After 1 h, the solution was allowed to warm up to rt and was
stirred for 23 h. The solvent was removed under reduced
pressure. The residue was dissolved in THF (10 mL) and
treated with water (0.1 mL). After 30 min, the solvent was
evaporated, and the residue was dried under reduced pressure
overnight. The residue was dissolved in benzene (20 mL). 2-
Benzyl-1,3-dicyclohexyl-isourea (2 equiv, 6 mmol, 1.89 g in case
of compounds 15a,c,d, 13a, 24; 4 equiv, 12 mmol, 3.78 g in
case of compound 34) was added. The mixture was refluxed for
6 h. After the mixture was cooled to rt, ethyl acetate (30 mL)
was added, solid 1,3-dicyclohexyl-urea was filtered off, and the
solvent was removed under reduced pressure. Column
chromatography on silica gel using ethyl acetate provided
compounds 15a,c,d, 13a, 24, and 34.

Dibenzyl 4-[Benzyloxy(methyl)amino]-1-(3,4-
dimethoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (13a). Yel-
low oil (550 mg; 30%); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO):
δ = 1.99−2.03 (m, 1H, CH2), 2.20−2.28 (m, 3H, CH2), 3.09
(s, 3H, NCH3), 3.26−3.32 (m, 1H, PCH), 3.61 (s, 3H, OCH3),
3.73 (s, 3H, OCH3), 4.64 (dd, J = 24.6, 9.9 Hz, 2H, PhCH2),
4.76 (dd, J = 12.0, 7.8 Hz, 1H, PhCH2), 4.85 (dd, J = 12.0, 6.8
Hz, 1H, PhCH2), 4.96 (dd, J = 12.0, 7.1 Hz, 1H, PhCH2), 5.02
(dd, J = 12.0, 8.5 Hz, 1H, PhCH2), 6.83−6.84 (m, 1H), 6.87 (s,
1H), 6.91 (d, J = 8.3 Hz), 7.17−7.18 (m, 4H), 7.29−7.37 (m,
11H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 24.4
(CH2CH2), 29.2 (d, 2JC−P = 16.4 Hz, CHCH2), 32.6 (NCH3),
41.8 (d, 1JC−P = 136.3 Hz, PCH), 55.2 (OCH3), 55.4 (OCH3),
66.5 (d, 2JC−P = 6.9 Hz, CH2CH3), 66.8 (d, 2JC−P = 6.5 Hz,
CH2CH3), 75.1 (PhCH2), 111.7, 112.8 (d, 3JC−P = 6.2 Hz),
121.2 (d, 3JC−P = 7.4 Hz), 127.4, 127.6, 127.7 (d, 2JC−P = 7.2
Hz), 127.9, 128.0, 128.2, 128.2, 128.3, 128.6, 129.3, 134.3,
136.5 (d, 3JC−P = 6.1 Hz), 136.6 (d, 3JC−P = 6.4 Hz), 147.9 (d,
5JC−P = 2.3 Hz), 148.5 (d, 4JC−P = 1.5 Hz), 172.9 (CO) ppm;
anal. calcd. for C34H38NO7P: C 67.65, H 6.35, N 2.32; found, C
67.43, H 6.20, N 2.28.

Dibenzyl 4-(Benzyloxyamino)-1-(3,4-dimethoxy-
phenyl)-4-oxobutylphosphonate (15a). Yellow oil (248
mg; 14%); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.83−
1.86 (m, 2H, CH2), 1.97−2.06 (m, 1H, CH2), 2.24−2.28 (m,
1H, CH2), 3.23 (ddd, J = 22.0, 11.4, 3.2 Hz, 1H, PCH), 3.61 (s,
3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 4.73−4.77 (m, 3H, PhCH2),
4.83−4.87 (m, 1H, PhCH2), 4.94−5.04 (m, 2H, PhCH2), 6.80
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.83 (s, 1H), 6.89 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.17−7.19 (m, 2H), 7.30−7.37 (m, 12H), 10.51 (s, 0.1H, E-
isomer, OH), 10.87 (s, 0.9H, Z-isomer, OH) ppm; 13C NMR
(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 5.2 (CH2CH2), 29.8 (d,

2JC−P
= 16.0 Hz, CHCH2), 41.8 (d, 1JC−P = 136.1 Hz, PCH), 55.2
(OCH3), 55.4 (OCH3), 66.5 (d, 2JC−P = 6.7 Hz, CH2CH3),
66.8 (d, 2JC−P = 6.8 Hz, CH2CH3), 76.6 (PhCH2), 111.6, 112.7
(d, 3JC−P = 6.3 Hz), 121.3 (d, 3JC−P = 7.3 Hz), 127.4, 127.5,
127.6, 128.0, 128.1, 128.2, 128.2, 128.4, 128.6, 136.0, 136.5 (d,
3JC−P = 6.4 Hz), 136.6 (d, 3JC−P = 6.0 Hz), 147.9 (d, 5JC−P = 2.5
Hz), 148.4, 168.47 (CO) ppm; anal. calcd. for C33H36NO7P:
C 67.22, H 6.15, N 2.38; found, C 67.47, H 6.27, N 2.36.
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General Procedure for the Synthesis of Carboxylic
Acid 20, Hydroxamic Acid 22, o-Hydroxyanilide 31,
Bisphosphonate 7, and Target Compounds 2a-f, 3b, and
4.29 To a solution of the appropriate o-Bn-protected
hydroxamic acid (1 mmol) in freshly distilled methanol (20
mL), Pd−C catalyst (10%, 40 mg) was added. The mixture was
hydrogenated for 1 h (in the case of compounds 2a, 2c, 4, 20,
22, 31) and 3 h (in the case of compounds 2b, 2d−f, 3b, 7).
The catalyst was removed by filtration, and the solvent was
evaporated under reduced pressure. Pure target compounds 2b
and 2d−f were obtained as white solids after the addition of
ethyl acetate. Recrystallization in ethyl acetate gave compound
31 as colorless crystals. Pure compounds 2a, 2c, 3b, 4, 7, 20,
and 22 were obtained without further purification.
1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-4-[hydroxy(methyl)amino]-

4-oxobutylphosphonic acid (2e). White solid (290 mg,
87%), Mp: 70 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ =
1.89−1.99 (m, 1H, CH2), 2.19 (s, 3H, CH2), 2.77−2.84 (m,
1H, PCH), 3.03 (s, 3H, NCH3), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.72 (s,
3H, OCH3), 6.74−6.76 (m, 1H), 6.85−6.87 (m, 2H), 9.68 (br
s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ =
25.3 (CH2CH2), 30.1 (d, 2JC−P = 15.2 Hz, CHCH2), 35.6
(NCH3), 44.1 (d,

1JC−P = 136.8 Hz, PCH), 55.3 (OCH3), 55.45
(OCH3), 111.6, 112.8 (d,

3JC−P = 5.6 Hz), 121.3 (d, 2JC−P = 7.2
Hz), 130.5 (d, 3JC−P = 6.5 Hz), 147.3, 148.3, 172.7 (CO)
ppm; anal. calcd. for C13H20NO7P: C 46.85, H 6.05, N 4.20;
found, C 46.61, H 6.05, N 4.06.
1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-4-(hydroxyamino)-4-

oxobutylphosphonic acid (2f). White solid (313 mg, 98%),
Mp: 75 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.73−
1.93 (m, 3H, CH2), 2.20−2.28 (m, 1H, CH2), 2.75 (ddd, J =
14.9, 10.9, 3.5 Hz, 1H, PCH), 3.72 (s, 6H, OCH3), 6.75−6.76
(m, 1H), 6.84−6.87 (m, 2H), 8.66 (br s, 1H, OH), 9.71 (s,
0.1H, E-isomer, NH), 10.27 (s, 0.9H, Z-isomer, NH) ppm; 13C
NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 26.4 (CH2CH2), 30.6
(d, 2JC−P = 15.2 Hz, CHCH2), 44.2 (d, 1JC−P = 134.6 Hz,
PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 111.6, 112.8 (d,

3JC−P = 6.2
Hz), 121.1 (d, 3JC−P = 6.7 Hz), 130.5 (d, 2JC−P = 6.4 Hz), 147.3
(OCH3), 148.2 (OCH3), 168.8 (CO) ppm; HPLC analysis:
retention time = 1.54 min; peak area, 97.5%. Eluent A, 5 mM
NH4OAc solution; eluent B, CH3CN/isocratic (1:1) over 20
min at a flow rate of 1.5 mL min−1.
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(30) Brücher, K.; Illarionov, B.; Held, J.; Tschan, S.; Kunfermann, A.;
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Chemistry 

All solvents and chemicals were used as purchased without further purification. The progress of all 

reactions was monitored on Merck precoated silica gel plates (with fluorescence indicator UV254) using 

ethyl acetate / n-hexane as solvent system. Column chromatography was performed with Fluka silica gel 

60 (230-400 mesh ASTM) with the solvent mixtures specified in the corresponding experiment. Spots 

were visualized by irradiation with ultraviolet light (254 nm). Melting points (mp) were taken in open 

capillaries using a Mettler FP 5 melting-point apparatus or a Stuart melting point apparatus SMP11 and 

are uncorrected. Proton (1H) and carbon (13C) NMR spectra were recorded using Bruker Avance 500 

(500.13 MHz for 1H; 125.76 MHz for 13C) or Bruker Avance 600 (600.22 MHz for 1H; 150.93 MHz for 

13C) spectrometers using [D6]DMSO and CDCl3 as solvents. Chemical shifts are given in parts per 

million (ppm, δ relative to residual solvent peak for 1H and 13C or to external tetramethylsilane). 

Elemental analysis was performed with a Perkin Elmer PE 2400 CHN elemental analyser or a vario 

MICRO cube elemental analyser (Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Germany). If necessary, 

the purity was determined by high performance liquid chromatography (HPLC). HPLC was performed 

in analogy to a previously reported procedure.1 The Instrument was an Elite LaChrom system (Hitachi 

L-2130 pump and L-2400 UV-detector) or a Varian ProStar HPLC System (Varian ProStar 210 pump, 

Varian ProStar 320 UV-detector and Varian ProStar 410 autosampler).  The column was a Phenomenex 

Luna C-18(2) 5 µm particle (250 mm × 4.6 mm), supported by Phenomenex Security Guard Cartridge 

Kit C18 (4.0 mm × 3.0 mm). Purity of all final compounds was 95 % or higher, except compound 6 

(purity 92.2 %). 

Materials. Diethylphosphonates 8a-e and α-hydroxyphosphonate 18 have been previously described.2-9 

α-Aminophosphonate 25 and carboxylic acid 29 have been prepared according to known procedures.10,11 

General procedure for the synthesis of dioxolanes (9a-d).11 At a temperature of -78 °C, a 1.6 M 

solution of n-butyllithium in n-hexane (1.1 eq, 44 mmol, 27.5 mL) was slowly added to a solution of the 
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respective diethyl arylmethylphosphonate 8a-d (1 eq, 40 mmol) in dry toluene (50 mL) via a syringe 

under positive pressure of dry nitrogen. After stirring for 1 h, 2-(2-bromoethyl)-1,3-dioxolane or 2-(3-

bromopropyl)-1,3-dioxolane (1 eq, 40 mmol) was added in one portion. The reaction mixture was 

allowed to warm up to room temperature and stirred overnight. Ethyl acetate (50 mL) was added and the 

solution was washed three times with an aqueous solution of NH4Cl (10 %, 50 mL). The organic layer 

was dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude oil was purified by 

column chromatography on silica gel using ethyl acetate / n-hexane (1:1) as the eluent to give 

compounds 9a-d as colorless oils. 

Diethyl 1-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(1,3-dioxolan-2-yl)propylphosphonate (9a). Colorless oil 

(13.05 g, 84 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, 

J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.32-1.39 (m, 1H, CH2), 1.43-1.50 (m, 1H, CH2), 1.78-1.88 (m, 1H, CH2), 

1.96-2.05 (m, 1H, CH2), 3.09 (ddd, J = 21.8, 11.4, 4.0 Hz, 1H, PCH), 3.68-3.76 (m, 9H, OCH3, 

CHOOCH2), 3.80-3.87 (m, 3H, CH2CH3, CHOOCH2), 3.92-4.01 (m, 2H, CH2CH3), 4.74 (t, J = 4.6 Hz, 

1H, CHOO), 6.81-6.83 (m, 1H), 6.89-6.91 (m, 2H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 

(d, 3JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 24.0 (CH2CH2), 31.1 (d, 2

JC-P = 14.7 Hz, 

CHCH2), 41.9 (d, 1JC-P = 136.8 Hz, PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 61.0 (d, 2JC-P = 7.1 Hz, CH2CH3), 

61.5 (d, 2
JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 64.1 (CHOOCH2), 64.2 (CHOOCH2), 103.0 (CHOO), 111.6, 112.9 

(d, 3JC-P = 6.4 Hz), 121.1 (d, 2JC-P = 7.4 Hz), 128.3 (d, 3JC-P = 6.6 Hz), 147.7, 148.3 ppm; anal. calcd. for 

C18H29O7P: C 55.66, H 7.53, found: C 55.29, H 7.89. 

Diethyl 4-(1,3-dioxolan-2-yl)-1-phenylbutylphosphonate (9b). Colorless oil (8.60 g, 63 %); 1H NMR 

(600.22 MHz, CDCl3): δ = 1.08 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.26-1.38 (m, 5H, CH2CH3, CH2), 

1.56-1.68 (m, 2H, CH2), 1.99-2.04 (m, 1H, CH2), 2.08-2.13 (m, 1H, CH2), 2.98 (ddd, J  = 22.6, 11.2, 

3.6 Hz, 1H, PCH), 3.67-3.71 (m, 1H, CHOOCH2), 3.77-3.79 (m, 2H, CHOOCH2), 3.85-3.91 (m, 3H, 

CHOOCH2, CH2CH3), 3.98-4.09 (m, 2H, CH2CH3), 4.75 (t, J = 4.7 Hz, 1H, CHOO), 7.22-7.24 (m, 1H), 

7.29-7.31 (m, 4H) ppm; 13C NMR (150.93 MHz, CDCl3): δ = 16.2 (d, 3JC-P = 5.7 Hz, CH2CH3), 16.4 (d, 
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3
JC-P = 6.2 Hz, CH2CH3), 22.2 (d, 2

JC-P = 15.8 Hz, CH2), 29.6 (d, 2
JC-P = 3.1 Hz, CH2), 33.4 (CH2), 44.7 

(d, 1
JC-P = 137.4 Hz, PCH), 61.7 (d, 2

JC-P = 7.3 Hz, CH2CH3), 62.5 (d, 2
JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 64.7 

(CHOOCH2), 64.8 (CHOOCH2), 104.2 (CHOO), 127.1 (d, 5
JC-P = 3.1 Hz), 128.5 (d, 4

JC-P = 1.9 Hz), 

129.2 (d, 3
JC-P = 6.7 Hz), 136.0 (d, 2

JC-P = 6.4 Hz) ppm; anal. calcd. for C17H27O5P: C 59.64, H 7.95, 

found: C 59.44, H 7.88. 

Diethyl 3-(1,3-dioxolan-2-yl)-1-p-tolylpropylphosphonate (9c). Colorless oil (9.72 g, 71 %); 1H NMR 

(500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.03 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 

1.32 (ddd, J = 18.2, 13.8, 4.1 Hz, 1H, CH2), 1.45 (dq, J = 15.1, 4.9 Hz, 1H, CH2), 1.77-1.93 (m, 1H, 

CH2), 1.93-2.08 (m, 2H, CH2), 2.27 (s, 3H, PhCH3), 3.12 (ddd, J = 21.8, 11.3, 3.1 Hz, 1H, PCH), 

3.88-4.07 (m, 8H, CH2CH3, CHOOCH2), 4.72 (t, J = 4.1 Hz, 1H, CHOO), 7.15 (dd, J = 22.3, 7.7 Hz, 

4H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3
JC-P = 5.3 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 

3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 20.6 (PhCH3), 23.9 (d, 3

JC-P = 2.0 Hz, CH2CH2), 31.1 (d, 2
JC-P = 14.8 Hz, 

CHCH2), 42.0 (d, 1
JC-P = 136.5 Hz, PCH), 61.1 (d, 2

JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 61.5 (d, 2
JC-P = 7.0 Hz, 

CH2CH3), 64.1 (CHOOCH2), 64.2 (CHOOCH2), 103.0 (CHOO), 128.8, 128.9 (d, 3
JC-P = 6.8 Hz), 133.0 

(d, 2
JC-P = 6.7 Hz), 135.8 (d, 5

JC-P = 3.0 Hz) ppm; anal. calcd. for C17H27O5P: C 59.64, H 7.95, found: 

C 59.45, H 8.26. 

Diethyl 3-(1,3-dioxolan-2-yl)-1-(4-methoxyphenyl)propylphosphonate (9d). Colorless oil (7.45 g, 

52 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.03 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 

3H, CH2CH3), 1.29-1.36 (m, 1H, CH2), 1.41-1.48 (m, 1H, CH2), 1.77-1.81 (m, 1H, CH2), 2.01 (m, 1H, 

CH2), 3.11 (ddd, J = 21.9, 11.5, 4.0 Hz, 1H, PCH), 3.63-3.76 (m, 6H, CH2CH3, CHOOCH2), 3.67-3.88 

(m, 3H, CH2CH3, CHOOCH2), 3.91-4.01 (m, 2H, CH2CH3), 4.73 (t, J = 4.6 Hz, 1H, CHOO), 6.89 (d, 

J = 8.6 Hz, 2H), 7.21 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 2H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 

3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 23.9 (d, 3
JC-P = 1.5 Hz, CH2CH2), 31.1 (d, 

2
JC-P = 14.9 Hz, CHCH2), 41.5 (d, 1

JC-P = 137.1 Hz, PCH), 54.9 (OCH3), 61.0 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz, 

CH2CH3), 61.5 (d, 2
JC-P = 6.7 Hz, CH2CH3), 64.1 (CHOOCH2), 64.2 (CHOOCH2), 103.0 (CHOO), 
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113.6, 127.8 (d, 2
JC-P = 7.0 Hz), 130.0 (d, 3

JC-P = 6.9 Hz), 158.1 ppm; anal. calcd. for C17H27O6P: 

C 56.98, H 7.59, found: C 56.74, H 7.75. 

Diethyl 1-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (10a).
12 Dowex 50WX8 (3mL) was added 

to a solution of dioxolane 9a (14.5 mmol, 5.63 g) in water/acetone (10:1, 5 mL). After stirring at room 

temperature for 48 hours, the solution was filtered. The filtrate was concentrated, diluted with saturated 

aqueous NaCl solution and extracted three times with ethyl acetate (100 mL). The organic layer was 

dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. Column chromatography on silica gel 

using ethyl acetate gave compound 10a as a colorless oil (3.25 g, 65 %); 1H NMR (500.13 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.95-2.05 (m, 1H, 

CH2), 2.15-2.23 (m, 1H, CH2), 2.25-2.39 (m, 2H, CH2), 3.09 (ddd, J = 21.8, 11.3, 4.2 Hz, 1H, PCH), 

3.72 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.80-3.90 (m, 2H, CH2CH3), 3.93-4.03 (m, 2H, CH2CH3), 

6.79-6.82 (m, 1H), 6.88-6.91 (m, 2H), 9.55 (s, 1H, CHO); 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): 

δ = 16.1 (d, 3
JC-P = 5.6 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 22.3 (CH2CH2), 40.9 (d, 

2
JC-P = 14.8 Hz, CHCH2), 41.5 (d, 1

JC-P = 137.0 Hz, PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 61.2 (d, 

2
JC-P = 7.2 Hz, CH2CH3), 61.6 (d, 2

JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 111.6, 112.7 (d, 3
JC-P = 6.3 Hz), 121.2 (d, 

2
JC-P = 7.3 Hz), 127.8 (d, 3

JC-P = 6.6 Hz), 147.8, 148.4, 202.6 (CHO); anal. calcd. for C16H25O6P: 

C 55.81, H 7.32, found: C 55.79, H 7.39. 

General procedure for the synthesis of aldehydes (10b-d).
11 Dioxolanes 9b-d (30 mmol) were 

reacted with 2 M hydrochloric acid (100 mL) and acetone (10 mL) at 50 °C for 3 h. Acetone was 

removed under reduced pressure and the aqueous layer was extracted three times with CH2Cl2 (50 mL). 

The organic layer was dried over Na2SO4 and filtered. The solvent was evaporated under reduced 

pressure. Compound 10b was used as crude product without further purification in the next step. 

Column chromatography on silica gel using ethyl acetate gave compounds 10c-d as colorless oils. 
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Diethyl 5-oxo-1-phenylpentylphosphonate (10b). Colorless oil (7.79 g, 87 %, crude yield); 1H NMR 

(500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.06 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.26 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.53 (m, 

2H, CH2), 1.92-2.10 (m, 2H, CH2), 2.38 (m, 2H, CH2), 2.98 (ddd, J = 22.7, 11.2, 4.1 Hz, 1H, PCH), 

3.68 (m, 1H, CH2CH3), 3.87 (m, 1H, CH2CH3), 4.03 (m, 2H, CH2CH3), 7.27 (m, 1H), 7.27-7.35 (m, 

4H), 9.67 (t, J = 1.5 Hz, 1H, CHO) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): δ = 16.2 (d, 3
JC-P = 5.6 Hz, 

CH2CH3), 16.3 (d, 3
JC-P = 5.8 Hz, CH2CH3), 20.2 (d, 3

JC-P = 15.9 Hz, CH2), 29.2 (d, 2
JC-P = 3.3 Hz, 

CHCH2), 43.4 (CH2), 44.5 (d, 1
JC-P = 137.7 Hz, PCH), 61.8 (d, 2

JC-P = 7.2 Hz, CH2CH3), 62.6 (d, 

2
JC-P = 7.1 Hz, CH2CH3), 127.2 (d, 5

JC-P = 3.0 Hz), 128.5 (d, 4
JC-P = 2.5 Hz), 129.1 (d, 3

JC-P = 6.9 Hz), 

135.6 (d, 2JC-P = 6.7 Hz), 201.8 (CHO) ppm. 

Diethyl 4-oxo-1-p-tolylbutylphosphonate (10c). Colorless oil (5.91 g, 66 %); 1H NMR (500.13 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.92-2.10 (m, 2H, 

CH2), 2.11-2.44 (m, 6H, CH2, PhCH3), 3.13 (ddd, J = 21.7, 11.1, 3.9 Hz, 1H, PCH), 3.65-3.77 (m, 1H, 

CH2CH3), 3.77-3.88 (m, 1H, CH2CH3), 3.87-4.05 (m, 2H, CH2CH3), 6.98-7.30 (m, 4H), 9.55 (s, 1H, 

CHO) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 

3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 20.5 (PhCH3), 22.1 (d, 3

JC-P = 1.5 Hz, CH2CH2), 40.8 (d, 2
JC-P = 14.6 Hz, 

CHCH2), 41.5 (d, 1
JC-P = 136.6 Hz, PCH), 61.2 (d, 2

JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 61.6 (d, 2
JC-P = 6.8 Hz, 

CH2CH3), 128.9, 132.6 (d, 2
JC-P = 6.8 Hz), 136.0 (d, 5

JC-P = 3.3 Hz), 202.5 (CHO) ppm; anal. calcd. for 

C15H23O4P: C 60.39, H 7.77, found: C 60.14, H 7.48. 

Diethyl 1-(4-methoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (10d). Colorless oil (9.05 g, 96 %); 1H NMR 

(500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.03 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 

1.91-2.38 (m, 4H, CH2), 3.12 (ddd, J = 21.9, 11.4, 4.1 Hz, 1H, PCH), 3.67-3.85 (m, 6H, CH2CH3, 

OCH3), 3.93-4.03 (m, 2H, CH2CH3), 6.89 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.20 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 2H), 9.55 (s, 

1H, CHO) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.1 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.3 (d, 

3
JC-P = 5.7 Hz, CH2CH3), 22.2 (d, 3

JC-P = 1.2 Hz, CH2CH2), 40.9 (d, 2
JC-P = 14.7 Hz, CHCH2), 41.0 (d, 

1
JC-P = 137.0 Hz, PCH), 55.0 (OCH3), 61.2 (d, 2

JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 61.7 (d, 2
JC-P = 6.7 Hz, 
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CH2CH3), 113.6, 127.4 (d, 2
JC-P = 6.8 Hz), 130.2 (d, 3

JC-P = 6.8 Hz), 158.3, 202.7 (CHO) ppm;  anal. 

calcd. for C15H23O5P: C 57.32, H 7.38, found: C 56.99, H 7.42. 

General procedure for the synthesis of carboxylic acids (11a-d).
11 To a solution of the respective 

aldehyde 10a-d (1 eq, 5 mmol) in THF (7.5 mL), H2O2 (1.1 mL of a 30 % solution) and SeO2 (0.5 eq, 

2.5 mmol, 0.28 g) were added. The solution was refluxed for 4 h and the reaction mixture was 

concentrated under reduced pressure. Ethyl acetate (50 mL) was added to the remaining oil and the 

resulting solution was washed three times with 1 M hydrochloric acid (10 mL). After drying over 

Na2SO4, the organic solvent was removed under reduced pressure. The crude products 11c-d were 

treated with diethyl ether (20 mL) and stored at 7 °C to give compounds 11c-d as white solids. Pure 

compounds 11a and 11b were obtained without further purification.  

4-(Diethoxyphosphoryl)-4-(3,4-dimethoxyphenyl)butanoic acid (11a). Yellow resin (1.58 g, 88 %); 

1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.06 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H, 

CH2CH3), 1.91-2.01 (m, 1H, CH2), 2.06-2.10 (m, 2H, CH2), 2.13-2.19 (m, 1H, CH2), 3.10 (ddd, 

J = 21.8, 11.1, 4.0 Hz, 1H, PCH), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.78-3.89 (m, 1H, CH2CH3), 

3.93-4.07 (m, 3H, CH2CH3), 6.80-6.81 (m, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 12.10 (s, 1H, 

COOH); 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 

3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 25.0 (CH2CH2), 41.3 (d, 2

JC-P = 15.4 Hz, CHCH2), 41.5 (d, 1
JC-P = 137.7 Hz, 

PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 61.1 (d, 2
JC-P = 7.1 Hz, CH2CH3), 61.6 (d, 2

JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 

111.6, 112.7 (d, 3
JC-P = 6.3 Hz), 121.2 (d, 2

JC-P = 7.3 Hz), 127.9 (d, 3
JC-P = 6.7 Hz), 147.8, 148.4, 173.6 

(COOH); HPLC analysis: retention time = 1.84 min; peak area: 93.3 %. Eluent A: 5 mM NH4OAc 

solution; eluent B: CH3CN, isocratic (1:1) over 20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

5-(Diethoxyphosphoryl)-5-phenylpentanoic acid (11b). Colorless oil (1.04 g; 66 %); 1H NMR 

(600.22 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.01 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 

1.28-1.39 (m, 2H, CH2), 1.81-1.97 (m, 2H, CH2), 2.12-2.22 (m, 2H, CH2), 3.16 (ddd, J = 22.2, 11.3, 
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4.0 Hz, 1H, PCH), 3.68-3.73 (m, 1H, CH2CH3), 3.77-3.84 (m, 1H, CH2CH3), 3.92-4.00 (m, 2H, 

CH2CH3), 7.23-7.27 (m, 1H), 7.31-7.34 (m, 4H), 11.98 (s, 1H, COOH) ppm; 13C NMR (150.93 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 15.9 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 22.6 (d, 

3
JC-P = 15.7 Hz, CH2), 28.6 (d, 2

JC-P = 2.7 Hz, CHCH2), 33.0 (CH2), 42.6 (d, 1
JC-P = 136.0 Hz, PCH), 

61.1 (d, 2
JC-P = 7.1 Hz, CH2CH3), 61.5 (d, 2

JC-P = 6.7 Hz, CH2CH3), 126.7 (d, 5
JC-P = 2.9 Hz), 128.1, 

129.0 (d, 3
JC-P = 6.7 Hz), 136.2 (d, 2

JC-P = 6.9 Hz), 174.1 (COOH) ppm; anal. calcd. for C15H23O5P: 

C 57.32, H 7.38, found: C 57.56, H 7.23. 

4-(Diethoxyphosphoryl)-4-p-tolylbutanoic acid (11c). White solid (1.19 g, 76 %); mp: 78 °C; 

1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H, 

CH2CH3), 1.88-2.02 (m, 1H, CH2), 2.02-2.13 (m, 2H, CH2), 2.13-2.24 (m, 1H, CH2), 2.30 (s, 3H, 

PhCH3), 3.15 (ddd, J = 21.9, 11.1, 4.1 Hz, 1H, PCH), 3.64-3.77 (m, 1H, CH2CH3), 3.76-3.89 (m, 1H, 

CH2CH3), 3.89-4.08 (m, 2H, CH2CH3), 7.06-7.25 (m, 4H), 12.1 (s, 1H, COOH) ppm; 13C NMR 

(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.7 Hz, CH2CH3), 

20.6 (PhCH3), 24.8 (CH2CH2), 41.3 (d, 2
JC-P = 15.2 Hz, CHCH2), 41.6 (d, 1

JC-P = 136.8 Hz, PCH), 61.2 

(d, 2
JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 61.6 (d, 2

JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 128.8, 128.9, 132.6 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz), 

136.0 (d, 5
JC-P = 2.7 Hz), 173.7 (COOH) ppm; anal. calcd. for C18H23O5P: C 57.32, H 7.38, found: 

C 57.32, H 7.24. 

4-(Diethoxyphosphoryl)-4-(4-methoxyphenyl)butanoic acid (11d). White solid (1.04 g, 63%); mp: 

92 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 

3H, CH2CH3), 1.90-2.23 (m, 4H, CH2), 3.13 (ddd, J = 22.0, 11.2, 4.1 Hz, 1H, PCH), 3.67-3.85 (m, 5H, 

OCH3, CH2CH3), 3.93-4.02 (m, 2H, CH2CH3), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 3H), 7.20 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 3H), 

12.1 (s, 1H, COOH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.1 (d, 3
JC-P = 5.4 Hz, CH2CH3), 

16.3 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 25.0 (CH2CH2), 31.4 (d, 2

JC-P = 15.5 Hz, CHCH2), 41.2 (d, 

1
JC-P = 137.4 Hz, PCH), 55.0 (OCH3), 61.2 (d, 2

JC-P = 7.1 Hz, CH2CH3), 61.7 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz, 
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CH2CH3), 113.8, 127.4 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz), 130.1 (d, 3

JC-P = 6.6 Hz), 158.3 (d, 5
JC-P = 2.7 Hz), 173.8 

(COOH) ppm; anal. calcd. for C15H23O6P: C 54.54, H 7.02, found: C 54.40, H 7.28. 

General procedure for the synthesis of O-Bn-protected hydroxamic acids (12b-d, 14c-d, 21, 23).11 

To a solution of the respective carboxylic acid 11b-d, 20 (1 eq, 5 mmol) in dry CH2Cl2 (50 mL) 1,1´-

carbonyldiimidazole (1.1 eq, 5.5 mmol, 0.9 g) was added in small portions. After stirring at room 

temperature for 45 min, the appropriate hydroxylamine (1 eq, 5 mmol) was added in one portion. The 

solution was stirred overnight and the solvent was removed under reduced pressure. The remaining 

residue was dissolved in ethyl acetate (30 mL) and the organic layer was washed three times with an 

aqueous solution of citric acid (10 %, 10 mL) and once with a saturated aqueous solution of NaHCO3 

(10 mL). The organic layer was dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. 

The crude product was purified by column chromatography on silica gel using ethyl acetate / n-hexane 

(1:1) as the eluent to give compounds 12b-d, 14c-d, 21 and 23 as colorless oils. 

Diethyl 5-[benzyloxy(methyl)amino]-5-oxo-1-phenylpentylphosphonate (12b). Colorless oil (1.84 g, 

85 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.00 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 1.19 (t, J = 7.0 Hz, 

3H, CH2CH3), 1.23-1.32 (m, 2H, CH2), 1.75-93 (m, 2H, CH2), 2.23-2.34 (m, 2H, CH2), 3.09 (s, 3H, 

NCH3), 3.11 (ddd, J = 21.9, 11.1, 4.0 Hz, 1H, PCH), 3.64-3.72 (m, 1H, CH2CH3), 3.75-3.83 (m, 1H, 

CH2CH3), 3.91-3.99 (m, 2H, CH2CH3), 4.84 (s, 2H, PhCH2), 7.21-7.46 (m, 10H) ppm; 13C NMR 

(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 

22.2 (CH2CH2), 28.7 (d, 2
JC-P = 2.9 Hz, CHCH2), 30.9 (CH2), 32.7 (NCH3), 42.8 (d, 1

JC-P = 135.5 Hz, 

PCH), 61.1 (d, 2
JC-P = 7.1 Hz, CH2CH3), 61.5 (d, 2

JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 75.0 (PhCH2), 127.0 (d, 

5
JC-P = 2.7 Hz), 128.1 (d, 4

JC-P = 1.8 Hz), 128.4, 128.6, 129.0 (d, 3
JC-P = 6.8 Hz), 129.4, 134.8, 136.6 (d, 

2
JC-P = 6.9 Hz), 173.4 (C=O) ppm; anal. calcd. for C23H32NO5P: C 63.73, H 7.44, N 3.23, found: 

C 63.53, H 7.29, N 3.20. 



   S10 

 

Diethyl 4-(benzyloxyamino)-4-oxo-1-p-tolylbutylphosphonate (12c). Colorless oil (1.56 g, 72 %); 

1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H, 

CH2CH3), 1.81 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2), 1.89-2.06 (m, 1H, CH2), 2.07-2.43 (m, 4H, CH2, PhCH3), 

3.00-3.21 (ddd, J = 22.0, 11.3, 3.2 Hz, 1H, PCH), 3.62-3.76 (m, 1H, CH2CH3), 3.76-3.89 (m, 1H, 

CH2CH3), 3.89-4.14 (m, 2H, CH2CH3), 4.52 (s, 0.26H, E-isomer, PhCH2), 4.74 (s, 1.74H, Z-isomer, 

PhCH2), 7.13 (s, 4H) 7.36 (s, 5H), 10.50 (s, 0.13H, E-isomer, NH), 10.86 (s, 0.87H, Z-isomer, NH) 

ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 

3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 20.6 (PhCH3), 25.1 (CH2CH2), 29.8 (d, 2JC-P = 16.3 Hz, CHCH2), 41.8 (d, 1JC-P 

= 136.6 Hz, PCH), 61.2 (d, 2
JC-P = 7.2 Hz, CH2CH3), 61.5 (d, 2

JC-P = 6.6 Hz, CH2CH3), 76.6 (PhCH2), 

128.1, 128.2, 128.6, 128.9, 128.9 (d, 2
JC-P = 6.7 Hz), 132.6 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz), 135.9 (d, 5
JC-P = 2.6 Hz), 

168.5 (C=O) ppm; anal. calcd. for C22H30NO5P: C 63.00, H 7.21, N 3.34, found: C 62.79, H 7.55, 

N 3.31. 

Diethyl 4-[benzyloxy(methyl)amino[-1-(4-methoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (12d). Colorless 

oil (1.48 g, 66 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, 

J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.87-1.97 (m, 1H, CH2), 2.14-2.22 (m, 3H, CH2), 3.09-3.16 (m, 4H, NCH3, 

PCH), 3.67-3.84 (m, 4H, OCH3, CH2CH3), 3.77-3.84 (m, 1H, CH2CH3), 3.93-3.99 (m, 2H, CH2CH3), 

4.62-4.69 (m, 2H, PhCH2), 6.91 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.19-7.21 (m, 4H), 7.33-7.35 (m, 3H) ppm; 

13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): δ = 16.5 (d, 3
JC-P = 5.6 Hz, CH2CH3), 16.7 (d, 3

JC-P = 5.6 Hz, 

CH2CH3), 24.9 (CH2CH2), 29.7 (d, 2
JC-P = 15.8 Hz, CHCH2), 33.1 (NCH3), 41.7 (d, 1

JC-P = 137.2 Hz, 

PCH), 55.4 (OCH3), 61.6 (d, 2
JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 62.0 (d, 2

JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 75.6 (PhCH2), 

114.2, 128.0, 128.7, 129.0, 129.8, 130.5 (d, 3JC-P = 6.5 Hz), 134.8, 158.7, 173.4 (C=O) ppm; anal. calcd. 

for C23H32NO6P: C 61.46, H 7.18, N 3.12, found: C 61.22, H 7.06, N 2.93. 

Diethyl 4-[benzyloxy(methyl)amino]-4-oxo-1-p-tolylbutylphosphonate (14c). Colorless oil (1.74 g, 

83 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, J = 6.8 Hz, 

3H, CH2CH3), 1.86-1.99 (m, 1H, CHCH2), 2.13-2.26 (m, 3H, CH2), 2.29 (s, 3H, PhCH3), 3.10 (s, 3H, 



   S11 

 

NCH3), 3.12-3.22 (m, 1H, PCH), 3.65-3.78 (m, 1H, CH2CH3), 3.78-3.89 (m, 1H, CH2CH3), 3.89-4.03 

(m, 2H, CH2CH3), 4.66 (dd, J = 24.2, 9.9 Hz, 2H, PhCH2), 7.04-7.27 (m, 6H), 7.27-7.49 (m, 3H) ppm; 

13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.5 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.6 (d, 3

JC-P = 5.6 Hz, 

CH2CH3), 21.0 (PhCH3), 24.7 (CH2CH2), 29.7 (d, 2
JC-P = 15.3 Hz, CHCH2), 33.1 (NCH3), 42.2 (d, 

1
JC-P = 136.5 Hz, PCH), 61.6 (d, 2

JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 62.0 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 75.6 

(PhCH2), 124.4, 128.3, 128.7, 129.0, 129.8, 133.2 (d, 3
JC-P = 6.6 Hz), 134.8, 136.4 (d, 5

JC-P = 2.9 Hz), 

173.3 (C=O) ppm; anal. calcd. for C23H32NO5P: C 63.73, H 7.44, N 3.23, found: C 63.55, H 7.45, 

N 3.16. 

Diethyl 4-(benzyloxyamino)-1-(4-methoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (14d). Colorless oil (1.39 

g, 64 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.04 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.21 (t, 

J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.79-1.82 (m, 2H, CH2), 1.89-1.97 (m, 1H, CH2), 2.15-2.21 (m, 1H, CH2), 

3.00-3.21 (ddd, J = 22.0, 11.3, 3.4 Hz, 1H, PCH), 3.66-3.71 (m, 1H, CH2CH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 

3.77-3.83 (m, 1H, CH2CH3), 3.92-3.99 (m, 2H, CH2CH3), 4.74 (s, 2H, PhCH2), 6.88 (d, J = 8.4 Hz, 2H) 

7.17 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.33-7.36 (m, 5H), 10.86 (s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): 

δ = 16.0 (d, 3
JC-P = 5.4 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 25.2 (CH2CH2), 29.8 (d, 

2
JC-P = 17.2 Hz, CHCH2), 41.3 (d, 1

JC-P = 136.8 Hz, PCH), 61.1 (d, 2
JC-P = 7.1 Hz, CH2CH3), 61.5 (d, 

2
JC-P = 6.4 Hz, CH2CH3), 76.6 (PhCH2), 113.7, 128.1, 128.2, 128.6, 130.6 (d, 2

JC-P = 6.7 Hz), 136.0, 

158.1, 168.5 (C=O) ppm; anal. calcd. for C22H30NO6P: C 60.68, H 6.94, N 3.22, found: C 60.57, H 7.17, 

N 3.11. 

Diethyl {2-[benzyloxy(methyl)amino]-2-oxoethoxy}(4-methoxyphenyl)methylphosphonate (21). 

Colorless oil (2.26 g, quant.); 1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 

1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 3.17 (s, 3H, NCH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.94-4.03 (m, 1H, CH2CH3), 

4.03 (d, J = 16.1 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.05-4.13 (m, 1H, CH2CH3), 4.17 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH2CH3), 

4.31 (d, J = 16.0 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.68 (dd, J = 39.7, 10.5 Hz, 2H, PhCH2), 4.95 (d, 2JH,P = 14.4 Hz, 

1H, PCH), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.17-7.24 (m, 2H), 7.29-7.35 (m, 3H), 7.38 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 2H) 
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ppm; 13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): δ = 16.4 (d, 3
JC-P = 5.8 Hz, CH2CH3), 16.5 (d, 3

JC-P = 5.8 Hz, 

CH2CH3), 33.5 (NCH3), 55.3 (OCH3), 63.0 (d, 2
JC-P = 6.6 Hz, CH2CH3), 63.3 (d, 2

JC-P = 6.9 Hz, 

CH2CH3), 65.6 (d, 3
JC-P = 12.8 76.4 (PhCH2), 77.3 (d, 1

JC-P = 169.5 Hz, PCH), 114.0 (d, 4
JC-P = 1.5 Hz), 

125.6 (d, 2
JC-P = 2.1 Hz), 128.7, 129.1, 129.3, 130.0 (d, 3

JC-P = 6.2 Hz), 134.0, 159.9 (d, 5
JC-P = 2.5 Hz), 

171.2 (C=O) ppm; anal. calcd. for C21H28NO7P: C 58.53, H 6.70, N 3.10, found: C 58.75, H 6.55, 

N 3.14. 

Diethyl [2-(benzyloxyamino)-2-oxoethoxy](4-methoxyphenyl)methylphosphonate (23). Colorless 

oil (1.97 g, 90 %); 1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 1.23 (t, 

J = 7.1 Hz, CH2CH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.87-4.04 (m, 4H, CH2CH3), 3.89 (d, J = 15.8 Hz, 1H, 

OCH2C=O), 4.18 (dd, J = 15.9, 1.4 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.43 (d, 2
JH,P = 15.7 Hz, 1H, PCH), 4.99 (dd, 

J = 31.0, 11.1 Hz, 2H, PhCH2), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.23-7.26 (m, 1H), 7.31-7.43 (m, 4H), 7.46 (d, 

J = 6.7 Hz, 2H), 10.04 (s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): δ = 16.3 (CH2CH3), 16.4 

(CH2CH3), 55.3 (OCH3), 63.2 (d, 2
JC-P = 7.3 Hz, CH2CH3), 63.7 (d, 2

JC-P = 6.6 Hz, CH2CH3), 69.2 (d, 

3
JC-P = 14.2 Hz), 78.2 (PhCH2), 79.0 (d, 1

JC-P = 171.8 Hz, PCH), 114.2 (d, 4
JC-P = 1.4 Hz), 124.7 (d, 

2
JC-P = 2.1 Hz), 128.5, 128.7, 129.2 (d, 3

JC-P = 6.0 Hz), 129.3, 135.2, 160.3 (d, 5
JC-P = 2.6 Hz), 166.2 

(C=O) ppm; anal. calcd. for C21H28NO7P: C 56.60, H 6.41, N 3.30, found: C 56.39, H 6.38, N 3.12. 

General procedure for the synthesis of O-Bn-protected hydroxamic acids (12a, 14a).
13 To a 

solution of the carboxylic acid 11a (1 eq, 5 mmol, 1.80 g) in dry THF (50 mL) N-methylmorpholin 

(NMM) (1.1 eq, 5.5 mmol, 506 mg) was added. The solution was cooled down to -20 °C and isobutyl 

chloroformate (1.1 eq, 5.5 mmol, 751 mg) was added. After 10 min, the appropriate hydroxylamine (1 

eq, 5 mmol) was added dropwise. The reaction mixture was warmed up to room temperature overnight. 

The precipitated NMM-hydrochloride was filtered off and the filtrate was concentrated under reduced 

pressure. The residue was dissolved in H2O / ethyl acetate and the aqueous layer was extracted three 

times with ethyl acetate (50 mL). The organic layers were combined and washed twice with a saturated 

aqueous solution of NaHCO3 (10 mL), dried over Na2SO4, filtered and concentrated under reduced 
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pressure. The crude product was purified by column chromatography on silica gel using ethyl 

acetate/n-hexane (1:1) as the eluent to give compounds 12a and 14a as yellow oils. 

Diethyl 4-[benzyloxy(methyl)amino]-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (12a). 

Yellow oil (1.53 g, 64 %); 1H NMR (600.22 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 

1.21 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.90-1.97 (m, 1H, CH2), 2.13-2.28 (m, 3H, CH2), 3.10-3.14 (m, 4H, 

PCH, NCH3), 3.71-3.77 (m, 7H, OCH3, CH2CH3),  3.80-3.86 (m, 1H, CH2CH3), 3.94-4.01 (m, 2H, 

CH2CH3), 4.66 (dd, J = 22.5, 9.9 Hz, 2H, PhCH2), 6.82 (d, J = 8.2 Hz,1H), 6.88 (s, 1H), 6.92 (d, 

J = 8.2 Hz), 7.17-7.18 (m, 2H), 7.30-7.36 (m, 3H) ppm; 13C NMR (150.93 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.0 

(d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 24.6 (CH2CH2), 29.2 (d, 2
JC-P = 16.2 Hz, 

CHCH2), 32.6 (NCH3), 41.7 (d, 1
JC-P = 137.2 Hz, PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 61.1 (d, 

2
JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 61.5 (d, 2

JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 75.1 (PhCH2), 111.6, 112.8 (d, 

3
JC-P = 6.4 Hz), 121.2 (d, 2

JC-P = 7.4 Hz), 128.1 (d, 3
JC-P = 6.7 Hz), 128.3, 128.6, 129.3, 147.8 (d, 

5
JC-P = 2.3 Hz), 148.4 (d, 4

JC-P = 1.7 Hz), 173.0 (C=O); anal. calcd. for C24H34NO7P: C 60.12, H 7.15, 

N 2.92, found: C 60.37, H 7.31, N 2.65. 

Diethyl 4-(benzyloxyamino)-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (14a). Yellow oil 

(1.07 g, 46 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.22 (t, 

J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.82 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH2), 1.91-1.99 (m, 1H,CH2), 2.12-2.21 (m, 1H, 

CH2), 3.05 (ddd, J = 21.8, 11.3, 3.5 Hz, 1H, PCH), 3.72 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.79-3.87 

(m, 2H, CH2CH3), 3.93-4.00 (m, 2H, CH2CH3), 4.74 (s, 2H, PhCH2), 6.78 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.84 (s, 

1H), 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 10.51 (s, 0.1H, E-isomer, OH), 10.87 (s, 0.9H, Z-isomer, OH) ppm; 

13C NMR (125.76 MHz, DMSO-d6): δ = 16.1 (d, 3
JC-P = 5.6 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.4 Hz, 

CH2CH3), 25.3 (CH2CH2), 29.9 (CHCH2), 41.7 (d, 1
JC-P = 136.7 Hz, PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 

61.2 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 61.6 (d, 2

JC-P = 6.7 Hz, CH2CH3), 76.6 (PhCH2), 111.5, 112.7 (d, 

3
JC-P = 6.3 Hz), 121.2 (d, 3

JC-P = 7.0 Hz), 127.8 (d, 2
JC-P = 6.7 Hz), 128.1, 128.2, 128.6, 136.0, 147.7 (d, 
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5
JC-P = 2.8 Hz), 148.3, 168.5 (C=O) ppm; anal. calcd. for C23H32NO7P: C 59.35, H 6.93, N 3.01, found: 

C 59.08, H 7.22, N 2.82. 

General procedure for the synthesis of phosphonic acids 16b-d and target compounds 3a, 5a-b, 

6.
11 To a solution of the respective phosphonic acid diethyl ester (12b-d, 22, 27, 28, 31) (1 eq, 3 mmol) 

in dry dichloromethane (10 mL), trimethylsilyl bromide (5 eq, 1.99 mL, 15 mmol) was added at 0 °C. 

After 1 h, the solution was allowed to warm up to room temperature and stirred for additional 23 h. The 

solvent was removed under reduced pressure; the remaining residue was dissolved in THF (10 mL), and 

water (0.1 mL) was added. After 30 min the solvent was evaporated and the resulting residue dried 

under reduced pressure overnight. Compound 16b was used as crude product in the next step without 

further purification. Pure phosphonic acids 16c-d and 6 were obtained at 7 °C after addition of ethyl 

acetate and filtration. Compound 3a was provided as pure crystalline solid after crystallization from 

ethyl acetate. Target compounds 5a-b were obtained as yellow oils. 

{2-[Hydroxy(methyl)amino]-2-oxoethoxy}(4-methoxyphenyl)methylphosphonic acid (3a). 

Colorless crystals (229 mg, 25 %); mp: 143 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 3.05 (s, 3H, 

NCH3), 3.75 (s, 3H, OCH3), 4.15 (d, J = 16.1 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.29 (d, J = 16.1 Hz, 1H, 

OCH2C=O), 4.61 (d, 2JH,P = 13.9 Hz, 1H, PCH), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.30 (dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 2H), 

9.85 (br s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 35.6 (NCH3), 55.0 (OCH3), 66.4 (d, 

3
JC-P = 10.8 Hz), 78.1 (d, 1

JC-P = 161.5 Hz, PCH), 113.2, 127.9, 129.4 (d, JC-P = 5.5 Hz), 158.8 (d, 

JC-P = 2.1 Hz), 169.6 (C=O) ppm; anal. calcd. for C11H16NO7P: C 43.29, H 5.28, N 4.59, found: C 43.15, 

H 5.30, N 4.47. 

4-[Benzyloxy(methyl)amino]-4-oxo-1-p-tolylbutylphosphonic acid (16c). White solid (679 mg, 

60 %); mp: 164 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.83-1.97 (m, 1H, CH2), 2.16-2.25 (m, 

3H, CH2), 2.27 (s, 3H, PhCH3), 2.82 (ddd, J = 13.6, 11.1, 1.8 Hz, 1H, PCH), 3.08 (s, 3H, NCH3), 

4.45-4.83 (dd, J = 21.6, 9.7 Hz, 2H, PhCH2), 6.98-7.28 (m, 6H), 7.28-7.56 (m, 3H) ppm; 13C NMR 
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(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 21.0 (PhCH3), 25.3 (CH2CH2), 30.1 (d, 2
JC-P = 15.1 Hz, CHCH2), 33.1 

(NCH3), 44.4 (d, 1
JC-P = 134.1 Hz, PCH), 75.6 (PhCH2), 128.7, 129.0, 129.4 (d, 4

JC-P = 6.3 Hz), 129.8, 

133.1, 134.8, 135.4 (d, 3
JC-P = 6.7 Hz), 135.6 (d, 5

JC-P = 2.7 Hz), 173.7 (C=O) ppm; anal. calcd. for 

C19H24NO5P: C 60.47, H 6.41, N 3.71, found: C 60.22, H 6.37, N 3.61. 

4-[Benzyloxy(methyl)amino]-1-(4-methoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonic acid (16d). White solid 

(389 mg, 33 %); mp: 144 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.86-1.94 (m, 1H, CH2), 

2.18-2.25 (m, 3H, CH2), 2.79-2.86 (m, 1H, PCH), 3.09 (s, 3H, NCH3), 3.72 (s, 3H, OCH3), 4.62-4.68 

(m, 2H, PhCH2), 6.86-6.88 (m, 2H), 7.16-7.19 (m, 4H), 7.31-7.37 (m, 3H), 9.83 (br s, 2H, OH) ppm; 

13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 25.4 (CH2CH2), 30.1 (d, 2
JC-P = 15.0 Hz, CHCH2), 33.1 

(NCH3), 43.9 (d, 1JC-P = 134.9 Hz, PCH), 55.4 (OCH3), 75.6 (PhCH2), 113.9, 128.7, 129.3, 129.8, 130.2 

(d, 4
JC-P = 7.0 Hz), 130.4 (d, 3

JC-P = 6.5 Hz), 134.8, 158.2, 173.7 (C=O) ppm; anal. calcd. for 

C19H24NO6P: C 58.01, H 6.15, N 3.56, found: C 57.91, H 6.20, N 3.39.  

1-Benzamido-4-[hydroxyl(methyl)amino]-4-oxobutylphosphonic acid (5a). Yellow oil (607 mg, 

64 %); 1H NMR (600.22 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.86-1.94 (m, 1H, CH2), 2.02-2.09 (m, 1H, CH2), 

2.21-2.46 (m, 2H, CH2), 2.80 (s, 3H, NCH3), 4.23-4.30 (m, 1H, PCH), 7.44-7.47 (m, 2H), 7.51-7.53 (m, 

1H), 7.87-7.89 (m, 2H), 8.12-8.15 (m, 1H, CONH), 9.71 (s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (150.93 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 24.1 (CH2CH2), 28.6 (d, 2
JC-P = 14.8 Hz, CHCH2), 37.0 (NCH3), 40.0 (d, 

1
JC-P = 153.2 Hz, PCH), 127.4, 128.0, 131.0, 134.3, 166.0 (d, 3

JC-P = 4.2 Hz, CONH), 172.5 (C=O) ppm; 

HPLC analysis: retention time = 1.82 min; peak area: 99.8 %. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent 

B: CH3CN, isocratic (1:1) over 20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

1-Benzamido-4-(hydroxyamino)-4-oxobutylphosphonic acid (5b). Yellow oil (390 mg, 43 %); 

1H NMR (600.22 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.84-2.09 (m, 4H, CH2), 4.18-4.29 (m, 1H, PCH), 4.78 (br s, 

P(OH)2), 7.34-7.56 (m, 3H), 7.87-7.90 (m, 2H), 8.20 (d, J = 9.6 Hz, 1H, CONH), 10.09 (s, 0.3H), 10.32 

(br s, 0.6H) ppm; 13C NMR (150.93 MHz, [D6]DMSO): δ = 25.1 (CH2CH2), 28.6 (CHCH2), 47.0 (d, 
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1
JC-P = 151.8 Hz, PCH), 127.5, 128.0, 131.1, 134.3, 166.2 (C=O), 168.6 (C=O) ppm; HPLC analysis: 

retention time = 1.88 min; peak area: 99.8 %. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: CH3CN, 

isocratic (1:1) over 20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

4-(2-Hydroxyphenylamino)-4-oxo-1-phenylbutylphosphonic acid (6). Colorless foam (885 mg, 

88 %); 1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 2.00-2.12, 2.20-2.30, 2.30-2.40 (3m, 4H, CH2), 2.91 (ddd, 

J = 21.9, 11.2, 3.8 Hz, 1H, PCH), 3.52 (br s, OH), 6.74 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 7.9, 1.0 Hz, 

1H), 6.93 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.18-7.35 (m, 5H), 7.59 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 9.16 (s, 1H, NH), 9.64 (br s, 

1H, OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): δ = 25.9 (CHCH2), 34.1 (d, 3
JC-P = 14.8 Hz, CH2CH2), 

44.6 (d, 1
JC-P = 133.6 Hz, PCH), 115.9, 118.8, 122.5, 124.6, 126.1, 126.1 (d, JC-P = 2.8 Hz), 127.9 (d, 

JC-P = 1.2 Hz), 129.1 (d, JC-P = 6.4 Hz), 138.0 (d, JC-P = 6.4 Hz), 147.9, 171.2 (C=O) ppm; HPLC 

analysis: retention time = 8.71 min; peak area: 92.2 %. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: 

CH3CN, gradient (0 – 95 %) over 20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

General procedure for the synthesis of tri-O-benzyl protected phosphonohydroxamic acids 

(15a,c,d, 13a, 24, 34).
11 To a solution of the respective phosphonic acid diethyl ester (14a,c,d, 12a, 23, 

33) (1 eq, 3 mmol) in dry CH2Cl2 (10 mL), trimethylsilyl bromide (5 eq, 15 mmol, 1.99 mL in case of 

compounds 15a,c,d, 13a, 24; 10 eq, 30 mmol, 3.98 mL in case of compound 34) was added at 0 °C. 

After 1 h, the solution was allowed to warm up to room temperature and stirred for 23 h. The solvent 

was removed under reduced pressure. The residue was dissolved in THF (10 mL) and treated with water 

(0.1 mL). After 30 min, the solvent was evaporated and the residue was dried under reduced pressure 

overnight. The residue was dissolved in benzene (20 mL). 2-Benzyl-1,3-dicyclohexyl-isourea (2 eq, 

6 mmol, 1.89 g in case of compounds 15a,c,d, 13a, 24; 4 eq, 12 mmol, 3.78 g in case of compound 34) 

was added. The mixture was refluxed for 6 h. After cooling to room temperature, ethyl acetate (30 mL) 

was added, solid 1,3-dicyclohexyl-urea was filtered off and the solvent was removed under reduced 

pressure. Column chromatography on silica gel using ethyl acetate provided compounds 15a,c,d, 13a, 

24 and 34. 
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Dibenzyl 4-[benzyloxy(methyl)amino]-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (13a). 

Yellow oil (550 mg; 30 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.99-2.03 (m, 1H, CH2), 

2.20-2.28 (m, 3H, CH2), 3.09 (s, 3H, NCH3), 3.26-3.32 (m, 1H, PCH), 3.61 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, 

OCH3), 4.64 (dd, J = 24.6, 9.9 Hz, 2H, PhCH2), 4.76 (dd, J = 12.0, 7.8 Hz, 1H, PhCH2), 4.85 (dd, 

J = 12.0, 6.8 Hz, 1H, PhCH2), 4.96 (dd, J = 12.0, 7.1 Hz, 1H, PhCH2), 5.02 (dd, J = 12.0, 8.5 Hz, 1H, 

PhCH2), 6.83-6.84 (m, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.17-7.18 (m, 4H), 7.29-7.37 (m, 

11H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 24.4 (CH2CH2), 29.2 (d, 2JC-P = 16.4 Hz, CHCH2), 

32.6 (NCH3), 41.8 (d, 1
JC-P = 136.3 Hz, PCH), 55.2 (OCH3), 55.4 (OCH3), 66.5 (d, 2

JC-P = 6.9 Hz, 

CH2CH3), 66.8 (d, 2
JC-P = 6.5 Hz, CH2CH3), 75.1 (PhCH2), 111.7, 112.8 (d, 3

JC-P = 6.2 Hz), 121.2 (d, 

3
JC-P = 7.4 Hz), 127.4, 127.6, 127.7 (d, 2

JC-P = 7.2 Hz), 127.9, 128.0, 128.2, 128.2, 128.3, 128.6, 129.3, 

134.3, 136.5 (d, 3
JC-P

 = 6.1 Hz), 136.6 (d, 3
JC-P = 6.4 Hz), 147.9 (d, 5

JC-P = 2.3 Hz), 148.5 (d, 

4
JC-P = 1.5 Hz), 172.9 (C=O) ppm; anal. calcd. for C34H38NO7P: C 67.65, H 6.35, N 2.32, found: 

C 67.43, H 6.20, N 2.28. 

Dibenzyl 4-(benzyloxyamino)-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonate (15a). Yellow oil 

(248 mg; 14 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.83-1.86 (m, 2H, CH2), 1.97-2.06 (m, 1H, 

CH2), 2.24-2.28 (m, 1H, CH2), 3.23 (ddd, J = 22.0, 11.4, 3.2 Hz, 1H, PCH), 3.61 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 

3H, OCH3), 4.73-4.77 (m, 3H, PhCH2), 4.83-4.87 (m, 1H, PhCH2), 4.94-5.04 (m, 2H, PhCH2), 6.80 (d, 

J = 8.2 Hz, 1H), 6.83 (s, 1H), 6.89 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.17-7.19 (m, 2H), 7.30-7.37 (m, 12H), 10.51 (s, 

0.1H, E-isomer, OH), 10.87 (s, 0.9H, Z-isomer, OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): 

δ = 25.2 (CH2CH2), 29.8 (d, 2
JC-P = 16.0 Hz, CHCH2), 41.8 (d, 1

JC-P = 136.1 Hz, PCH), 55.2 (OCH3), 

55.4 (OCH3), 66.5 (d, 2
JC-P = 6.7 Hz, CH2CH3), 66.8 (d, 2

JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 76.6 (PhCH2), 111.6, 

112.7 (d, 3
JC-P = 6.3 Hz), 121.3 (d, 3

JC-P = 7.3 Hz), 127.4, 127.5, 127.6, 128.0, 128.1, 128.2, 128.2, 

128.4, 128.6, 136.0, 136.5 (d, 3
JC-P = 6.4 Hz), 136.6 (d, 3

JC-P = 6.0 Hz), 147.9 (d, 5
JC-P = 2.5 Hz), 148.4, 

168.47 (C=O) ppm; anal. calcd. for C33H36NO7P: C 67.22, H 6.15, N 2.38, found: C 67.47, H 6.27, 

N 2.36. 
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Dibenzyl 4-(benzyloxyamino)-4-oxo-1-p-tolylbutylphosphonate (15c). Colorless oil (620 mg, 38 %); 

1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.43-1.94 (m, 2H, CH2), 1.94-2.11 (m, 2H, CH2), 2.28 (s, 3H, 

PhCH3), 3.25 (ddd, J = 22.2, 11.6, 3.4 Hz, 1H, PCH), 4.45-4.64 (m, 0.26H, E-isomer, PhCH2), 

4.66-4.90 (m, 3.74H, Z-isomer, PhCH2), 4.90-5.07 (m, 2H, PhCH2), 6.90-7.23 (m, 6H) 7.24-7.65 (m, 

13H), 10.53 (s, 0.13H, E-isomer, NH), 10.90 (s, 0.87H, Z-isomer, NH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, 

CDCl3): δ = 20.6 (PhCH3), 25.0 (CH2CH2), 29.8 (d, 2
JC-P = 13.9 Hz, CHCH2), 41.9 (d, 1

JC-P = 136.0 Hz, 

PCH), 66.6 (d, 2
JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 66.7 (d, 2

JC-P = 6.5 Hz, CH2CH3),  76.6 (PhCH2), 127.3, 127.6, 

127.9, 128.1, 128.2, 128.2, 128.3, 128.6, 128.9 (d, 3
JC-P = 4.0 Hz), 129.0, 132.2 (d, 2

JC-P = 7.6 Hz), 

136.0, 136.1 (d, 5
JC-P = 3.1 Hz), 136.4, 136.5 (d, 5

JC-P = 2.3 Hz), 136.5, 168.4 (C=O) ppm; anal. calcd. 

for C32H34NO5P: C 70.70, H 6.30, N 2.58, found: C 70.29, H 6.41, N 2.89. 

Dibenzyl [2-(benzyloxyamino)-2-oxoethoxy](4-methoxyphenyl)methylphosphonate (15d). Colorless 

oil (101 mg, 6 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.80-1.83 (m, 2H, CH2), 1.95-2.04 (m, 1H, 

CH2), 2.22-2.27 (m, 1H, CH2), 3.20-3.26 (ddd, J = 3.2, 11.3, 23.2 Hz 1H, PCH), 3.74 (s, 3H, OCH3), 

4.69-4.83 (m, 4H, PhCH2), 4.92-5.01 (m, 2H, PhCH2), 6.88 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.15-7.19 (m, 4H), 

7.29-7.39 (m, 13H), 10.50 (s, 0.1H, E-isomer, NH), 10.86 (s, 0.9H, Z-isomer, NH) ppm; 13C NMR 

(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ= 25.1 (CH2CH2), 29.8 (d, 2
JC-P = 16.2 Hz, CHCH2), 41.4 (d, 

1
JC-P = 136.4 Hz, PCH), 55.0 (OCH3), 66.5 (d, 2

JC-P = 6.6 Hz, CH2CH3), 66.7 (d, 2
JC-P = 6.6 Hz, 

CH2CH3), 76.6 (PhCH2), 113.8, 127.4, 127.6, 127.9, 128.1, 128.2, 128.2, 128.4, 128.6, 130.2 (d, 

JC-P = 6.9 Hz), 136.0, 136.5, 136.5, 136.6, 128.3, 168.4 (C=O) ppm; anal. calcd. for C32H34NO6P: 

C 68.68, H 6.12, N 2.50, found: C 68.49, H 6.27, N 2.59. 

Dibenzyl [2-(benzyloxyamino)-2-oxoethoxy](4-methoxyphenyl)methylphosphonate (24). Pale 

yellow oil (590 mg, 35 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 3.77 (s, 3H, OCH3), 3.78 (m, 1H, 

OCH2C=O), 3.88 (d, J = 13.8 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.78 (s, 2H, PhCH2), 4.87 (dd, J = 11.8, 8.2 Hz, 1H, 

PhCH2), 4.96 (dd, J = 11.9, 7.0 Hz, 1H, PhCH2), 5.04 (d, 2JH,P = 14.1 Hz, 1H, PCH), 5.07 (d, J = 7.4 Hz, 

2H, PhCH2), 6.94 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.21-7.25 (m, 2H), 7.29-7.40 (m, 15H), 10.78 (s, 0.1H, E-isomer, 
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NH), 11.11 (s, 0.9H, Z-isomer, NH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 55.7 (OCH3), 66.9 

(d, 3
JC-P = 13.6 Hz, OCH2C=O), 67.2 (d, 2

JC-P = 6.2 Hz, PhCH2), 67.6 (d, 2
JC-P = 6.5 Hz, PhCH2), 76.9 

(PhCH2), 77.0 (d, 1
JC-P = 167.0 Hz, PCH), 113.7, 125.5, 127.5, 127.6, 128.1 (d, 3

JC-P = 5.3 Hz), 128.2, 

128.3, 128.3, 128.7, 129.7 (d, JC-P = 5.8 Hz), 135.7, 136.3 (d, JC-P = 5.8 Hz), 136.4 (d, 3
JC-P = 6.2 Hz), 

159.4 (d, 5
JC-P = 2.1 Hz), 165.1 (C=O) ppm; anal. calcd. for C31H32NO7P: C 66.30, H 5.74, N 2.49, 

found: C 66.10, H 5.97, N 2.32. 

Tetrabenzyl 1-(naphthalen-1-yl)propane-1,3-diyldiphosphonate (34). White solid (332 mg; 16 %) 

mp: 109 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.39-1.59 (m, 1H, PCH2), 1.69-1.89 (m, 1H, 

PCH2), 2.05-2.32 (m, 1H, CHCH2), 2.36-2.48 (m, 1H, CHCH2), 4.39 (ddd, J = 13.9, 10.1, 4.2 Hz, 1H, 

PCH), 4.56 (dd, J = 11.8, 7.8 Hz, 1H, PhCH2), 4.75 (dd, J = 11.9, 7.1 Hz, 1H, PhCH2), 4.81-5.13 (m, 

6H, PhCH2), 7.08-7.45 (m, 20H), 7.45-7.66 (m, 4H), 7.88 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 

8.17 (d, J = 8.1 Hz, 1H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ =  22.8 (dd, 1
JC-P = 137.8 Hz, 

3
JC-P = 12.4 Hz, PCH2), 23.8 (m, CHCH2), 36.5 (dd, 1

JC-P = 132.4 Hz, 3
JC-P = 8.3 Hz, PCH), 66.3 (d, 

2
JC-P = 6.0 Hz, PhCH2), 66.7 (d, 2

JC-P = 7.0 Hz, PhCH2), 66.9 (d, 2
JC-P = 6.7 Hz, PhCH2), 123.5, 125.3 

(d, 4
JC-P = 3.4 Hz), 125.5 (4

JC-P = 5.3 Hz), 125.6, 126.2, 127.2, 127.6, 127.6, 127.9, 128.1 (d, 

4
JC-P = 1.7 Hz), 128.3, 128.6, 131.5 (d, 3

JC-P = 5.8 Hz), 132.3 (d, 3
JC-P = 6.1 Hz), 133.4 (d, 2

JC-P = 

13.9 Hz), 136.3 (d, 3
JC-P = 6.4 Hz), 136.4 (d, 3

JC-P = 1.6 Hz), 136.1 (d,  3
JC-P = 6.4 Hz), 136.4 (d, 

3
JC-P = 2.6 Hz) ppm; anal. calcd. for C21H32O6P2: C 71.30, H 5.84 found: C 71.22, H 5.80. 

General procedure for the synthesis of carboxylic acid 20, hydroxamic acid 22, o-hydroxyanilide 

31, bisphosphonate 7 and target compounds 2a-f, 3b and 4.
11
 To a solution of the appropriate O-Bn-

protected acid (1 mmol) in freshly distilled methanol (20 mL), Pd-C catalyst (10 %, 40 mg) was added. 

The mixture was hydrogenated for 1 h (in case of compounds 2a, 2c, 4, 20, 22, 31) or 3 h (in case of 

compounds 2b, 2d-f, 3b, 7) at atmospheric pressure. The catalyst was removed by filtration and the 

solvent was evaporated under reduced pressure. Pure target compounds 2b and 2d-f were obtained as 

white solids after addition of ethyl acetate and subsequent filtration. Recrystallization from ethyl acetate  
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provided compound 31 as pure crystalline solid. Pure compounds 2a, 2c, 3b, 4, 7, 20 and 22 were 

obtained without further purification. 

4-[Hydroxy(methyl)amino]-4-oxo-1-p-tolylbutylphosphonic acid (2a). Colorless oil (282 mg, 98 %); 

1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.86-2.00 (m, 1H, CH2), 2.11-2.23 (m, 3H, CH2), 2.26 (s, 3H, 

PhCH3), 2.73-2.89 (m, 1H, PCH), 3.02 (s, 3H, NCH3), 6.95-7.10 (m, 2H), 7.18 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 2H), 

10.16 (OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 20.5 (PhCH3), 25.1 (CH2CH2), 30.0 (d, 

2
JC-P = 15.3 Hz, CHCH2), 35.5 (NCH3), 44.3 (d, 1

JC-P = 133.1 Hz, PCH), 128.4, 128.9 (d, 3
JC-P = 6 Hz), 

134.9 (d, 5
JC-P = 2.9 Hz), 135.3 (d, 2

JC-P = 6.2 Hz), 172.5 (C=O) ppm; HPLC analysis: retention time = 

1.88 min; peak area: 99.6 %. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: CH3CN, isocratic (1:1) over 

20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

4-(Hydroxyamino)-4-oxo-1-p-tolylbutylphosphonic acid (2b). White solid (265 mg, 97 %); mp: 

184 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.69 (s, 0.5H, CH2), 1.78 (t, J = 7.8 Hz, 1.5H, CH2), 

1.84-2.03 (m, 1H, CH2), 2.27 (s, 3H, PhCH3), 2.80 (ddd, J = 21.8, 11.2, 3.6 Hz, 1H, PCH), 3.17 (s 1H, 

CH2), 6.91-7.91 (m, 4H), 8.68 (s, 1H, NH), 9.69 (s, 0.18H, E-isomer, OH), 10.25 (s, 0.82H, Z-isomer, 

OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 20.5 (PhCH3), 26.1 (CH2CH2), 30.5 (d, 

2
JC-P = 15.4 Hz, CHCH2), 44.3 (d, 1

JC-P = 133.7 Hz, PCH), 128.5 (d, 4
JC-P = 1.0 Hz), 128.9 (d, 

3
JC-P = 6.0 Hz), 134.9 (d, 5

JC-P = 2.7 Hz), 135.1 (d, 2
JC-P = 6.6 Hz), 168.7 (C=O) ppm; HPLC analysis: 

retention time = 1.89 min; peak area: 97.7 %. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: CH3CN, 

isocratic (1:1) over 20 min at a flow rate of 1 mL min-1.  

4-[Hydroxy(methyl)amino]-1-(4-methoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonic acid (2c). Colorless oil 

(300 mg, 99 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.89-1.97 (m, 1H, CH2), 2.15-2.25 (m, 3H, 

CH2), 2.76-2.83 (m, 1H, PCH), 3.02 (s, 3H, NCH3), 3.72 (s, 3H, OCH3) 6.84 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.15 

(dd, J = 8.6, 1.9 Hz, 2H), 9.77 (br s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 25.2 

(CH2CH2), 30.0 (d, 2
JC-P = 15.0 Hz, CHCH2), 35.6 (NCH3), 43.7 (d, 1

JC-P = 134.9 Hz, PCH), 54.9 
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(OCH3), 113.3, 129.9 (d, 3
JC-P = 6.1 Hz), 130.1 (d, 2JC-P = 6.9 Hz) 157.6, 172.6 (C=O) ppm; HPLC 

analysis: retention time = 1,82 min; peak area: 96.0%. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: 

CH3CN, isocratic (1:1) over 20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

4-(Hydroxyamino)-1-(4-methoxyphenyl)-4-oxobutylphosphonic acid (2d). White solid (246 mg, 

85 %); mp: 168 °C; 1H NMR (600.22 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.77-1.80 (m, 2H, CH2CH2), 1.86-1.92 

(m, 1H, CHCH2), 2.19-2.25 (m, 1H, CHCH2), 2.74 (ddd, J = 21.7, 11.1, 3.5 Hz, 1H, PCH), 3.72 (s, 3H, 

OCH3), 6.85 (d, J = 8.5 Hz), 7.15 (d, J = 7.1 Hz), 10.28 (s, 1H) ppm; 13C NMR (150.93 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 26.3 (CH2CH2), 30.6 (d, 2
JC-P = 14.9 Hz, CHCH2), 43.9 (d, 1

JC-P = 134.8 Hz, PCH), 

54.9 (OCH3), 113.4, 129.9 (d, 3JC-P = 5.8 Hz), 157.6, 168.8 (C=O) ppm; HPLC analysis: retention time = 

1,87 min; peak area: 95.8%. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: CH3CN, isocratic (1:1) over 

20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-4-[hydroxy(methyl)amino]-4-oxobutylphosphonic acid (2e). White   solid 

(290 mg, 87 %) mp: 70 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.89-1.99 (m, 1H, CH2), 2.19 (s, 

3H, CH2), 2.77-2.84 (m, 1H, PCH), 3.03 (s, 3H, NCH3), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.72 (s, 3H, OCH3), 

6.74-6.76 (m, 1H), 6.85-6.87 (m, 2H), 9.68 (br s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): 

δ = 25.3 (CH2CH2), 30.1 (d, 2
JC-P = 15.2 Hz, CHCH2), 35.6 (NCH3), 44.1 (d, 1

JC-P = 136.8 Hz, PCH), 

55.3 (OCH3), 55.45 (OCH3), 111.6, 112.8 (d, 3
JC-P = 5.6 Hz), 121.3 (d, 2

JC-P = 7.2 Hz), 130.5 (d, 

3
JC-P = 6.5 Hz), 147.3, 148.3, 172.7 (C=O) ppm; anal. calcd. for C13H20NO7P: C 46.85, H 6.05, N 4.20, 

found: C 46.61, H 6.05, N 4.06. 

1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-4-(hydroxyamino)-4-oxobutylphosphonic acid (2f). White solid (313 mg, 

98 %), mp: 75 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.73-1.93 (m, 3H, CH2), 2.20-2.28 (m, 1H, 

CH2), 2.75 (ddd, J = 14.9, 10.9, 3.5 Hz, 1H, PCH), 3.72 (s, 6H, OCH3), 6.75-6.76 (m, 1H), 6.84-6.87 

(m, 2H), 8.66 (br s, 1H, NH), 9.71 (s, 0.1H, E-isomer, OH), 10.27 (s, 0.9H, Z-isomer, OH) ppm; 

13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 26.4 (CH2CH2), 30.6 (d, 2
JC-P = 15.2 Hz, CHCH2), 44.2 (d, 
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1
JC-P = 134.6 Hz, PCH), 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 111.6, 112.8 (d, 3

JC-P = 6.2 Hz), 121.1 (d, 

3
JC-P = 6.7 Hz), 130.5 (d, 2

JC-P = 6.4 Hz), 147.3 (OCH3), 148.2 (OCH3), 168.8 (C=O) ppm; HPLC 

analysis: retention time = 1,54 min; peak area: 97.5%. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: 

CH3CN, isocratic (1:1) over 20 min at a flow rate of 1.5 mL min-1. 

[2-(Hydroxyamino)-2-oxoethoxy](4-methoxyphenyl)methylphosphonic acid (3b). Colorless oil 

(291 mg, quant.); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.75 (m, 0.9H, 

Z-isomer, CH2C=O), 3.88 (d, J = 14.7 Hz, 0.9H, Z-isomer, OCH2C=O), 4.06 (d, J = 16.1 Hz, 0.1H, 

E-isomer, OCH2C=O), 4.12 (d, J = 16.1 Hz, 0.1H, E-isomer, OCH2C=O) 4.45 (d, 2JH,P = 15.0 Hz, 0.9H, 

Z-isomer, PCH), 4.53 (d, 2
JH,P = 13.2 Hz, 0.1H, E-Isomer, PCH), 6.90 (d, J = 8.5 Hz , 2H), 7.28 (d, 

J = 7.4 Hz, 2H), 8.96 (br s, 0.2H, Z-isomer, OH), 10.20 (br s, 0.01H, E-isomer, OH), 10.41 (br s, 0.01H, 

E-isomer, NH), 10.73 (s, 0.9H, Z-isomer, NH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 55.0 

(OCH3), 68.2 (d, 3
JC-P = 12.8 Hz), 79.2 (d, 1

JC-P = 161.7 Hz, PCH), 113.3, 127.8, 129.2 (d, 

3
JC-P = 5.3 Hz), 158.8 (d, 5

JP,C = 2.0 Hz), 165.3 (C=O) ppm; HPLC analysis: retention time = 1.85 min; 

peak area: 96.7 %. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; eluent B: CH3CN, isocratic (1:1) over 20 min at 

a flow rate of 1 mL min-1. 

5-[Hydroxy(methyl)amino]-5-oxo-1-phenylpentylphosphonic acid (4). Pale yellow foam (264 mg, 

92 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.25-1.38 (m, 2H, CH2CH2), 1.74-1.87 (m, 1H, 

CHCH2), 1.90-2.01 (m, 1H, CHCH2), 2.21-2.34 (m, 2H, CH2CH2), 2.79 (ddd, J = 22.0, 11.4, 3.6 Hz, 

1H, PCH), 3.03 (s, 3H, NCH3), 7.15-7.23 (m, 1H), 7.23-7.34 (m, 4H), 9.79 (s, 1H, OH) ppm; 13C NMR 

(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 29.4 (CH2CH2), 31.1 (CHCH2), 35.6 (NCH3), 45.2 (d, 1
JC-P = 133.0 Hz, 

PCH), 125.9, 127.8 (d, 3
JC-P = 1.6 Hz), 129.0 (d, 4

JC-P = 6.3 Hz), 138.5 (d, 2
JC-P = 6.6 Hz), 172.5 (C=O) 

ppm; HPLC analysis: retention time = 1.88 min; peak area: 97.3%. Eluent A: 5 mM NH4OAc solution; 

eluent B: CH3CN, isocratic (1:1) over 20 min at a flow rate of 1 mL min-1. 
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1-(Naphthalen-1-yl)propane-1,3-diyldiphosphonic acid (7). Yellow resin (320 mg, 97 %); 1H NMR 

(500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.11-1.31 (m, 2H, PCH2), 1.34-1.56 (m, 1H, CHCH2), 1.56-1.83 (m, 

1H, CHCH2), 3.92 (ddd, J = 13.0, 10.3, 4.2 Hz, 1H, PCH), 7.51 (dd, J = 15.4, 8.0 Hz, 3H), 7.64 (d, 

J = 5.9 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.18 (d, J = 7.7 Hz, 1H) ppm; 

13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 22.4 (dd, 1
JC-P = 141.4 Hz, 3

JC-P = 14.9 Hz, PCH2), 24.8 (d, 

2
JC-P = 7.1 Hz, CHCH2), 37.6 (dd, 1

JC-P = 149.0 Hz, 3
JC-P = 16.8 Hz, PCH), 123.6, 125.2 (d, 

4
JC-P = 4.1 Hz), 125.4, 125.9, 126.0, 126.7, 128.5, 132.4 (d, 3

JC-P = 4.8 Hz), 133.3 (d, 3
JC-P = 6.1 Hz), 

134.2 (d, 2
JC-P = 10.1 Hz) ppm; HPLC analysis: retention time = 1.81 min; peak area: 95.4%. Eluent A: 

5 mM NH4OAc solution; eluent B: CH3CN, isocratic (1:1) over 5 min at a flow rate of 1 mL min-1. 

2-[(Diethoxyphosphoryl)(4-methoxyphenyl)methoxy]acetic acid (20). White solid (282 mg, 85 %); 

mp: 86 °C; 1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 

3H,  Hz, 3H,CH2CH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 4.01 (d, J = 16.7 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.02-4.16 (m, 4H, 

CH2CH3), 4.26 (dd, J = 16.7, 1.5 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.81 (d, 2
JH,P = 14.9 Hz, 1H, PCH), 6.07 (br s, 

1H. OH), 6.92 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.35 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 2H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): 

δ = 16.3 (d, 3
JC-P = 5.4 Hz, CH2CH3), 16.4 (d, 3

JC-P = 5.4 Hz, CH2CH3), 55.3 (OCH3), 63.6 (d, 2
JC-P = 

7.1 Hz, CH2CH3), 63.9 (d, 2
JC-P = 6.7 Hz, CH2CH3), 67.2 (d, 3

JC-P = 13.7 Hz, OCH2C=O), 78.5 (d, 

1
JC-P = 171.1 Hz, PCH), 114.2 (d, 4

JC-P = 1.6 Hz), 124.7 (d, 2
JC-P = 2.5 Hz), 129.4 (d, 3

JC-P = 5.8 Hz) 

160.2 (d, 5
JC-P = 2.7 Hz), 171.3 (C=O) ppm; anal. calcd. for C14H21O7P: C 50.60, H 6.37, found: 

C 50.40, H 6.52.  

Diethyl {2-[hydroxy(methyl)amino]-2-oxoethoxy}(4-methoxyphenyl)methylphosphonate (22). 

Colorless oil (354 mg, 98 %); 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 3H, 

CH2CH3), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, CH2CH3), 3.04 (s, 3H, NCH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.82-3.91 (m, 1H, 

CH2CH3), 3.91-3.99 (m, 1H, CH2CH3), 4.02-4.13 (m, 3H, CH2CH3, OCH2C=O), 4.22 (d, J = 16.2 Hz, 

1H, OCH2C=O), 4.95 (d, 2
JH,P = 14.1 Hz, 1H, PCH), 6.95 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.32 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 

2H), 9.72 (s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.1 (d, 3JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 
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16.2 (d, 3
JC-P = 5.8 Hz, CH2CH3), 35.5 (NCH3), 55.0 (OCH3), 62.0 (d, 2

JC-P = 6.4 Hz, CH2CH3), 62.4 (d, 

2
JC-P = 6.6 Hz, CH2CH3), 65.2 (d, 3JC-P = 13.1 Hz), 76.3 (d, 1

JC-P = 167.2 Hz, PCH), 113.6 , 125.9, 129.7 

(d, 3
JC-P = 6.0 Hz), 159.2 (d, 5

JC-P = 2.4 Hz), 168.7 (C=O) ppm; anal. calcd. for C15H24NO7P: C 49.86, 

H 6.69, N 3.88, found: C 49.58, H 6.77, N 3.69.  

Diethyl 4-(2-hydroxyphenylamino)-4-oxo-1-phenylbutylphosphonate (31). Colorless crystals (325 

mg, 88 %); mp: 145 °C; 1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.07 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 1.17 (t, 

J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 2.18-2.32 (m, 2H, CH2), 2.39-2.51 (m, 2H, CH2), 3.10 (ddd, J = 22.0, 9.2, 

5.2 Hz, 1H, PCH), 3.69-3.78 (m, 1H, CH2CH3), 3.81-3.90 (m, 1H, CH2CH3), 3.90-3.99 (m, 2H, 

CH2CH3), 6.74 (dt, J = 7.9, 1.3 Hz, 1H), 6.90 (dd, J = 8.1, 1.3 Hz, 1H), 6.96-7.01 (m, 1H), 7.16 (dd, J = 

8.0, 1.3 Hz, 1H), 7.17-7.27 (m, 6H), 8.35 (s, 1H, NH), 9.12 (br s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (125.76 

MHz, CDCl3): δ = 16.2 (d, 3
JC-P = 5.7 Hz, CH2CH3), 16.3 (d, 3

JC-P = 5.8 Hz, CH2CH3), 26.3 (d, 

2
JC-P = 1.3 Hz, CHCH2), 34.5 (d, 3

JC-P = 12.3 Hz, CH2CH2), 43.3 (d, 1
JC-P = 137.8 Hz, PCH), 64.4 (d, 

2
JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 62.8 (d, 2

JC-P = 7.2 Hz, CH2CH3), 118.7, 120.1, 122.0, 125.9, 126.4, 127.6 (d, 

JC-P = 1.8 Hz), 128.8 (d, JC-P = 1.7 Hz), 129.2 (d, JC-P = 6.6 Hz), 135.4 (d, JC-P = 6.9 Hz), 148.4, 172.0 

(C=O)  ppm; anal. calcd. for C20H26NO5P: C 61.37, H 6.70, N 3.58, found: C 61.50, H 6.92, N 3.60. 

General procedure for the synthesis of hydroxamic acids 27 and 28.
14
 To a solution of N-

methylhydroxylamine hydrochloride (300 mmol, synthesis of compound 27) or hydroxylamine 

hydrochloride (300 mmol, synthesis of compound 28) in MeOH (150 mL) powdered KOH (205 eq, 

307.5 mmol, 17.25 g) was added portionwise at 0 °C. The solution was stirred for 1 h at room 

temperature after the addition was complete. The precipitate was filtered off, and the filtrate containing 

the appropriate hydroxylamine was added dropwise to an ice cooled solution of ester 25 (1 eq, 

1.5 mmol, 557 mg) in MeOH (7.5 mL). Subsequently, an additional amount of powdered KOH (10 eq, 

15 mmol, 842 mg) was added to the reaction mixture, and the solution was stirred at room temperature 

for 12 h (in case of compound 27) or for 30 min. (in case of compound 28). MeOH was removed at 

room temperature under reduced pressure, the remaining solid was treated with saturated aqueous 
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NH4Cl solution (30 mL) and extracted three times with ethyl acetate (50 mL). The combined organic 

layers were washed with brine (30 mL), dried over Na2SO4, filtered, and concentrated under reduced 

pressure. Compound 27 was obtained in sufficient purity without further purification. Compound 28 

was obtained as pure, white solid after addition of ethyl acetate and subsequent isolation by filtration.  

Diethyl 1-benzamido-4-(hydroxyl(methyl)amino)-4-oxobutylphosphonate (27). Yellow oil (190 mg, 

34 %) 1H NMR (600.22 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.23 (t, J = 7.0 Hz, 

3H, CH2CH3), 1.91-2.06 (m, 2H, CH2), 2.41-2.44 (m, 2H, CH2), 3.06 (s, 3H, NCH3), 3.96-4.09 (m, 4H, 

CH2CH3), 4.46-4.53 (m, 1H, PCH), 7.47 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.54 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.87 (d, 

J = 7.3 Hz, 2H), 8.53 (d, J = 9.2 Hz, CONH), 9.73 (s, 1H, OH) ppm; 13C NMR (150.93 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 16.2 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 16.3 (d, 3

JC-P = 4.9 Hz, CH2CH3), 23.3 (CH2CH2), 

28.1 (d, 2JC-P = 14.7 Hz, CHCH2), 35.6 (NCH3), 45.2 (d, 1
JC-P = 156.1 Hz, PCH), 61.6 (d, 2

JC-P = 6.5 Hz, 

CH2CH3), 61.9 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 127.4, 128.2, 131.3, 133.9, 166.3 (d, 3

JC-P = 3.5 Hz, 

CONH), 172.1 (C=O) ppm; anal. calcd. for C16H25N2O6P: C 51.61, H 6.77, N 7.52, found: C 51.36, 

H 6.89, N 7.41. 

Diethyl 1-benzamido-4-(hydroxyamino)-4-oxobutylphosphonate (28). White solid (285 mg, 53 %), 

mp: 157 °C; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.23 (t, 

J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.91-2.10 (m, 4H, CH2), 3.97-4.08 (m, 4H, CH2CH3), 4.40-4.70 (m, 1H, 

PCH), 7.46-7.49 (m, 2H), 7.53-7.56 (m, 1H), 7.88 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 8.58 (d, J = 9.2 Hz, CONH), 8.70 

(s, 0.9H, OH), 8.97 (s, 0.1H, OH), 9.81 (s, 0.1H, NH), 10.34 (s, 0.9H, NH) ppm; 13C NMR 

(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.2 (d, 3JC-P = 5.6 Hz, CH2CH3), 16.3 (d, 3JC-P = 5.1 Hz, CH2CH3), 24.3 

(d, 3JC-P = 3.3 Hz, CH2CH2), 28.7 (d, 2
JC-P = 14.1 Hz, CHCH2), 45.3 (d, 1

JC-P = 155.7 Hz, PCH), 61.6 (d, 

2
JC-P = 6.6 Hz, CH2CH3), 61.9 (d, 2

JC-P = 6.5 Hz, CH2CH3), 127.4, 128.1, 131.3, 133.9, 166.3 (CONH), 

168.2 (C=O) ppm; anal. calcd. for C15H23N2O6P: C 50.28, H 6.47, N 7.82, found: C 50.21, H 6.30, 

N 7.86. 
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Benzyl 2-[(diethoxyphosphoryl)(4-methoxyphenyl)methoxy]acetate (19).
8 A solution of 

α-hydroxyphosphonate 18 (1 eq, 5 mmol, 1.37 g) in dry DMF (50 mL) was treated with benzyl 

2-bromoacetate (1.2 eq, 6 mmol, 0.96 mL) and neutral silver oxide (1.5 eq, 7.5 mmol, 1.74 g). After 

stirring over night at room temperature, the reaction mixture was diluted with ethyl acetate and filtered. 

The solution was concentrated under reduced pressure and the remaining residue was dissolved in 

diethyl ether (50 mL). The organic layer was washed three times with water (10 mL), dried over MgSO4 

and filtered. The solvent was removed under reduced pressure and the crude oil was purified by column 

chromatography on silica gel using ethyl acetate / n-hexane (1:1) as the eluent. Compound 19 (1.12 g, 

53 %) was obtained as colorless oil; 1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 

CH2CH3), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.91-3.99 (m, 1H, CH2CH3), 4.02 (d, J 

= 16.7 Hz, 1H, OCH2C=O), 4.04-4.17 (m, 3H, CH2CH3), 4.23 (dd, J = 16.6, 1.0 Hz, 1H, OCH2C=O), 

4.89 (d, 2
JH,P = 14.4 Hz, 1H, PCH), 5.15 (s, 2H, PhCH2), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.29-7.39 (m, 7H) 

ppm; 13C NMR (125.76 MHz, CDCl3): δ = 16.3 (d, 3
JC-P = 5.7 Hz, CH2CH3), 16.4 (d, 3

JC-P = 5.8 Hz, 

CH2CH3), 55.3 (OCH3), 63.1 (d, 2
JC-P = 6.5 Hz, CH2CH3), 63.3 (d, 2

JC-P = 7.0 Hz, CH2CH3), 65.9 (d, 

3
JC-P = 14.3 Hz, OCH2C=O), 66.6 (PhCH2), 77.8 (d, 1

JC-P = 146.9 Hz, PCH), 114.0 (d, 4
JC-P = 1.6 Hz), 

125.2 (d, 2
JC-P = 2.7 Hz), 128.4, 128.5, 128.6, 129.9 (d, 3

JC-P = 6.0 Hz), 135.3, 160.0 (d, 5
JC-P = 2.7 Hz), 

169.6 (C=O) ppm; anal. calcd. for C21H27O6P: C 59.71, H 6.44, found: C 59.65, H 6.50.  

Ethyl 4-benzamido-4-(diethoxyphosphoryl)butanoate (26). To a solution of aminophosphonate 25 (1 

eq, 20 mmol, 5.35 g) in dry CH2Cl2 (30 mL), triethylamine (0,9 eq, 18 mmol, 2.5 mL) was added at 

0 °C. After 20 minutes, a solution of benzoylchloride (1.2 eq, 24 mmol, 2.77 mL) in dry CH2Cl2 (20 

mL) was added dropwise. After stirring over night at room temperature, the organic layer was washed 

once with 1M hydrochloric acid (20 mL), once with a saturated aqueous solution of NaHCO3 (20 mL) 

and two times with a saturated aqueous solution of NaCl (20 mL). Afterwards, the organic layer was 

dried over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by column 

chromatography on silica gel using ethyl acetate/n-hexane (3:1) as the eluent to give compound 26 
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(4.38 g, 59 %) as yellow oil; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 

CH2CH3), 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.23 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.93-2.10 (m, 2H, CH2), 

2.31-2.43 (m, 2H, CH2), 3.96-4.08 (m, 6H, CH2CH3), 4.46-4.54 (m, 1H, PCH), 7.46-7.49 (m, 2H), 

7.53-7.56 (m, 1H), 7.85-7.87 (m, 2H), 8.55 (d, J = 9.3 Hz, 1H, CONH) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 14.4 (CH2CH3), 16.2 (d, 3
JC-P = 5.6 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3

JC-P = 5.2 Hz, CH2CH3), 

23.7 (d, 3
JC-P = 3.2 Hz, CH2CH2), 29.9 (d, 2

JC-P = 14.3 Hz, CHCH2), 44.7 (d, 1
JC-P = 157.0 Hz, PCH), 

59.8 (CH2CH3), 61.6 (d, 2JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 62.0 (d, 2JC-P = 6.6 Hz, CH2CH3), 127.4, 128.2, 131.3, 

133.8, 166.3 (d, 3
JC-P = 3.9 Hz, CONH), 172.0 (C=O) ppm; anal. calcd. for C17H26NO6P: C 54.98, 

H 7.06, N 3.77, found: C 55.12, H 7.19, N 3.75. 

Diethyl 4-[2-(benzyloxy)phenylamino]-4-oxo-1-phenylbutylphosphonate (30). A solution of 

carboxylic acid 29 (1 eq, 3 mmol, 1.44 g) in dry toluene (15 mL) was treated with DMF (1.33 eq, 

4 mmol, 0.31 mL). Afterwards, oxalyl chloride (4.34 eq, 13 mmol, 1.11 mL) was added slowly and the 

mixture was stirred for 2 h at room temperature. After decantation of the aqueous layer, the organic 

layer was evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in 10 mL dry CH2Cl2 and 

added dropwise to an ice cold solution of 2-(benzyloxy)benzenamine (1 eq, 3 mmol, 598 mg) and dry 

pyridine (2 eq, 6 mmol, 0.48 mL ) in dry CH2Cl2 (10 mL). Afterwards, the reaction mixture was allowed 

to warm up to room temperature and stirred for 12 h. The solution was washed once with water (10 

mL), two times with an aqueous solution of citric acid (5 %, 10 mL) and once again with water (10 mL). 

The organic layer was dried over MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude 

product was purified by column chromatography on silica gel using ethyl acetate as the eluent to give 

compound 30 (1.39 g, 96 %) as a yellow oil; 1H NMR (500.13 MHz, CDCl3): δ = 1.09 (t, J = 7.0 Hz, 

3H, CH2CH3), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2CH3), 2.14–2.23, 2.26–2.39, 2.50–2.60 (3m, 4H, CH2CH2), 

3.16 (ddd, J = 22.1, 10.4, 4.1 Hz, 1H, PCH), 3.68-3.78 (m, 1H, CH2CH3), 3.85-3.94 (m, 1H, CH2CH3), 

4.01-4.10 (m, 2H, CH2CH3), 5.09 (s, 2H, PhCH2), 6.91 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 6.94-7.02 (m, 2H), 

7.21-7.40 (m, 10H), 7.64 (s, 1H, NH), 8.37 (dd, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, 
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CDCl3): δ = 16.2 (d, 3
JC-P = 5.7 Hz, CH2CH3), 16.4 (d, 3

JC-P = 6.1 Hz, CH2CH3), 25.7 (d, 2
JC-P=1.5 Hz, 

CHCH2), 35.2 (d, 3
JC-P = 14.7 Hz, CH2CH2), 43.5 (d, 1

JC-P = 137.6 Hz, PCH), 62.0 (d, 2
JC-P = 7.3 Hz, 

CH2CH3), 62.6 (d, 2
JC-P = 6.8 Hz, CH2CH3), 70.9 (PhCH2), 111.7, 120.0, 121.5, 123.6, 127.3 (d, 

JC-P = 2.8 Hz), 127.5, 127.9, 128.3, 128.6 (d, JC-P = 2.3 Hz), 128.8, 129.3 (d, JC-P = 6.9 H), 135.54 (d, 

JC-P = 7.0 Hz), 136.38, 146.96, 170.07 (C=O) ppm; anal. calcd. for C27H32NO5P: C 67.35, H 6.70, 

N 2.91, found: C 67.09, H 6.77, N 2.93. 

Diethyl 3-bromo-1-(naphthalene-1-yl)propylphosphonate (32).
15
 A solution of 8e (1 eq, 40 mmol, 

11.13 g) in dry toluene (50 mL) was cooled down to -78 °C, treated with n-butyllithium (1.6 M solution 

in n-hexane) (1 eq, 40 mmol, 25.0 mL) and stirred for 1 h. 1,2-dibromethane (4 eq, 160 mmol, 30.06 g) 

was added in one portion and the mixture was allowed to warm up to room temperature. After stirring 

over night, saturated aqueous NH4Cl solution (100 mL) was added and the product was extracted two 

times with EtOAc (50 mL). The organic layer was dried over MgSO4, evaporated and the resulting 

residue was purified by column chromatography on silica gel with ethyl acetate / n-hexane (1:1) as the 

eluent to give compound 32 (9.25 g, 60 %, mp: 57 °C) as a white solid; 1H NMR (500.13 MHz, 

[D6]DMSO): δ = 0.83 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 2.61 (m, 2H, 

CH2Br), 3.24 (dd, J = 16.1, 8.5 Hz, 1H, CHCH2), 3.48 (m, 1H, CHCH2), 3.57 (m, 1H, CH2CH3), 3.75 

(m, 1H, CH2CH3), 4.00 (dd, J = 13.8, 7.0 Hz, 2H, CH2CH3), 4.33 (ddd, J = 23.2, 9.3, 5.1 Hz, 1H, PCH), 

7.58 (m, 4H), 7.89 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 8.4 Hz, 1H) ppm; 13C NMR 

(125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 16.2 (d, 3
JC-P = 5.4 Hz, CH2CH3), 16.6 (d, 3

JC-P = 5.5 Hz, CH2CH3), 

32.7 (d, 2
JC-P = 17.3 Hz, CHCH2), 33.9 (CH2Br), 35.8 (d, 1

JC-P = 138.5 Hz, PCH), 62.1 (d, 2
JC-P = 7.0 

Hz, CH3CH2), 62.4 (d, 2
JC-P = 7.1 Hz, CH3CH2), 123.7, 125.8 (d, 4

JC-P = 3.3 Hz), 126.1, 126.2 (d, 

3
JC-P = 5.7 Hz), 126.7, 128.1 (d, 4

JC-P = 2.2 Hz), 129.1, 131.5 (d, 3
JC-P = 6.3 Hz), 132.5 (d, 

2
JC-P = 6.4 Hz), 133.9 ppm; anal. calcd. for C17H22BrO3P: C 53.00, H 5.76, found: C 52.98, H 5.85. 

Tetraethyl 1-(naphthalene-1-yl)propane-1,3-diyldiphosphonate (33). Triethyl phosphite (6.67 eq, 

100 mmol, 16.62 g) was heated to 160 °C, treated with 32 (1 eq, 15 mmol, 5.78 g) and stirred for 1 h at 
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160 °C. Afterwards, the temperature was raised to 180 °C and the solution was refluxed for 5 h. After 

cooling down to 80 °C, triethyl phosphite was removed under reduced pressure. The remaining crude 

product was purified by column chromatography on silica gel using ethyl acetate / n-hexane (1:1) → 

ethyl acetate (100 %) → ethyl acetate / methanol (5:1) as the eluents to give compound 33 (6.40 g, 

96 %) as yellow oil; 1H NMR (500.13 MHz, [D6]DMSO): δ = 0.83 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CH3), 

1.10-1.30 (m, 9H, CH2CH3), 1.36-1.54 (m, 1H, PCH2), 1.73 (tdd, J = 21.0, 10.9, 5.7 Hz, 1H, PCH2), 

2.07-2.25 (m, 1H, CHCH2), 2.29-2.44 (m, 1H, CHCH2), 3.50-3.65 (m, 1H, CH2CH3), 3.67-3.81 (m, 1H, 

CH2CH3), 3.82-3.96 (m, 4H, CH2CH3), 3.96-4.10 (m, 2H, CH2CH3), 4.29 (ddd, J = 22.6, 9.8, 3.9 Hz, 

1H, PCH), 7.55 (dd, J = 15.8, 7.6 Hz, 3H), 7.62 (m, 1H), 7.87 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 7.4 Hz, 

1H), 8.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H) ppm; 13C NMR (125.76 MHz, [D6]DMSO): δ = 15.7 (d, 3
JC-P = 5.5 Hz, 

CH2CH3), 16.1 (d, 3
JC-P = 5.0 Hz, CH2CH3), 16.1 (d, 3

JC-P = 4.2 Hz, CH2CH3), 16.2 (d, 3
JC-P = 5.1 Hz, 

CH2CH3), 22.5 (dd, 1
JC-P = 141.3 Hz, 3JC-P = 12.5 Hz, PCH2), 24.8 (d, 2

JC-P =7.1 Hz, CHCH2), 36.5 (dd, 

1
JC-P = 136.9 Hz, 3

JC-P = 16.9 Hz, PCH), 60.8 (d, 2
JC-P = 5.6 Hz, CH2CH3), 60.9 (d, 2

JC-P = 5.4 Hz, 

CH2CH3), 61.4 (d, 2
JC-P = 6.9 Hz, CH2CH3), 61.7 (d, 2

JC-P = 6.7 Hz, CH2CH3), 123.6, 125.3 (d, 

4
JC-P = 2.8 Hz), 125.4 (d, 4

JC-P = 5.4 Hz), 125.6, 126.1, 127.5, 128.6, 132.0 (d, 3
JC-P = 6.0 Hz), 132.3 (d, 

3
JC-P = 8.3 Hz), 133.3 (d, 2

JC-P = 13.7 Hz) ppm; anal. calcd.for C21H32O6P2: C 57.01, H 7.29, found: 

C 56.72, H 6.89. 
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Scheme S1. Synthesis of β-oxa isosteres 3a and 3b a 
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aReagents and conditions: a) DEP, TEA, rt, 12 h, 90 %; b) BrCH2CO2Bn, Ag2O, DMF, rt, 24 h, 53 %; 

c) H2, Pd-C, MeOH, 1 bar, rt, 2 h, 85 %; d) CDI, BnONHR (R = H, Me), CH2Cl2, rt, 12 h, 100 % (21), 

90 % (23); e) H2, Pd-C, MeOH, rt, 2 h, 98 %, f) 1. TMSBr, CH2Cl2, rt, 24 h, 2. THF/H2O, rt, 1 h, 3. 

DCC, BnOH, benzene, 80 °C, 4 h, 35 % (3 steps); g) 1. TMSBr, CH2Cl2, rt, 24 h; 2. THF/H2O, rt, 1 h, 

25 % (2 steps); h) H2, Pd-C, MeOH, 1 bar, rt, 2 h, 100 %.8 

 

Biological evaluation  

Gene Expression and Protein Purification. The recombinant E. coli strain M15 pREP4 

pQEIspCplasart11 was grown at 37 °C to an optical density of 0.6 in LB medium supplemented with 

ampicillin (180 mg L-1) and kanamycin (50 mg L-1). Isopropylthiogalactoside was added to final 
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concentration of 1 mM, and the cell suspension was cultivated at 30 °C overnight under shaking 

(120 rpm). Cells were harvested by centrifugation, washed with 0.9 % NaCl solution, and resuspended 

in loading buffer (100 mM Tris hydrochloride, pH 7.4, containing 0.5 M NaCl and 20 mM imidazole). 

The suspension was passed through a cell disruption device (FrenchPress - basis Z model, Constant 

Systems Limited, Northamptonshire, U.K.) and was then centrifuged. The supernatant was subjected to 

a Ni2+-chelating Sepharose fast flow column (volume, 40 mL) that had been pre-equilibrated with 

loading buffer. The column was flushed with 100 mM Tris hydrochloride, pH 7.4, containing 0.5 M 

NaCl and 250 mM imidazole. Fractions were combined and dialyzed overnight against 50 mM Tris 

hydrochloride, pH 7.4, containing 2 mM DTT and 0.02 NaN3. PfIspC was obtained with approximately 

95 % purity, as estimated by SDS-PAGE analysis. 

IC50 Determination Using the Photometric Assay. Assays were conducted in 384-well plates with flat 

clear bottom (Nunc, Wiesbaden, Germany). Assay mixtures with a total volume of 60 µL contained 

100 mM Tris hydrochloride, pH 7.6, 5 mM MnCl2, 5 mM DTT, 0.5 mM NADPH, 0.02 U of IspC 

protein, and test compounds. Dilution series (1:3) of inhibitors covered the concentration range of 

200-0.003 µM. The reaction was started by addition of 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate in 100 mM Tris 

hydrochloride, pH 8.0, to a final concentration of 0.5-5.0 mM. The reaction was monitored 

photometrically (room temperature) at 340 nm in a plate reader (SpectraMax M5, Molecular Devices, 

Biberach an der Riss, Germany). IC50 values (mean ± standard deviation calculated from eight or more 

measuring points) were evaluated using a nonlinear regression method as described earlier.16 The IC50 

values are provided in Table 1. 

In vitro drug sensitivity assay. The chloroquine-sensitive P. falciparum strain 3D7 and the 

chloroquine-resistant strain Dd2 were kept in continuous culture as previously described.17 In brief, 

parasites were kept at 37 °C, 5 % CO2 and 5 % oxygen at 5 % hematocrit in erythrocytes of blood group 

0 rhesus +  in complete culture medium (RPMI 1640, 25 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 50 µg/ml 
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gentamicin and 0.5% w/v AlbuMAX) with daily change of medium. Synchronization of parasite culture 

was performed with sorbitol twice a week.18 

All compounds were dissolved in DMSO at stock concentrations between 25 and 100 mM. Further 

dilutions were prepared in complete culture medium so that final concentrations of solvent did not 

interfere with parasite growth. Antiplasmodial activity of compounds was evaluated in a drug sensitivity 

assay against the two laboratory strains using the histidine-rich protein 2 (HRP2) assay according to 

standard procedures.19 Briefly, 96-well plates were precoated with a threefold dilution of the different 

compounds before ring stage parasites were added in complete culture medium at a hematocrit of 1.5% 

and a parasitemia of 0.05% in a total volume of 225 µl per well. After three days of incubation plates 

were frozen until analyzed by HRP2-ELISA. As internal control chloroquine was evaluated in each 

assay. All compounds were evaluated in duplicate. 

Statistics. The 50% inhibitory concentrations (IC 50) were determined by analysing the nonlinear 

regression of log concentration–response curves using the drc-package, version 0.9.0 of R, version 

2.10.1(R Development Core Team).20 

 

Figure S1. IC50 values for fosmidomycin and its structural analogs determined in enzymatic IspC and 

Plasmodium growth assays (for exact numbers see Table 1). Circles indicate IC50 values from 
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photometric IspC assay, triangles – IC50 values from Plasmodium growth assay. Data for IspC of E. coli 

are shown in blue, for IspC of M. tuberculosis are shown in green, for IspC of P. falciparum are shown 

in red. Data for P. falciparum strains 3D7 and Dd2 are shown in orange and red, respectively.    

Crystal structure analyses 

Crystallization. Expression and purification of PfIspC were performed as previously described.21 

PfIspC inhibitors used for crystallographic analyses here were α-aryl-substituted carba-analogs 2a and 

2c, and an α-aryl-substituted oxa-analog 3a. To obtain the quaternary (PfIspC-NADPH-Mg2+-each of 

the Inhibitor) complexes, protein solution (10 mg/ml PfIspC, 50 mM Tris-HCl pH 7.8, and 2 mM DTT) 

was mixed with each of the inhibitor solution (50 mM Tris-HCl pH 7.8, 2 mM DTT, 6 mM NADPH, 

4 mM MgCl2, and 4 mM each of the inhibitor) at a volume ratio of 1:1. Crystallization was performed 

using the hanging-drop method, in which 2 µl of the quaternary complex solution (5 mg/ml PfIspC, 

3 mM NADPH, 2 mM Mg2+, and 2 mM each of the inhibitor) was mixed with the same volume of 

reservoir solution (0.1 M Tris-HCl pH 7.0, 20%(w/v) PEG3000, and 0.2 M calcium acetate) and 

incubated at 293 K. The drops were suspended over 500 µl of reservoir solution in 24-well plates. 

Crystals grew to a final size of 20 x 20 x 150 mm3 within 3-7 days. 

X-ray data collection. The crystals were mounted in nylon loops and flash-cooled in a cold nitrogen-

gas stream at 100 K just prior to data collection. Data were collected by the rotation method at 100 K 

using an ADSC Q315r CCD detector with synchrotron radiation (λ = 0.98 Å on beamline 17A of the 

Photon Factory (PF), Tsukuba, Japan). The Laue group and unit-cell parameters were determined using 

the HKL2000 package.22 Cell parameters and data-collection statistics are summarized in supplementary 

Table S1. 

Structure determination. Initial phase determination was performed for the 2c complex of PfIspC by 

molecular replacement (MR) using the coordinate set of the fosmidomycin complex of PfIspC (PDB 

code 3AU9). The phase determination was performed using the MOLREP23 program from the CCP424 
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suite. Model building and refinement at a 1.97 Å resolution were performed with the XtalView25 and 

REFMAC526 programs. The refined 2c complex model was then used as a template for the structure 

refinement of 2a complex because the crystals of these quaternary complexes are isomorphous to each 

other. The 2a complex of PfIspC was refined at a 2.25 Å resolution. The refined 2c model was also used 

for structure determination of 3a complex by the MR method, which was performed using procedures 

similar to those described above. The 3a complex of PfIspC was refined at a 2.35 Å resolution. 

Refinement statistics for the quaternary complexes of PfIspC are summarized in Table S1. Figure 5a 

was produced with the PyMOL (http://www.pymol.org) program. Figures 5b, 5c, and 5f were produced 

with the DS ViewerPro (Accelrys, Inc.) program. Figures 5d and 5e were produced with the ISIS/Draw 

2.5 (MDL Information System) and Illustrator CS5 (Adobe) programs. Figure S2 was produced with the 

XtalView and Raster3D27 programs. Least-squares comparisons of the molecular models were 

performed using the XtalView program. The structural descriptions in this paper are for the subunit B in 

the asymmetric unit of the 2a and 2c complexes, because the flexible loop regions (residues 291-299) of 

the subunit A of these complexes have some VDW contacts with a neighboring molecule in the crystal 

and they show rather ordered and different conformation compared with the flexible loop of the subunit 

B of these complexes. Such crystallographic artifacts (tight packing effects) are not observed for both 

subunits of the previously reported fosmidomycin and FR900098 complexes, because the c-axes of the 

fosmidomycin- and FR900098-complex crystals (ca. 111 Å) are significantly longer than those of the 

2a- and 2c-complex crystals (ca. 104 Å). Atomic coordinates for the reported structures have been 

deposited with the Protein Data Bank under accession codes 3WQQ (PfIspC-NADPH-Mg2+-2a), 3WQR 

(PfIspC-NADPH-Mg2+-2c), and 3WQS (PfIspC -NADPH-Mg2+-3a).  
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Figure S2. Stereo diagrams showing the |Fo| - |Fc| omit maps of bound inhibitors in (a) 2a, (b) 2c, and 

(c) 3a complexes at 2.25-, 1.97-, and 2.35Å resolutions, respectively. To exclude a model bias, the 

structures were refined in the absence of the inhibitor molecules before the map calculation. The 

amplitude |Fc| and the phase angle calculated from the partial structure were then used to calculate the 

|Fo| - |Fc| omit map. The contour levels are 3.0 σ (purple) and 10.0 σ (red). 
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Table S1. Data collection and refinement statistics for the quaternary complexes of PfIspC. 

Data set (PDB ID) 2a (3WQQ) 2c (3WQR) 3a (3WQS) 

Data collection    

Radiation source PF BL17A PF BL17A PF BL17A 

Wavelength 0.980 0.980 0.980 

Detector ADSC Q315r ADSC Q315r ADSC Q315r 

Space group P21 P21 P3121 

Cell dimensions    

    a, b, c (Å) 51.042, 76.260, 

104.231 

51.081, 76.551, 

104.095 

91.550, 91.550, 

107.868 

    α, β, γ (°) 90, 90.823, 90 90, 90.683, 90 90, 90, 120 

Asymmetric unit 2 subunits (1 dimer) 2 subunits (1 dimer) 1 subunit (a half 

dimer) 

Resolution (Å) 2.25 (2.29–2.25) 1.97 (2.00–1.97) 2.35 (2.39-2.35) 

Unique reflections 35,499 56,024 22,254 

Rsym (%) 9.0 (54.2) 9.7 (68.2) 6.0 (59.6) 

I/σ(I) 18.4 (2.1) 19.0 (2.1) 42.6 (3.2) 

Completeness (%) 93.4 (87.8) 99.1 (98.4) 99.9 (99.8) 

Redundancy 2.9 (2.7) 3.5 (3.4) 7.1 (5.8) 
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Refinement    

Resolution (Å) 50-2.25 50-1.97 50-2.35 

No. of reflections 33,637 53,106 21,058 

Rwork/Rfree 0.185/0.240 0.180/0.230 0.209/0.259 

No. of atoms    

   Protein 6,552a 6,552a 3,276a 

   NADPH 96 (2 x 48) 96 (2 x 48) 48 

   Mg2+ 2 (2 x 1) 2 (2 x 1) 1 

   Inhibitor 38 (19 x 2) 40 (20 x 2) 20 

   Solvent 183 497 86 

Average B-factors    

   Protein 38.7 26.0 51.3 

   NADPH 34.0 22.2 47.9 

   Inhibitor 33.1 19.2 47.0 

   Mg2+ 20.9 10.4 38.2 

   Solvent 36.8 34.5 46.1 

RMS deviations    

   Bond lengths (Å) 0.012 0.010 0.014 
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   Bond angles (°) 1.404 1.210 1.499 

PDB code 3VWF 3VWG 3VWH 

aResidues 75-76 and 487-488 are not included in the model. 
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4.4. Synthese inverser, α-Acylamino-substituierter Fosmidomycin-Derivate 

Da für die Synthese inverser α-Acylamino-substituierter Fosmidomycin-Derivate eine neue 

Synthesestrategie entwickelt werden musste, soll diese in diesem Abschnitt näher diskutiert 

werden.  

Das benötigte α-Aminophosphonat *25 wurde entsprechend einer Literaturvorschrift 

ausgehend von Triethylphosphit und Bernsteinsäureanhydrid in drei Syntheseschritten 

hergestellt.199   

Zur Synthese der α-Benzylamino-substituierten Fosmidomycin-Derivaten *5a und *5b wurde 

im folgenden Schritt durch Reaktion mit Benzoylchlorid und Triethylamin zunächst das 

Benzamid *26 erhalten. Die basische Hydrolyse der Carbonsäureesterfunktion von *26 

erfolgte mittels Kaliumhydroxid in einem Methanol/Wasser-Gemisch nach anschließender 

Kristallisation aus Ethylacetat/Methanol mit einer Ausbeute von 67 %.  Die geschüzten N-H- 

oder N-Methyl-Hydroxamsäure-Derivate 85-86 wurden durch Reaktion mit O-Benzyl-

geschüzten Hydroxylamin-Derivaten gewonnen (Schema 63). Aktivierung der 

Carbonsäuregruppe mittels 1,1‘-Carbonyldiimidazol (CDI) ergab O-Benzyl-geschützte 

Hydroxamsäuren in mäßigen Ausbeuten von 49-58 %. Hingegen führte die Verwendung von 

Chlorameisensäure-iso-butylester (CAIBE) als Aktivierungreagenz in Verbindung mit N-

Methylmorpholin (NMM) als Base zu einer deutlichen Steigerung der Aubeute.  
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Schema 63: Synthese der Benzyl-geschützten Hydroxamsäure-Analoga 85-86; Reagenzien und 
Bedingungen: (a) Benzoylchlorid, Triethylamin, DCM, RT, 12 h, 59 %; (b) KOH, MeOH/H2O (3:1), RT, 
12 h, 67 %; (c) NMM, Chlorameisensäure-iso-butylester, BnONHR (R = Me, H), THF, -20 °C, 10 min 
→ RT, 30 min, 76 % (85), 65 % (86). 

 

 

 



 

93 
 

Die Abspaltung der Schutzgruppen der Verbindungen 85 und 86 erfolgte in beiden 

möglichen Reihenfolgen. Die Palladium-katalysierte Hydrolyse der Benzyl-Schutzgruppe mit 

anschließender TMSBr-vermittelten Desakylierung der Phosphonsäurediethylester erwies 

sich in Bezug auf Reinheit und Ausbeute der Zwischenprodukte günstiger als die 

umgekehrte Reihenfolge (Schema 64).  

85: R = Me
86: R = H

*27

85-86

P
O

N
HN O

O
EtO
EtO
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O

a

a P
O

N
HN O

O
EtO
EtO

OH P
O

N
HN O

O
HO
HO

OH

P
O

N
HHN O

O
HO
HO

OHP
O

N
HHN O

O
HO
HO

OH

b

b

*28 *5b

*5a

Schema 64: Synthese α-Benzoylamino-substituierter Fosmidomycin-Derivate *5a und *5b; 
Reagenzien und Bedingungen: (a) H2, Pd−C, MeOH, RT, 1 h, 95 % (*27), 91 % (*28); (b) 1. TMSBr, 
DCM, RT, 24 h; 2. THF/H2O, RT, 1 h, 70 % (*5a), 44 % (*5b). 

Die katalytische Hydrogenolyse von 85 und 86 führte zur Abspaltung der Benzyl-

Schutzgruppen, wodurch die freien Hydroxamsäuren *27 und *28 in nahezu quantitativer 

Ausbeute erhalten werden konnten. Die Phosphonsäurediethylester wurden anschließend 

mit einem Überschuss an Trimethylsilylbromid (TMSBr) unter wasserfreien Bedingungen mit 

anschließender Hydrolyse in die freien Phosphonsäuren überführt. Aufgrund der hohen 

Polarität der freien Phosphonsäure-Derivate war eine chromatographische Reinigung an 

Kieselgel nicht möglich. Die Rohprodukte wurden in Ethanol gelöst und mit wenig Petrolether 

versetzt. Nach Lagerung über Nacht bei 7 °C konnte eine Verunreinigung als braunes Öl 

abgetrennt werden. Die dadurch erhaltenen Endstufen *5a und *5b konnten als gelbe Öle mit 

einer HPLC-Reinheit von >99 % erhalten werden. 

Wie in der Publikation beschrieben, konnte dieser Syntheseweg um drei Schritte verkürzt 

werden. Mittels Hydroxylaminolyse war es möglich die Carbonsäureesterfunktion von *26 
direkt in eine N-H oder N-methylierte, freie Hydroxamsäure zu überführen, sodass nach 

anschließender Desalkylierung der Phosphonsäuredietylester das Endprodukt erhalten 

werden konnte.  
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Nach gleichem Syntheseprinzip sollten weitere, in α-Position unterschiedlich substituierte, 

inverse Fosmidomycin-Derivate hergestellt werden. Anstelle der Benzoyl-Gruppe sollten 

z. B. Cyclopropionyl-, Acetyl-, Trifluoracetyl- und Pivaloyl-Gruppen eingeführt werden. 

Aufgrund schwieriger Substanzeigenschaften freier Phosphonsäure- und Hydroxamsäure-

Gruppen konnten Endverbindungen nicht analysenrein gewonnen werden. Verunreinigte 

Zwischen- und Endprodukte konnten teilweise wegen ihrer hohen Polarität nicht 

chromatographisch gereinigt werden, sodass die Synthesen nicht weitergeführt werden 

konnten. 

Unter Einsatz von Mesylchlorid sollte außerdem in α-Position eine Sulfonamid-Gruppe 

anstelle einer Carbonsäureamid-Gruppe eingeführt werden.  Es konnten ebenfalls keine 

analysenreinen Endverbindungen erhalten werden. 

Die inversen Carba-Analoga *2c und *2d mit +M-Substituenten am Phenylring in α-Position 

konnten nach bekanntem Syntheseweg nach Behrendt hergestellt werden.195 Die Carba-

Analoga *2e und *2f wurden über einen leicht modifizierten Syntheseweg hergestellt.  
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4.5. Biologische Evaluation 

Von den vorgestellten Testsubstanzen wurde ihre Inhibition der Enzyme P. falciparum-Dxr, 

E. coli-Dxr (EcDxr) und M. tuberculosis-Dxr (MtDxr) durch die Arbeitsgruppe Fischer 

untersucht. Zudem wurde durch die Arbeitsgruppe Mordmüller die Hemmwirkung der 

Substanzen auf das Zellwachstum des Chloroquin-sensitiven P. falciparum-Stammes 3D7 

und des multiresistenten P. falciparum-Stammes Dd2 evaluiert (Tab. 21). 

Tabelle 21: Antiplasmodiale in vitro-Aktivität und Enzym-Inhibition von Fosmidomycin und inversen α-
substituierten Analoga. 
 Ar R‘ Pf3D7 

IC50 [µM]a 
PfDd2  
IC50 [µM]a 

PfDxr 
IC50 [µM]b 

EcDxr 

IC50 [µM]b 
MtDxr 

IC50 [µM]b 

*1   0.88c 0.81c 0.16 

± 0.02c 
0.22 

± 0.01d 
0.23 

± 0.02e 

*2c 4-MeO-Ph Me 0.10 0.30 0.02 
± 0.002  

0.07 
± 0.003 

2.0 
± 0.1 

*2d 4-MeO-Ph H 1.7 3.6 0.08 
± 0.008 

0.14 
± 0.01 

15 
± 1.0 

*2e 3,4-MeO-Ph Me 0.29 

 

1.2 0.06 
± 0.006 

0.32 
± 0.01 

29 
± 1.0 

*2f 3,4-MeO-Ph H 6.8 8.1 0.13 
± 0.02 

1.5 
± 0.1 

163 
± 34 

*5a NH-CO-Ph Me > 50 n.b. 9.1 
± 1.3 

11 
± 0 

238 
± 21 

*5b NH-CO-Ph H > 50 n.b. > 1000 741  
± 94 

> 1000 

 aMittelwert aus mindestens zwei unabhängigen Doppelbestimmungen; bMittelwerte +/-Standardabweichung aus 
nichtlinearer Regression aus mindestens 8 Messpunkten;45-46 cIC50-Wert übernommen aus Brücher, 2012;133 
dIC50-Wert übernommen aus Behrendt, 2010;195 eIC50-Wert übernommen aus Kunfermann, 2013;197 n.b. = nicht 
bestimmt. 

Die IC50-Werte der Carba-Analoga *2a (PfDxr IC50 = 0.01 μM) und *2c (PfDxr IC50 = 0.02 μM) 

zeigen, dass die Einführung von Donor-Substituenten zu einer Inhibition der PfDxr im 

niedrigen nanomolaren Bereich geführt hat. Im Vergleich mit Fosmidomycin (PfDxr IC50 = 

0.16 μM) konnte die Inhibition um das 8- bis 16-fache gesteigert werden. Damit zählen diese 

Inhibitoren zu den aktivsten der bisher synthetisierten, inversen  Carba-Analoga. Die 

potentesten Inhibitoren dieser Klasse wurden von Behrendt synthetisiert und tragen in 

α-Position unsubstituierte, 3,4-Chlor- oder 3,4-Fluor-Phenyl-Substituenten und hemmen 

PfDxr im einstelligen, nanomolaren Bereich. Die 3,4-Dimethoxyphenyl-substituierten 

Fosmidomycin-Analoga *2e und *2f zeigen eine etwas schwächere Inhibition von PfDxr 

(PfDxr IC50 = 0.06 μM (*2e), PfDxr IC50 = 0.13 μM (*2f)) gegenüber den Derivaten, welche in 
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α-Position einen  4-Methoxyphenyl-Substituenten tragen (PfDxr IC50 = 0.02 μM (*2c), PfDxr 

IC50 = 0.08 μM (*2d)). 

Die Verlängerung der CH2-Kette (*4), die Benzoylamino-Substitution in α-Position (*5a-b) 

sowie der Austausch der Hydroxamsäure-Gruppe gegen andere Metall-chelatisierende 

Gruppen (*6, *7) führten hingegen zu einer Verringerung bis hin zu komplettem Verlust der 

inhibitorischen Aktivität. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die PfDxr-hemmende Aktivität der 

Substanzen um ein Vielfaches stärker ist, als ihre bakterielle Aktivität gegenüber EcDxr und 

MtDxr (siehe *Figure 3). Dieser Trend stimmt mit den biologischen Aktivitäten der β-oxa- und 

β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga, welche von Brücher und Lienau synthetisiert 

wurden, überein. Fosmidomycin hingegen weist sowohl gegen PfDxr als auch gegen EcDxr 

und MtDxr Aktivitäten in gleicher Größenordnung auf. Zudem führt N-Methylsubstitution der 

Hydroxamsäurefunktionalität der inversen Fosmidomycin-Analoga zu einer Steigerung der 

antiplasmodialen und enzymhemmenden in vitro-Aktivität.  

Bei Vergleich der Ergebnisse der Zellkulturassays mit denen der Enzymassays lässt sich 

feststellen, dass die PfDxr-Inhibition im Allgemeinen etwa eine Zehnerpotenz höher ist, als 

die der P.falciparum-Wachstumshemmung. Diese Beobachtung ist im Einklang mit der 

Tatsache, dass ein Inhibitor im Zellkulturassay zunächst zahlreiche Membrane durchdringen 

muss, um das Target Dxr, welches im Apikoplasten des Plasmodium lokalisiert ist, erreichen 

zu können.200 Ein weiterer, genereller Trend ist die höhere antiplasmodiale Aktivität von 

N-methylierten Hydroxamsäuren gegenüber N-unsubstituierten Hydroxamsäuren, sowohl im 

Enzym-Assay als auch im Zellkultur-Assay. 

4.6. Strukturbiologie 

2011 berichtete Umeda et al. erstmals die Kristallstruktur von PfDxr in Ab- und Anwesenheit 

eines Inhibitors. Zuvor waren Dxr-Kristallstrukturen nur von E.coli201-205, Zymomonas 

mobilis206, M. tuberculosis207
 und Thermotoga maritima208

 bekannt. 

Die Bindung von Fosmidomycin im Komplex mit einem Mg2+-Ion und einem NADPH-Molekül 

an PfDxr ermöglichte es Umeda erstmalig den Bindungsmodus von Fosmidomycin an PfDxr 

aufzuklären. Bisher konnte der Bindungsmechanismus von Fosmidomycin nur an Beispielen 

der EcDxr und MtDxr untersucht werden.203-205, 207, 209 

Wie Steinbacher bereits 2003 durch Kristallisation von Fosmidomycin an EcDxr zeigen 

konnte, konkurriert Fosmidomycin kompetitiv mit DOXP um dessen Bindestelle. Die Metall-

chelatisierende Hydroxamsäure-Gruppe von Fosmidomycin imitiert die α-Hydroxyketon-

Funktionalität von DOXP.  Die Phosphonat-Einheit von Fosmidomycin bildet außerdem zur 

Phosphatgruppe von DOXP analoge Wechselwirkungen zum Enzym aus. 
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Die PfDxr-Hemmwerte der inversen Fosmidomycin-Analoga *2c zeigen, dass diese 

Verbindung zu den potentesten PfDxr-Inhibitoren gehört, welche in der Publikation 

vorgestellt wurden (*Table 1). Umeda et al. gelang es, Fosmidomycin-Analoga *2c und zwei 

weitere Verbindungen (*2a und *3a)†††† im quarternären Komplex mit einem NADPH-Molekül 

und und einem Mg2+-Ion an PfDxr zu binden, um die Bindungsmodi zu untersuchen. Anhand 

der Kristallstrukturen konnte gezeigt werden, dass das S-Enantiomer der untersuchten 

Inhibitoren selektiv an das Enzym bindet (Abb. 32). 

 

 
Abbildung 32: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen von Inhibitoren im aktiven Zentrum 
von PfDxr. Koordination des Metallkations Mg2+ (2.0-2.1 Å) und mögliche 
Wasserstoffbrückenbindungen (2.7-3.1 Å) sind als schwarze, durchgezogene und gestrichelte Linien 
gekennzeichnet. (a) Inhibitor *2c im Komplex mit PfDxr. Aminosäurereste, welche ausschließlich mit 
*2c interagieren, sind in blau gezeigt. (b) Fosmidomycin (R = H) im Komplex mit PfDxr. 
Aminosäurereste, welche ausschließlich mit Fosmidomycin interagieren, sind in grün gezeigt. 
Reprinted with permission from reference198. Copyright 2014 American Chemical Society.  

Der Inhibitionsmechanismus soll beispielhaft an Verbindung *2c diskutiert werden (Abb. 32). 

Das inverse Fosmidomycin-Derivats *2c und Fosmidomycin selbst  koordinieren mit ihren 

Hydroxamsäure-Funktionalitäten gleichermaßen das Mg2+-Kation und bilden zu analogen 

Aminosäure-Resten Wasserstoffbrücken aus. Durch zusätzliche Koordination an Asp231, 

Glu233und Glu315 weist das Mg2+-Ion eine trigonal bipyramidale Geometrie auf. Die 

Phosphonat-Gruppe von *2c bildet Wasserstoffbrücken-Bindungen zu Ser270, Asn311, 

Ser306 und zwei Wasser-Molekülen aus. An dem Wasserstoffbrücken-Netzwerk von 

Fosmidomycin ist His293 anstelle von Ser306 beteiligt. Inhibitor *2c bildet van-der-Waals-

Bindungen zu Cys338 und Pro358, welche im quarternären Komplex mit Fosmidomycin nicht 

zu beobachten sind. Zudem konnte eine intramolekulare Wechselwirkung zwischen dem α-

Arylsubstituenten und der N-Methyl-Gruppe von *2c beobachtet werden (Abb. 32). 

                                                
†††† Diese Verbindungen wurden nicht im Rahmen dieser Dissertation synthetisiert. 
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4.7. Zusammenfassung  

Fosmidomycin ist ein Antibiotikum, welches Ende der 1970er Jahre erstmals aus 

Streptomyces lavendulae isoliert wurde. Es weist sehr gute antiplasmodiale Eigenschaften 

und gute Verträglichkeit auf und befindet sich aktuell in Kombination mit Piperaquin in 

klinischer Phase II für die Bahendlung von unkomplizierter Malaria tropica. 

Mithilfe von Strukturmodifikationen konnten in diesem Teil der Arbeit abschließende 

Einblicke in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der in der Arbeitsgruppe Kurz gründlich 

erforschten inversen  Fosmidomycin-Analoga gewonnen werden. Die Einführung von Mono- 

und Dimethoxyphenyl-Substituenten in α-Position zur Phosphonsäurefunktionalität führte zu 

Fosmidomycin-Analoga *2c-*2f, welche eine Inhibition der PfDxr im niedrigen nanomolaren 

Bereich aufweisen (PfDxr IC50 = 0.02 ± 0.002 μM (*2c), PfDxr IC50 = 0.08 ± 0.008 μM (*2d), 

PfDxr IC50 = 0.06 ± 0.006 μM (*2e), PfDxr IC50 = 0.13 ± 0.02 μM (*2f)). Die IC50-Werte der 

P.falciparum-Wachstumshemmung liegen im einstelligen bis submikromolaren Bereich und 

sind somit ein bis zwei Zehnerpotenzen höher (Abb. 33). Dieser Unterschied lässt sich 

anhand der zahlreichen Membrane erklären, welche ein Inhibitor im Zellkulturassay 

durchdringen muss, um das Target Dxr zu erreichen. 
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IC50 [µM]

0.10 0.30
0.02
± 0.002*2c (R = Me)

*2d (R = H) 1.7 3.6 0.08
± 0.008

0.29 1.2
0.06
± 0.006*2e (R = Me)

*2f (R = H) 6.8 8.1 0.13
± 0.02

> 50 n.b.
9.1
± 1.3*5a (R = Me)

*5b (R = H) > 50 n.b. > 1000

Abbildung 33: antiplasmodiale in vitro Aktivität und Enzyminhibition der inversen Fosmidomycin-
Analoga *2c-*2f und *5a-*5b; n. b. = nicht bestimmt. 

Weitere Variationen der Fosmidomycin-Analoga in Länge der CH2-Kette (*4) sowie in der 

metallchelatisierenden Einheit (*6, *7) führten zu einer Verringerung bis hin zu komplettem 

Verlust der inhibitorischen Aktivität.‡‡‡‡    

                                                
‡‡‡‡ Diese Verbindungen wurden nicht im Rahmen dieser Dissertation synthetisiert. 
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Die Entwicklung eines neuartigen Syntheseweges führte zu α-Benzoylamino-substituierter 

Fosmidomycin-Derivate *5a und *5b. Die N-Methyl-substituierte Verbindung 5a weist einen 

IC50-Wert gegenüber PfDxr von 9.1 μM auf, wohingegen die NH-unsubstituierte Verbindung 

5b keine Aktivität gegen PfDxr zeigt (Abb. 33).  

Neben der Untersuchung der antiplasmodialen in vitro-Aktivität und der Enzymhemmung 

wurde zudem die Strukturbiologie der synthetisierten Verbindungen mit den stärksten 

Hemmwirkungen gegenüber PfDxr untersucht. Kooperationspartner Umeda et al. gelang es  

die Kristallisation von Fosmidomycin-Analoga *2c und zwei weiteren Verbindungen (*2a und 

*3a)‡‡‡‡ im quarternären Komplex mit einem NADPH-Molekül und und einem Mg2+-Ion an 

PfDxr, um die Bindungsmodi zu untersuchen. Die Kristallstrukturen  zeigen, dass es das 

S-Enantiomer der untersuchten Inhibitoren ist, welches selektiv an das Enzym bindet. 
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5. Summary 

The first part of this work deals with the modification of lead structures 1 (MMV396717) und 

II (MMV006962). Prior to this work these two compounds were selected as lead structures 

based on the results of a target-based screening of all Malaria Box compounds of MMV 

against PfDxr.  

Compounds included in the Malaria Box were chosen from 20 000 antimalarial hits published 

by Genomics Institute of the Novartis Research Foundation (GNF), GlaxoSmithKline (GSK) 

and St. Jude Children’s Research Hospital. Considering other characteristics such as 

physicochemical properties, commercial availability, chemical diversity and cytotoxicity, MMV 

selected 400 final compounds contained in the Open Access Malaria Box.   

At this, the initial aim of MMV is to catalyze antimalarial drug research and therefore the 

Malaria Box is available free of charge for research groups all over the world.  

A screening of the 400 Malaria Box compounds, carried out by the research group of Markus 

Fischer, identified two moderate PfDxr inhibitors with IC50 values lower than 100 µM. 

In this work the two starting compounds 1 (MMV396717) and II (MMV006962) were 

structurally optimized in several key regions of the molecule (Figure 1). Thus, first insights 

into the structure-activity relationships of pyrrolopyrazoles and benzimidazoles could be 

provided.  
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Figure 1: lead structures 1 (MMV396717) and II (MMV006962).       

Replacement of various substituents of lead structure 1 (MMV396717) led to changes of 

lipophilicity and also of electronic and steric properties. Compounds substituted with basic 

phenyl rings in molecule region A showed potent growth inhibition of laboratory chloroquine 

sensitive 3D7 and multiresistant Dd2 strains of P. falciparum. The most active inhibitors 

exhibited IC50 values in the low double-digit nanomolar range towards both P. falciparum 

strains. The synthesis of pyrrolopyrazoles is shown in scheme 1.    

 

http://www.dict.cc/englisch-deutsch/lipophilicity.html
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XXIV, 18, 31: R = 3-(CH2N(CH2CH3)2)-Ph
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XXVIII, 22, 37: R = 2,4-F-Ph
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Scheme 1: Synthesis of pyrrolopyrazoles with modified molecule region A; Reagents and conditions: 
(a) (a) NaH 60 % in mineral oil, abs. DMF, 0 °C  RT, 30 min; MOMCl, 0 °C  rt, 1h; (b) NaH 60 % in 
mineral oil, abs. toluene, 70 °C, 10 min  diethyl oxalate, reflux, 30 min; (c) EtOH, cat. AcOH, rt, 12 h; 
(d) N2H4·H2O, conc. AcOH, reflux, 1 h  cat. conc. H2SO4, reflux, 30 min (24-34) or: 1. N2H4·H2O, 
conc. AcOH, reflux, 1 h; 2. TFA, DCM, rt, 12 h (37-38). 

The most active compound 33 (Figure 2), which is 3-((diethylamino)methyl)-4-hydroxyphenyl 

substituted in molecule region A, showed in vitro activity towards both P. falciparum strains 

(Pf3D7 IC50 = 0.12 µM; PfDd2 IC50 = 0.023 µM). 
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Figure 2: lead structure 1 (MMV396717) and derivative 33 mit modified molecule region A. 

The in vitro activity of 33 exceeds that of lead structure 1 (MMV396717) about two orders of 

magnitude (Pf3D7 IC50 = 2.6 µM; PfDd2 IC50 = 2.0 µM). The PfDxr inhibition of 33 and lead 

structure 1 (MMV396717) are in a similar range. Moreover, as compared with lead structure 

1 (MMV396717) the derivative 33 shows reduced cytotoxicity against HeLa-cells (Table 1). 

The PfDxr IC50 values of 33 and all other synthesized pyrrolopyrazoles show clearly that 

PfDxr inhibition only contributes a small part to their antiplasmodial activity. 
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Table 1: antiplasmodial and cytotoxic properties of lead structure 1 (MMV396717) and derivative 33. 

N

NHN
O

R1

O

OH

ClA
 

 1 (MMV396717) 33 

R1 2-F-Ph 3-(CH2N(CH2CH3)2)-4-OH-Ph 

Pf3D7 IC50 [μM]a 2.6 0.012 

PfDd2 IC50 [μM]a 2.0 0.023 

PfDxr IC50 [μM]b 23 ± 4.0 20 ± 3.0 

HeLa IC50 [μM] 30 > 125 
 aValues are the mean of two duplicate determinations. bValues were calculated from 3-9 data points;45-46 n.d. = 
not determined. 

Using X-ray analysis, it could be proved that lead structure 1 (MMV396717) and derivative 33 

exist as 2H-tautomer under crystalline condition (Figure 3). 

Figure 3: X-ray structure analysis, asymmetric unit; left: lead structure 1 (MMV396717), right: 
compound 33. 
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Replacement of the 4-chlorophenyl substituents of lead structure II (MMV006962) led to 

changes of lipophilicity and also of electronic and steric properties as well. Introduction of 

bulky substituents led to compounds 76 and 80 with the highest in vitro antiplasmodial 

activity against P. falciparum (Figure 4).  
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Figure 4: lead structure II (MMV006962) and most active derivatives 76 and 80 against P. falciparum 
with modified molecule region A and B. 

3,4-Difluorophenyl-substituted derivative 76 shows a little less activity against asexual blood 

stages of the chloroquine sensitive P. falciparum 3D7 strain than lead structure 

II (MMV006962) (Pf3D7 IC50 = 0.62 μM (76); Pf3D7 IC50 = 0.25 μM (II (MMV006962)). 

However, the inhibitory potency for P. berghei liver stages could be improved significantly 

(PbEEF IC50 = 0.011 μM (76); PbEEF IC50 = 0.093 μM (II (MMV006962)). Moreover, the 

selectivity index of compound 76 based on IC50 values for Plasmodium berghei and HepG2 

cells is more than five times higher than that of lead structure II (MMV006962) (Table 2). The 

IC50 values of compound 76 show clearly its dual activity against asexual P. falciparum blood 

stages and P. berghei liver stages.  

Derivative 80 with 4-(n-propoxy)phenyl substituents in molecule regions A and B is the most 

potent P. falciparum growth inhibitor but it exhibits no activity against liver stages of 

P. berghei. Thus, compound 80 shows no dual activity.  

The PfDxr IC50 values of the studied benzimidazoles also show clearly that PfDxr inhibition 

only contributes a small part to their antiplasmodial activity. 

 

 

http://www.dict.cc/englisch-deutsch/lipophilicity.html
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Table 2: antiplasmodial and cytotoxic properties of lead structure II (MMV006962) and derivatives 76 
and 80. 
 II (MMV006962) 76 80 

Pf3D7 IC50 [μM]a 0.25 0.62 0.019 

PfDd2 IC50 [μM]a 0.091 n.d. 0.039 

PfDxr IC50 [μM]b 81 ± 5.0 181 ± 4.0 > 500 

PbEEF IC50 [μM]  0.093 0.011 > 50 

HepG2 IC50 [μM] 1.6 1.0 > 50 

HepG2 IC50/ 

PbEEF IC50
c 

17 94 n.d. 

HeLa IC50 [μM]b 19 n.d. > 125 
aValues are the mean of two duplicate determinations. bValues were calculated from 3-9 data points;45-46 cThe 
calculation of the selectivity indices was based on non-rounded IC50 values; n.d. = not determined. 

Despite promising antiplasmodial in vitro activity the pyrrolopyrazole 33 and the 

benzimidazole 80 don’t show any antiplasmodial in vivo activity. Due to their low solubility in 

water and their high AlogP values the resorption of the compound by the human body could 

be difficult or even blocked. Further investigation of these substance classes should aim on 

the reduction of molecular weight and improvement of water solubility. So far only few drug 

classes show activity against plasmodial liver stages. Thus, new antimalarial drugs with 

causal prophylactic and transmission blocking properties are urgently needed to achieve the 

goal of malaria eradication. Taken all together, development of more benzimidazole 

derivatives with dual activity against asexual blood and liver stages is promising. For specific 

derivatization an identified mechanism of action would be favourable. 

 

The natural product fosmidomycin shows strong antiplasmodial activity and was first isolated 

from Streptomyces lavendulae. In combination with piperaquine, fosmidomycin is currently 

evaluated in phase II clinical trials for the therapy of uncomplicated Malaria tropica. 

Structural modifications carried out in the second part of this work provided completing 

insights into structure-activity relationships of reverse fosmidomycin analogs, which are well 

explored by Kurz et al..  Introduction of mono- and dimethoxyphenyl substituents in α-

position with respect to the phosphonate group led to fosmidomycin analogs *2c-*2f, which 

display an inhibiton of PfDxr in a low nanomolar range (PfDxr IC50 = 0.02 ± 0.002 μM (*2c), 

PfDxr IC50 = 0.08 ± 0.008 μM (*2d), PfDxr IC50 = 0.06 ± 0.006 μM (*2e), PfDxr IC50 = 0.13 ± 

0.02 μM (*2f)). The same compounds *2c-*2f have IC50 values toward P.falciparum growth in 

the single-digit to sub micromolar range (Figure 5). This difference can be explained with the 
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several membrane barriers an inhibitor has to pass in a cell culture assay to reach the target 

in the living parasite.  
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Fosmidomycin *1 (R' = H)
FR900098 *2 (R' = CH3)

Pf3D7
IC50 [µM]

PfDd2 
IC50 [µM]

PfDxr
IC50 [µM]

0.10 0.30
0.02
± 0.002*2c (R = Me)

*2d (R = H) 1.7 3.6 0.08
± 0.008

0.29 1.2
0.06
± 0.006*2e (R = Me)

*2f (R = H) 6.8 8.1 0.13
± 0.02

> 50 n.d.
9.1
± 1.3*5a (R = Me)

*5b (R = H) > 50 n.d. > 1000
 

Figure 5: In vitro antiplasmodial activity and enzyme inhibition of reverse fosmidomycin analogs *2c-
*2f and *5a-*5b; n. d. = not determined. 

Further variations of fosmidomycin analogs concerning chain length (*4) and the metal ion 

chelating group (*6, *7) led to decrease or even to complete loss of inhibitory activity.§§§§  

Development of a new route of synthesis led to α-benzoylamino-substituted fosmidomycin 

analogs *5a und *5b. The N-methyl-substituted compound 5a exhibits an IC50 value of 

9.1 μM toward PfDxr, whereas the NH-unsubstituted compound 5b is not active (Figure 5).  

Besides studying of antiplasmodial in vitro activity and enzyme inhibition the structural 

biology of the synthesized compounds with the strongest PfDxr inhibition effects was also 

analyzed. 

Cooperartion partner Umeda et al. analyzed the binding modes of fosmidomycin analog *2c   

(*2a and *3a)§§§§ in quarternary complex with PfDxr, NADPH and Mg2+ by X-ray structure 

analysis. 

The crystal structure shows clearly that the enzyme binds selectively the S-enantiomers of 

the study compounds.  

 

 

                                                
§§§§ The synthesis of these compounds wasn’t part of this work. 
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6. Experimenteller Teil 

6.1. Verwendete Geräte und Analysemethoden 

Ausbeuteangaben beziehen sich auf die ausgefällten, säulenchromatographischen 

gereinigten und/oder umkristallisierten Produkte. 

Als Trockenmittel für organische Phasen wurde Natriumsulfat verwendet. 

Chemikalien von kommerziellen Anbietern wurden in der höchsten Reinheitsstufe ohne 

weitere Reinigung verwendet. 

Schmelzpunkte wurden mit einer Stuart SMP11-Schmelzpunktapparatur gemessen und sind 

unkorrigiert. 

1H-NMR-Spektren wurden mit den Geräten Bruker Avance III-300 (300 MHz), Bruker Avance 

DRX-500 (500 MHz) oder Bruker Avance III-600 (600 MHz) gemessen. 13C-NMR-Spektren 

wurden mit den Geräten Bruker Avance III-300 (75 MHz), Bruker Avance DRX-500 (125 

MHz) oder Bruker Avance III-600 (150 MHz) gemessen.  

Chemische Verschiebung δ wurden in ppm angegeben, die Ermittlung der 

Protonenverhältnisse erfolgte mittels Integration. Als interne Standards der 1H-NMR und 13C-

NMR-Spektren dienten die undeuterierten Lösungsmittelanteile. Die Lösungsmittelsignale 

wurden auf die in der Literatur angegebenen Werte kalibriert.210 

Tabelle 22: Verschiebung δ der undeuterierten Lösungsmittelanteile. 
Lösungsmittel δ / ppm (1H) δ / ppm (13C) 

CDCl3 7.26 77.16 

DMSO-d6 77.16 39.52 

 

Für die Multiplizitäten der Signale wurden folgende Abkürzungen verwendet: br s = breites 

Singulett, s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett. Die 

Kopplungskonstanzen J wurden in Hz angegeben. Die Spektrenbearbeitung erfolgte mit dem 

Programm MestRec 4.5.6.0. 

Elementaranalysen wurden mit den Geräten Perkin Elmer PE 2400 CHN Elemental Analyzer 

oder Vario MICRO Cube Elemental Analyzer gemessen. 

Massenspektrometrische Bestimmungen (ESI-HRMS) wurden mit dem Massenspektrometer 

Bruker Daltonics UHR-QTOF maXis 4G aufgenommen. Das Molekülion M wurde jeweils mit 

angelagertem H-Atom als [M + H]+ im m/z = Masse/Ladungsverhältnis angegeben.    
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Für dünnschichtchromatographische Untersuchungen wurden mit Kieselgel 60 und 

Fluoreszenzindikator F254 beschichtete DC-Aluminiumplatten von Merck verwendet. Die 

Detektion erfolgte mithilfe von Fluoreszenzlöschung bei UV-Licht der Wellenlänge 254 nm 

oder durch Anfärbung mit wässriger Kaliumpermanganat-Lösung. 

Säulenchromatographische Reinigungen wurden manuell oder mittels Flash-

Chromatographie an einem Combi Flash®  Rf 200 durchgeführt. Im Falle manueller 

Säulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm / 230-400 mesh, Porengröße 60 

Å) der Hersteller Macherey-Nagel oder Fluka verwendet.  

Zur Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) wurde ein Varian ProStar HPLC-

System (Varian ProStar Pumpe 210, Varian ProStar 320 UV-Detektor und Varian ProStar 

410 Autosampler)  verwendet.  

Für analytische HPLC-Untersuchungen wurde als Trennsäule eine RP-Säule Phenomenex 

Luna C18(2) (250 mm · 4.6 mm, Partikelgröße 5 μM) in Kombination mit Phenomenex 

Security Guard Cartridge C18 (4.0 mm · 3.0 mm) verwendet. Als Laufmittel wurden 

Gemische aus Acetonitril und Wasser oder Methanol und Wasser verwendet. 

Röntgenstrukturanalysen wurden am Einkristalldiffraktometer Xcalibur (Eos) der Firma 

Oxford Diffraction durchgeführt. Die graphische Darstellung erfolgte mittels Programmpaket 

SHELXTL. 

6.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften 

AAV 1: Synthese der Diketoester-Derivate 3, 8, 57 und 58 ausgehend von Acetphenon-

Derivaten 2, 7, 56 und XXXVII in Anlehnung an die Literatur67 

Das entsprechende Acetophenon (1.0 eq) wurde unter Inertgasbedingungen in abs. Toluol 

(2.5 mL pro mmol) vorgelegt und portionsweise mit NaH in Mineralöl (60 %, 1.5 eq) vesetzt. 

Anschließend wurde die Reaktionsmischung auf 70 °C erwärmt. Nach 10 min erfolgte die 

Zugabe von Diethyloxalat (1.8 eq) und es wurde 30 min refluxiert. Nach Abkühlung auf RT 

wurden 2M HCl (20 mL pro mmol) zugegeben und die wässrige Phase 3 x mit EtOAc (jeweils 

50 mL pro mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 

getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts 

erfolgte mittels Umkristallisation aus EtOAc/n-Hexan oder flashchromatographisch an 

Kieselgel mit einem Elutionsgradienten von EtOAc/n-Hexan (0:1  1:0). 
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AAV 2: Zyklisierung zu Pyrrolinonen 4, 9, 11-23, 39-44, 59-63 und 69-71 in Anlehnung an 

die Literatur68 

Das ausgewählte primäre Amin (1.0 eq) und der entsprechende Aldehyd (1.0 eq) wurden in 

EtOH (10 mL pro mmol) und katalytischen Mengen AcOH vorgelegt und 15 min bei RT 

gerührt. Anschließend wurde eine Lösung des ausgewählten Diketoester-Derivats (1.0 eq) in 

EtOH (5 mL pro mmol) gelöst, zu dem Reaktionsansatz zugegeben und bei RT gerührt. 

Nach 12 h wurde die Reaktionsmischung filtriert, der Rückstand mit EtOH gewaschen und 

am Hochvakuum getrocknet. 

 

AAV 3: Zyklisierung von Pyrrolinonen 4, 9, 22-23, 42-44, 59-63, XLVIII und 69-71 zu 

Pyrrolopyrazolen 5, 10, 35-36, 48-50, 64-68 und 72-75 in Anlehnung an die Literatur79 

Das entsprechende Pyrrolinon-Derivat (1.0 eq) wurde in AcOH (5 mL pro mmol) bei 85°C 

gelöst, mit Hydrazin-Monohydrat (1.5 eq) versetzt und 2 h bei gleicher Temperatur gerührt. 

Nach Abkühlung auf RT wurde mit gesättigter NaHCO3-Lösung ein pH-Wert von 8 eingestellt 

und die wässrige Phase 3 x mit EtOAc (jeweils 50 mL pro mmol)  extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer 

eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte mittels Umkristallisation aus EtOAc/n-

Hexan oder flashchromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsgradienten von EtOAc/n-

Hexan (0:1  1:0). 

 

AAV 4: Abspaltung der Methoxymethyl-Schutzgruppe mittels TFA zur Gewinnung der 

Zielverbindungen 1 (MMV396717), 37-38, 51-53 und 66 ausgehend von Pyrrolopyrazolen 

10, 35-36, 48-50 und 65 in Anlehnung an die Literatur110 

Zu einer Suspension des MOM-geschützten Pyrrolopyrazols in DCM (10 mL pro mmol) 

wurden bei 0 °C langsam TFA (3 mL pro mmol) getropft, nach 15 min wurde auf RT erwärmt 

und 2h ei gleicher Temperatur gerührt. Anschließend wurde wässige NaHCO3-Lösung (5 g 

NaHCO3 in 40 mL H2O) zugegeben und die wässrige Phase 3 x mit EtOAc (jeweils 50 mL 

pro mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet, 

filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte 

mittels Umkristallisation aus EtOAc/n-Hexan oder flashchromatographisch an Kieselgel mit 

einem Elutionsgradienten von EtOAc/n-Hexan (0:1  1:0). 
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AAV 5: Zyklisierung zu Pyrrolopyrazolen mit simultaner Abspaltung der Methoxymethyl-

Schutzgruppe zur Gewinnung der Zielverbindungen 1 (MMV396717), 24-34 und 45-47 

ausgehend von Pyrrolinonen 9, 11-21 und 39-41 

Das entsprechende Pyrrolinon-Derivat (1.0 eq) wurde in AcOH (5 mL pro mmol) bei 85°C 

gelöst, mit Hydrazin-Monohydrat (1.5 eq) und 2 h bei gleicher Temperatur gerührt. 

Anschließend wurden katalytische Mengen konz. H2SO4 (0.02 mL pro mmol) zugefügt und 

weitere 30 min bei 85 °C gerührt. Nach Abkühlung auf RT wurde mit gesättigter NaHCO3-

Lösung ein pH-Wert von 8 eingestellt und die wässrige Phase 3 x mit EtOAc (jeweils 50 mL 

pro mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet, 

filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte 

mittels Umkristallisation aus EtOAc/n-Hexan oder flashchromatographisch an Kieselgel mit 

einem Elutionsgradienten von EtOAc/n-Hexan (0:1  1:0). 

 

AAV 6: Synthese der Benzimidazol-Derivate II (MMV006962), LXIII-LXVII, 76-83 in 

Anlehnung an die Literatur44 

Diamin LVI (1.0 eq) wurde unter Inertgasbedingungen in einem Gemisch aus abs. THF 

(3 mL pro mmol) und abs. Pyridin (6 mL pro mmol) gelöst. Anschließend wurde langsam das 

entsprechende Carbonsäure- oder Sulfonsäurechlorid (2.5 eq) zugegeben und 6 h bei 70°C 

gerührt. Nach Abkühlung auf RT wurde die Reaktionsmischung in H2O (15 mL pro mmol) 

gegeben, filtriert und 3x mit H2O (jeweils 20 mL pro mmol) und einmal mit MeOH (20 mL pro 

mmol) gewaschen. Der Rückstand wurde am Hochvakuum getrocknet. 

 

AAV 7: Synthese der N-Benzyl-geschützten Phosphonohydroxamsäuren 85-86 ausgehend 

von Carbonsäure 84  
Carbonsäure 84 (1.0 eq) wurde unter Inertgasbedingungen in abs. THF (10 mL pro mmol) 

gelöst und mit N-Methylmorpholin (1.1 eq) versetzt. Bei -20 °C wurde Chlorameisensäure-

iso-butylester (1.1 eq) zugetropft. Nach 10 min wurde das entsprechende Amin (1.0 eq) in 2 

mL pro mmol abs. THF gelöst und dem Ansatz zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 

über Nacht auf RT erwärmt. Anschließend wurde das ausgefallene NMM-Hydrochlorid filtriert 

und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rückstand wurde in 50 mL 

EtOAc/H2O (1:1) aufgenommen, die wässrige Phase 3x mit jeweils 50 mL EtOAc extrahiert 

und die vereinigten organischen Phasen mit gesättigter NaHCO3-Lösung gewaschen. Die 

organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer 

eingeengt. Das Rohprodukt wurde aus EtOAc/n-Hexan umkristallisiert.  
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6.3. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3.4.3. 

3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 1 (MMV396717) 

N

NHN
O

O
F

OH

Cl
 

a) In Anlehnung an die Literatur120 wurden 582 mg 5 (1.0 mmol, 1.0 eq) in 10 mL DCM 

gelöst, mit 1.3 mL 46%iger HBr (10.0 mmol, 10 eq) und 81 mg 

Tetrabutylammoniumbromid (25 mol%, 0.25 eq) versetzt und 24 h refluxiert. Nach 

Abkühlung auf RT wurde das Reaktionsgemisch durch Zugabe von 25 mL DCM 

verdünnt. Nach Abtrennung der organischen Phase wurde diese 3 x mit 10 mL H2O 

gewaschen und die organische Phase anschließend über Na2SO4 getrocknet, filtriert 

und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsgradienten von 

EtOAc/n-Hexan (0:1  1:0) gereinigt. 
b) Hergestellt aus 984 mg 9 (2.0 mmol, 1.0 eq) und 0.15 mL Hydrazin-Monohydrat 

(150 mg, 3.0 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 
c) Hergestellt aus 536 mg 10 (1.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 4. 

Ausbeute a) 7 %  

b) 81 % 

c) 89 %  

Schmelzpunkt > 250 °C  

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.17 (s, 3H, PhCH3), 2.54-2.59 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.79-2.84 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.78-3.82 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.97 (s, 1H, CH), 6.80-6.83 (m, 3H, HAr), 7.03-7.04 (m, 3H, 

HAr), 7.12 (dd, J1 = J2 = 6.9 Hz, 1H, HAr), 7.21 (dd, J1 = J2 = 9.0 Hz, 1H, HAr), 

7.26 (s, 1H, HAr), 7.34-7.35 (m, 1H, HAr), 10.32 (br s, 0.15H, OH), 10.51 (s, 

0.85H, OH), 13.52 (s, 0.85H, NH), 14.19 (br s, 0.15H, NH) 

 (600 MHz, CDCl3), δ (ppm): 2.26 (s, 3H, PhCH3), 2.77-2.82 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.96-3.00 (m, 1H, NCH2CH2), 3.07-3.11 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.76 (s, 3H, OCH3), 4.06-4.11 (m, 1H, NCH2CH2), 5.91 (s, 1H, CH), 

6.81-6.84 (m, 3H, HAr), 6.90-6.95 (m, 2H, HAr), 7.10-7.12 (m, 3H, HAr), 

7.22-7.24 (m, 1H, HAr), 7.38 (dd, J = 12.9, 6.7 Hz, 1H, HAr), 10.64 (br s, 1H, 

OH), 13.06 (br s, 1H, NH) 
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13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 42.0 

(NCH2CH2), 54.0 (CH), 54.9 (OCH3), 113.8, 114.2, 115.7 (d, 
2JCF = 21.0 Hz), 118.1, 123.0, 123.8 (d, J = 11.8 Hz), 124.9, 127.3, 129.3, 

130.4, 130.5 (d, 3JCF = 7.7 Hz), 132.6, 136.6, 150.3, 152.8, 157.7, 160.7 (d, 
1JCF = 247.0 Hz), 161.8 (C=O) 

C27H23ClFN3O3 [491.94] 

Berechnet [%] C = 65.92, H = 4.71, N = 8.54  

Gefunden [%]   C = 66.08, H = 4.91, N = 8.52 
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1-(2-(Benzyloxy)-5-chlor-4-methylphenyl)ethanon 2 
O

O

Cl
 

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift114 wurde zu einer Suspension aus 1.85 g III 
(10.0 mmol, 1.0 eq), 3 g K2CO3 (20.0 mmol, 2.0 eq) und 1.66 g KI (10.0 mmol, 1.0 eq)  in 40 

mL Aceton 2.38 mL Benzylbromid zugetropft (3.42 g, 20.0 mmol, 2.0 eq) und 2 h refluxiert. 

Nach Abkühlung auf RT wurde die Reaktionsmischung filtriert und das Filtrat am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an 

Kieselgel mit einem Eluentengemisch von EtOAc/n-Hexan (2:8, isokratisch) gereinigt. 

Ausbeute 94 %, farblose Kristalle 

Schmelzpunkt 87 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.36 (s, 3H, PhCH3), 2.48 (s, 3H, 

C(O)CH3), 5.23 s, 2H, PhCH2), 7.33-7.37 (m, 2H, HAr), 7.40-7.43 (m, 2H, 

HAr), 7.50-7.51 (m, 2H HAr), 7.58 (s, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 20.0 (PhCH3),  31.6 (C(O)CH3), 70.4 

(PhCH2), 116.5, 124.9, 126.8, 127.9, 128.0, 128.4, 129.2, 136.1, 141.5, 

156.2, 196.7 (C(O)CH3). 

C16H15ClO2 [274.74] 

Berechnet [%] C = 69.95, H = 5.50   

Gefunden [%]   C = 69.79, H = 5.39 
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(Z)-Ethyl-4-(2-(Benzyloxy)-5-chlor-4-methylphenyl)-4-hydroxy-2-oxobut-3-enoat 3 
OH O

O

O
O

Cl

 
Hergestellt aus 2.75 g 2 (10.0 mmol, 1.0 eq) und 2.63 g Diethyloxalat (18.0 mmol, 1.8 eq) 

nach AAV 1. 

Ausbeute 76 %, gelbe Kristalle 

Schmelzpunkt 134 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.17 (t, 3JHH = 7.1 Hz, 3H, OCH2CH3), 2.36 

(s, 0.4H, PhCH3), 2.41 (s, 2.6H, PhCH3), 4.09 (q, 3JHH = 7.1 Hz, 0.2H, 

OCH2CH3), 4.20 (q, 3JHH = 7.1 Hz, 1.8H, OCH2CH3), 5.22 (s, 0.2H, PhCH2), 

5.28 (s, 1.8H, PhCH2), 7.25 (s, 1H, CH), 7.35-7.44 (m, 5H, HAr), 7.52 (d, 

J = 7.1 Hz, 2H, HAr), 7.77 (s, 1H, OH) 

 
13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 14.1 (OCH2CH3), 20.6 (PhCH3), 62.4 

(OCH2CH3), 71.2 (PhCH2), 103.3, 117.2, 123.5, 125.9, 128.2, 128.5, 128.9, 

129.9, 136.2, 143.6, 157.0, 161.9 (C=O), 168.5 (C=O), 188.2 (C=O) 

C20H19ClO5 [374.81] 

Berechnet [%] C = 64.87, H = 5.44  

Gefunden [%]  C = 64.68, H = 5.23 
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4-(2-(Benzyloxy)-5-chlor-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphen-

ethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 4 

O

N

O OH

O
OBn

F

Cl

 
Hergestellt aus 937 mg 3 (2.5 mmol, 1.0 eq), 310 mg 2-Fluorbenzaldehyd (VI, 2.5 mmol, 

1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 45 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 180 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.35 (s, 3H, PhCH3), 2.41-2.46 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.67-2.75 (m, 2H, NCH2CH2), 3.62-3.67 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.69 (s, 3H, OCH3), 4.92 (d, J = 10.4 Hz, PhCH2, 1H), 5.09 (d, J = 10.4 Hz, 

PhCH2, 1H), 5.49 (s, 1H, CH), 6.30 (br s, 1H, HAr), 6.71 (br s, 1H, HAr), 6.80 

(d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.13-7.147 (m, 2H, 

HAr), 7.22-7.26 (m, 2H, HAr), 7.34-7.42 (m, 5H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 20.0 (PhCH3), 32.4 (NCH2CH2), 41.9 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 70.7 (PhCH2), 113.8, 115.1, 115.2 (d, 
2JCF = 21.9 Hz), 123.1 (d, J = 11.4 Hz), 124.1, 124.5, 128.1, 128.2, 128.4, 

128.7, 129.2, 129.36, 129.41, 129.8 (d, 3JCF = 8.2 Hz), 130.0, 136.0, 139.0, 

155.1, 157.7, 161.0 (d, 1JCF = 246.6 Hz), 165.1 (C=O) 

C34H29ClFNO5 [586.05] 

Verbindung 4 Wurde als Rohprodukt weiter umgesetzt. 
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3-(2-(Benzyloxy)-5-chlor-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 5 

O

N

NHNO
OBn

Cl
F

 
Hergestellt aus 586 mg 4 (1.0 mmol, 1.0 eq) und  73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 68 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 173 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.23 (s, 3H, PhCH3), 2.43-2.48 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.55-2.60 (m, 1H, NCH2CH2), 2.64-2.68 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.66 (s, 3H, OCH3), 3.74-3.79 (m, 1H, NCH2CH2), 5.14 (s, 0.2H, PhCH2), 

5.21 (s, 1.8H, PhCH2), 5.55 (s, 0.1H, CH), 5.70 s, 0.9H, CH), 6.80 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 6.93-6.97 (m, 3H, HAr), 7.08-7.16 (m, 3H, HAr), 7.27-

7.39 (m, 7H, HAr), 13.69 (s, 0.9H, NH), 14.01 (s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.8 (NCH2CH2), 41.7 

(NCH2CH2), 53.8 (CH), 54.8 (OCH3), 70.0 (PhCH2), 113.7, 115.7, 115.9, 

116.3, 123.4 (d, J = 11.6 Hz), 124.7, 124.9, 125.8, 127.6, 127.9, 128.0, 

128.4, 129.3, 129.5, 130.3, 130.5 (d, 3JCF = 8.3 Hz), 131.9, 136.3, 137.1, 

150.3, 153.1, 157.7,160.6 (d, 1JCF = 247.8 Hz), 161.6 (C=O) 

C34H29ClFN3O3 [582.06] 

Berechnet [%] C = 70.16, H = 5.02, N = 7.22  

Gefunden [%]  C = 69.88, H = 4.93, N = 7.06 
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1-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)ethanon 7 
O

O O

Cl
 

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift113  wurde unter Schutzgasatmosphäre 440 mg NaH 

in Mineralöl (60 %, 11.0 mmol, 1.1 eq)  in 20 mL abs. DMF suspendiert und 1.85 g in 15 mL 

abs. DMF gelöstes 1-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)ethanon III (10.0 mmol, 1.0 eq) bei 

0 °C langsam zugetropft. Nach vollständiger Zugabe wurde 30 min bei RT gerührt. 

Anschließend wurde bei 0 °C langsam 0.84 mL MOMCl (886 mg, 11.0 mmol, 1.1 eq) 

zugetropft und bei RT für 1 h gerührt.  Die Reaktionsmischung wurde mit 50 mL ges. 

NH4Cl-Lösung versetzt und die wässrige Phase 3x mit jeweils 100 mL DCM extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden 2x mit jeweils 50 mL 1M NaOH-Lösung gewaschen, 

über Na2SO4 getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt 

wurde flashchromatographisch an Kieselgel mit einem Elutionsgradienten von 

EtOAc/n-Hexan (0:1  1:0) gereinigt. 

Ausbeute 85 %, farblose Kristalle 

Schmelzpunkt 47 °C 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.35 (s, 3H, PhCH3), 2.56 (s, 3H, 

C(O)CH3), 3.43 (s, 3H, OCH2OCH3), 5.33 (s, 2H, OCH2OCH3), 7.24 (s, 1H, 

HAr), 7.57 (s, 1H, HAr) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 20.0 (PhCH3), 31.4 (C(O)CH3), 56.1 

(OCH2OCH3), 94.2 (OCH2OCH3), 117.9, 125.7, 127.5, 129.2, 141.2, 154.3, 

197.0 (C(O)CH3) 

C11H13ClO3 [288.67] 

Berechnet [%] C = 57.78, H = 5.73   

Gefunden [%]   C = 58.02, H = 5.77 
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(Z)-Ethyl-4-(5-chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-4-hydroxy-2-oxobut-3-enoat 8  
OH O

O

O
O

Cl

O
 

Hergestellt aus 2.89 g 7 (10.0 mmol, 1.0 eq) und 2.63 g Diethyloxalat (18.0 mmol, 1.8 eq) 

nach AAV 1. 

Ausbeute 73 %, gelbe Kristalle 

Schmelzpunkt 82 °C 

1H-NMR (600 MHz, CDCl3), δ (ppm): 1.25 (t, 3JHH = 7.1 Hz, 0.3H, OCH2CH3), 1.29 (t, 
3JHH = 7.1 Hz, 2.7H, OCH2CH3), 2.35 (s, 0.3H, PhCH3), 2.37 (s, 2.7H, 

PhCH3), 3.38 (s, 0.3H, OCH2OCH3), 3.46 (s, 2.7H, OCH2OCH3), 4.25 (q, 

0.2H, OCH2CH3), 4.29 (q, 2.8H, OCH2CH3), 5.27 (s, 0.2H, OCH2OCH3), 

5.37 (s, 1.8H, OCH2OCH3), 7.24 (s, 0.9H, HAr), 7.25 (s, 0.1H, HAr), 7.28 (s, 

1H, CH), 7.67 (s, 0.1H, HAr), 7.75 (s, 0.9H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, CDCl3), δ (ppm): 13.7 (OCH2CH3), 20.1 (PhCH3), 56.3 (minor 

OCH2OCH3), 56.4 (major OCH2OCH3), 62.1 (OCH2CH3), 94.2 (minor 

OCH2OCH3), 94.7 (major OCH2OCH3), 102.7 (CH), 117.8 (minor), 118.0 

(major), 123.7 (major), 125.0 (minor), 126.1 (minor), 126.2 (major), 129.4 

(major), 129.4 (minor), 142.8, 154.6 (major), 154.6 (minor), 159.4 (minor 

C=O), 161.5 (major C=O), 167.9 (C=O), 187.7 (major C=O), 188.3 (minor 

C=O) 

C15H17ClO6 [328.74] 

Berechnet [%] C = 54.80, H = 5.21  

Gefunden [%]  C = 54.99, H = 5.20 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-

methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 9 

N

O
OH

O

O

O

F

Cl

O

 
Hergestellt aus 822  mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 310 mg 2-Fluorbenzaldehyd (VI, 2.5 mmol, 

1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 75 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 196 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.56-2.61 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.74-2.83 (m, 2H, NCH2CH2), 3.27 (s, 3H,OCH2OCH3), 3.70 (s, 

3H, OCH3), 3.75-3.79 (m, 1H, NCH2CH2), 5.07 (d, J = 6.6 Hz, 1H, 

OCH2OCH3), 5.11 (d, J = 6.6 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.53 (s, 1H, CH), 6.83 

(d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 7.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 7.10 (2 s, 2H, HAr), 

7.18-7.24 (m, 3H, HAr), 7.37 (dd,  J = 12.1, 6.4 Hz, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.4 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 94.4 (OCH2OCH3), 113.8, 

115.6 (d, 2JC,F = 22.0 Hz), 117.0, 118.6, 123.2, 124.6, 125.1, 127.7, 129.3, 

130.0, 130.2 (d, 3JC,F = 8.6 Hz), 138.4, 152.9, 157.8, 161.0 (d, 
1JC,F = 247.3 Hz), 165.0 (C=O), 185.96 (C=O), 186.03 (C=O) 

C29H27ClFNO6 [539.98] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.5 mL/min, 

Retentionszeit: 3.005 min (96.6 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-

4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 10 

N

NHN
O

O
F

O

Cl

O

 
Hergestellt aus 810 mg 9 (1.5 mmol, 1.0 eq) und 0.11 mL Hydrazin-Monohydrat (113 mg, 

2.25 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 55 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 196 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.23 (br s, 0.3H, PhCH3), 2.24 (s, 2.7H, 

PhCH3), 2.57-2.62 (m, 1H, NCH2CH2), 2.81-2.88 (m, 2H, NCH2CH2), 3.22 

(br s, 0.3H, OCH2OCH3), 3.27 (s, 2.7H, OCH2OCH3), 3.70 (s, 3H, OCH3), 

3.81-3.86 (m, 1H, NCH2CH2), 5.03 (d, J = 5.9 Hz, 0.1H, OCH2OCH3), 5.19 

(m, 1H, OCH2OCH3), 5.27 (d, J = 6.8 Hz, 0.9H, OCH2OCH3), 5.69 (br s, 

0.1H, CH), 5.87 (s, 0.9H, CH), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.05-7.06 (m, 

3H, HAr), 7.11-7.20 (m, 3H, HAr), 7.31-7.34 (m, 2H, HAr), 13.66 (s, 0.9H, 

NH), 14.04 (s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.8 (NCH2CH2), 42.0 

(NCH2CH2), 54.0 (CH), 54.8 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 94.2 (OCH2OCH3), 

113.8, 115.8 (d, 2JCF = 21.3 Hz), 116.7, 117.6, 123.3 (d, J = 11.9 Hz), 125.0 

(d, 4JCF = 3.0 Hz), 125.6, 125.7, 127.9, 129.4, 129.7, 130.4, 130.7 (d, 
3JCF = 7.9 Hz), 131.8, 137.0, 150.3, 151.6, 157.7, 160.6 (d, 
1JCF = 247.4 Hz), 161.7 (C=O) 

C29H27ClFN3O4 [535.99] 

Berechnet [%] C = 64.98, H = 5.08, N = 7.84  

Gefunden [%]   C = 64.79, H = 5.18, N = 7.54 
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6.4. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3.4.4. 

4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(4-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-

methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 11 

N O

OH
O

Cl

O

O

F

O

 
Hergestellt aus 329 mg 8 (1.0 mmol, 1.0 eq), 124 mg 4-Fluorbenzaldehyd (XVII, 1.0 mmol, 

1.0 eq) und 151 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 1.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 64 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 174 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.57-2.62 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.72-2.80 (m, 2H, NCH2CH2), 3.27 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.71 (s, 

3H, OCH3), 3.72-3.77 (m, 1H, NCH2CH2), 5.08 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 

OCH2OCH3), 5.12 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.29 (s, 1H, CH), 6.83 

(d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.04 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.09 (s, 1H, HAr), 7.11 

(s, 1H, HAr), 7.19 (dd, J1 = J2 = 8.8 Hz, 2H, HAr), 7.31 (dd, J = 8.3,  5.6 Hz, 

2H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.5 (NCH2CH2), 41.5 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 59.4 (CH), 94.3 (OCH2OCH3), 

113.7, 115.2 (d, 2JCF = 21.4 Hz), 117.0, 119.8, 125.1, 127.7, 129.4, 129.9 

(d, 3JCF = 8.1 Hz), 130.2, 130.3, 132.4, 138.6, 153.0, 153.6, 157.7, 161.8 (d, 
1JCF = 244.0 Hz), 164.6 (C=O), 186.2 (C=O) 

C29H27ClFNO6 [539.98] 

Berechnet [%] C = 64.50, H = 5.04, N = 2.59  

Gefunden [%]   C = 64.30, H = 4.97, N = 2.53 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-5-p-

tolyl-1H-pyrrol-2(5H)-on 12 

N O

OH
O

Cl

O

O
O

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 300 mg p-Tolualdehyd (XVIII, 2.5 mmol, 1.0 eq) 

und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 47 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 188 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.28 (s, 3H, PhCH3), 2.31 (s, 3H, PhCH3), 

2.56-2.61 (m, 1H, NCH2CH2), 2.74 (m, 2H, NCH2CH2), 3.28 (s, 3H, 

OCH2OCH3), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.73-3.76 (m, 1H, NCH2CH2), 5.07 (d, 

J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.11 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.20 (s, 

1H, CH), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.086-

7.088 (m, 2H, HAr), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 2H, HAr), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 

HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 20.6 (PhCH3), 32.5 

(NCH2CH2), 41.4 (NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 60.0 (CH), 

94.4 (OCH2OCH3), 113.7, 117.0, 125.1, 127.7, 127.8, 129.0, 129.4, 130.3, 

133.1, 137.3, 138.5, 153.0, 157.7 

C30H30ClNO6 [536.02] 

Berechnet [%] C = 67.22, H = 5.64, N = 2.61  

Gefunden [%]   C = 66.93, H = 5.50, N = 2.52 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-5-(4-

(methylsulfonyl)phenyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 13 

N O

OH
O

Cl

O

O
O

S
O
O  

Hergestellt aus 329 mg 8 (1.0 mmol, 1.0 eq), 184 mg 4-(Methylsulfonyl)benzaldehyd (XIX, 

1.0 mmol, 1.0 eq) und 151 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (1.0 mmol, 1.0 eq) nach 

AAV 2. 

Ausbeute 53 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt 160 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.61-2.67 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.74-2.79 (m, 2H, NCH2CH2), 3.23 (s, 3H, CH3), 3.25 (s, 3H, 

CH3), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.75-3.82 (m, 1H, NCH2CH2), 5.08 (d, J = 6.7 Hz, 

2H, OCH2OCH3), 5.11 (d, J = 6.7 Hz, 2H, OCH2OCH3), 5.40 (s, 1H, CH), 

6.83 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.05 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.09 (s, 1H, HAr), 

7.13 (s, 1H, HAr), 7.55 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.92 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.4 (NCH2CH2), 41.7 

(NCH2CH2), 43.3 (SO2CH3), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 59.5 (CH), 

94.3 (OCH2OCH3), 113.7, 117.0, 119.5, 125.1, 127.1, 127.7, 128.8, 129.5, 

130.2, 138.6, 140.5, 142.5, 153.0, 153.9, 157.7, 164.9 (C=O)186.1 (C=O) 

C30H30ClNO8S [600.08] 

Berechnet [%] C = 60.05, H = 5.04, N = 2.33, S = 5.34  

Gefunden [%]   C = 59.84, H = 5.03, N = 2.28, S = 5.24 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-5-(4-

pyridin-2-yl)phenyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 14 

N O

OH
O

Cl

O

O

N

O

 
Hergestellt aus 329 mg 8 (1.0 mmol, 1.0 eq), 183 mg 4-(Pyridin-4-yl)benzaldehyd (XX, 

1.0 mmol, 1.0 eq) und 151 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (1.0 mmol, 1.0 eq) nach 

AAV 2. 

Ausbeute 68 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 190 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.61-2.66 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.75-2.85 (m, 2H, NCH2CH2), 3.28 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.70 (s, 

3H, OCH3), 3.78-3.82 (m, 1H, NCH2CH2), 5.11 (dd, J = 21.1, 6.7 Hz, 2H, 

OCH2OCH3), 5.34 (s, 1H, CH), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.06 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.10 (s, 1H, HAr), 7.13 (s, 1H, HAr), 7.34 (dd, J = 6.8, 

5.0 Hz, 1H, HAr), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.87 (ddd, J = 7.9, 7.8, 

1.6 Hz, 1H, HAr), 7.96 (d, J = 8.0 Hz, 1H, HAr), 8.08 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 

8.66 (d, J = 4.1 Hz, 1H, HAr), 11.90 (br s, 1H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.5 (NCH2CH2), 41.6 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 59.9 (CH), 94.3 (OCH2OCH3), 

113.7, 117.0, 119.8, 120.2, 122.6, 125.1, 126.6, 127.8, 128.3, 129.5, 130.3, 

130.4, 137.16, 137.20, 138.5, 138.6, 149.4, 153.0, 153.6, 155.5, 157.7, 

164.7 (C=O), 186.2 (C=O) 

C34H31ClN2O6 [599.07] 

Berechnet [%] C = 68.17, H = 5.22, N = 4.68  

Gefunden [%]   C = 67.89, H = 5.12, N = 4.62 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-5-

(thien-2-yl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 15 

O

N

OH
O

O

Cl

O

S

O

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 280 mg Thiophen-2-carbaldehyd (XXI, 
2.5 mmol, 1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (2.5 mmol, 1.0 eq) nach 

AAV 2. 

Ausbeute 38 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 168 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.32 (s, 3H, PhCH3), 2.53-2.58 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.75-2.80 (m, 1H, NCH2CH2), 2.91-2.96 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.30 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.71-3.76 (m, 4H, OCH3, NCH2CH2), 5.12 (dd, 

J = 26.1, 6.7 Hz, 2H, OCH2OCH3), 5.65 (s, 1H, CH), 6.84 (d, J = 8.5 Hz, 

2H, HAr), 7.02 (dd, J = 4.9, 3.6 Hz, 1H, HAr), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 

7.12-7.13 (m, 2H, HAr), 7.26 (d, J = 3.2 Hz, 1H, HAr), 7.51 (d, J = 4.9 Hz, 1H, 

HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 20.0 (PhCH3), 32.5 (NCH2CH2), 41.6 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.6 (CH), 55.8 (OCH2OCH3), 94.3 (OCH2OCH3), 

113.8, 117.1, 119.4, 125.1, 126.4, 126.8, 127.8, 128.5, 129.5, 130.3, 138.7, 

140.1, 153.0, 153.6, 157.7, 164.0 (C=O), 186.0 (C=O).    

C27H26ClNO6S [528.02] 

Berechnet [%] C = 61.42, H = 4.96, N = 2.65, S = 6.07  

Gefunden [%]   C = 61.13, H = 4.74, N = 2.52, S = 6.22 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-5-

(pyridin-4-yl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 16 

N

O
OH

O

N
O

O
O

Cl

 
 Hergestellt aus 493 mg 8 (1.5 mmol, 1.0 eq), 161 mg Isonicotinaldehyd (XXII, 1.5 mmol, 1.0 

eq) und 227 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (1.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 36 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 170 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.61-2.66 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.74-2.80 (m, 2H, NCH2CH2), 3.25 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.71 (s, 

3H, OCH3), 3.76-3.81 (m, 1H, NCH2CH2), 5.07 (d, J = 6.6 Hz, 1H, 

OCH2OCH3), 5.10 (d, J = 6.6 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.30 (s, 1H, CH), 6.83 

(d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.05 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.09 (s, 1H, HAr), 7.13 

(s, 1H, HAr), 7.31 (d, J = 4.8 Hz, 2H, HAr), 8.57 (d, J = 4.9 Hz, 2H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.4 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 59.1 (CH), 94.3 (OCH2OCH3), 

113.8, 117.0, 118.8, 123.0, 125.1, 127.7, 129.5, 130.1, 138.5, 146.0, 150.0, 

152.9, 157.8, 165.0 (C=O) 

C28H27ClN2O6 [522.98] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 5.925 min (98.4 % AUC) 

 

 

 

 



126 

4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(4-((diethylamino)methyl)phenyl)-3-

hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 17 

O

N

O
OH

N

O
O

Cl

O

 
Hergestellt aus 493 mg 8 (1.5 mmol, 1.0 eq), 287 mg 4-((Diethylamino)methyl)benzaldehyd 

(XXIII, 1.5 mmol, 1.0 eq) und 227 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (1.5 mmol, 1.0 eq) nach 

AAV 2. 

Ausbeute 69 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 191 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.21 (s, 6H, CH2N(CH2CH3)2), 2.20 (s, 3H, 

PhCH3), 2.40-2.46 (m, 1H, NCH2CH2), 2.63-2.71 (m, 2H, NCH2CH2), 2.98 

(br s, 4H, CH2N(CH2CH3)2), 3.15 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.57-3.60 (m, 1H, 

NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 4.05 (d, J = 12.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 4.21 

(d, J = 12.1 Hz, 1H, OCH2OCH3), 4.85 (s, 1H, CH2N(CH2CH3)2), 4.92 (s, 

1H, CH2N(CH2CH3)2), 5.13 (s, 1H, CH), 6.79-6.80 (m, 3H, HAr), 6.94-6.97 

(m, 3H, HAr), 7.28-7.36 (m, 4H, HAr), 11.42 (s, 1H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.8 (CH2N(CH2CH3)2), 19.6 (PhCH3), 32.4 

(NCH2CH2), 41.6 (NCH2CH2), 45.3 (CH2N(CH2CH3)2), 54.8 (OCH3), 55.3 

(OCH2OCH3), 59.4 (CH), 94.3 (OCH2OCH3), 113.4, 113.6, 117.9, 124.8, 

127.6, 127.9, 129.3, 129.6, 130.2, 130.5, 133.7, 135.1, 141.8, 152.1, 157.6, 

169.1 (C=O), 182.3 (C=O) 

C34H39ClN2O6 [607.14] 

Berechnet [%] C = 67.26, H = 6.47, N = 4.61  

Gefunden [%]   C = 67.06, H = 6.52, N = 4.58 

 

 

 



 

127 
 

4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(3-((diethylamino)methyl)phenyl)-3-

hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 18 

O

N

OH
O

O

Cl

O
O

N

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 280 mg 3-((Diethylamino)methyl)benzaldehyd 

(XXIV, 2.5 mmol, 1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (2.5 mmol, 1.0 eq) nach 

AAV 2. 

Ausbeute 26 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 175 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.06-1.10 (m, 6H, CH2N(CH2CH3)2), 2.53 

(s, 3H, PhCH3), 2.62-2.99 (m, 6H, CH2), 3.27 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.70 (s, 

3H, OCH3), 3.94-4.28 (m, 2H, CH2), 4.89-4.96 (m, 2H, OCH2OCH3), 5.09 (s, 

1H, CH), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 6.91-7.01 (m, 4H, HAr), 7.28-7.44 (m, 

4H, HAr)  

Die Protonen einer CH2-Gruppe sind von DMSO-d6 verdeckt.  

C34H39ClN2O6 [607.14] 

Berechnet [%] C = 67.26, H = 6.47, N = 4.61  

Gefunden [%]   C = 67.00, H = 6.59, N = 4.72 

Aufgrund mangelnder Substanzmenge konnte kein 13C-NMR der Verbindung 18 
aufgenommen werden. 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(3-((dimethylamino)methyl)-4-

hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 19 

O

N

OH
O

O

Cl

O
O

N
OH

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 448 mg 3-((Dimethylamino)methyl-4-

hydroxybenzaldehyd (XXV, 2.5 mmol, 1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin 

(2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 76 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 176 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.25 (s, 3H, PhCH3), 2.43-2.48 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.55 (s, 6H, CH2N(CH3)2), 2.67-2.74 (m, 2H, NCH2CH2), 3.28 (s, 

3H, OCH2OCH3), 3.63-3.68 (m, 1H, NCH2CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 4.02-

4.07 (m, 2H, CH2N(CH3)2), 4.97-5.00 (m, 3H, CH, OCH2OCH3), 6.79-6.81 

(m, 3H, HAr), 6.91 (s, 1H, HAr), 6.97 (s, 1H, HAr), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 

HAr), 7.09 (br s, 1H, HAr), 7.21 (s, 1H, HAr), 10.36 (br s, 2H, 2xOH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.5 (NCH2CH2), 41.3, 42.1, 

54.8 (OCH3), 55.4 (OCH2OCH3), 59.5 (CH), 95.0 (OCH2OCH3), 113.6, 

114.8, 117.3, 118.1, 124.9, 128.2, 129.3, 130.1, 130.7, 134.1, 135.2, 152.5, 

155.6, 157.6, 168.2 (C=O), 181.6 (C=O) 

C32H35ClN2O7 [595.08] 

Berechnet [%] C = 64.59, H = 5.93, N = 4.71  

Gefunden [%]   C = 64.36, H = 5.98, N = 4.63 

 
 
 
 

 

 



 

129 
 

4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(3-((diethylamino)methyl)-4-

hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 20 

O

N

OH
O

O

Cl

O
O

N
OH

 
Hergestellt aus 329 mg 8 (0.5 mmol, 1.0 eq), 352 mg 3-((Diethylamino)methyl-4-

hydroxybenzaldehyd (XXVI, 0.5 mmol, 1.0 eq) und 151 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin 

(0.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 43 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 138 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.09 (t, 3JHH = 6.7 Hz, 6H, 

CH2N(CH2CH3)2), 2.25 (s, 3H, PhCH3), 2.45-2.48 (m, 1H, NCH2CH2), 2.69-

2.73 (m, 2H, NCH2CH2), 2.86-2.87 (m, 4H, CH2N(CH2CH3)2), 3.28 (s, 3H, 

OCH2OCH3), 3.67-3.73 (m, 4H, NCH2CH2 & OCH3), 4.03-4.10 (m, 2H, 

OCH2OCH3), 4.97-5.00 (m, 3H, CH2N(CH2CH3)2 & CH), 6.78-6.82 (m, 3H, 

HAr), 6.93 (s, 1H, HAr), 6.97 (s, 1H, HAr), 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.13 

(br s, 1H, HAr), 7.27 (br s, 1H, HAr), 10.23 (br s, 1H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 8.9 (CH2N(CH2CH3)2), 19.7 (PhCH3), 32.5 

(NCH2CH2), 41.2 (NCH2CH2), 45.9, 54.9, 55.5, 59.5, 95.0 (OCH2OCH3), 

113.6, 114.7, 118.2, 124.9, 128.2, 129.3, 130.7, 152.6, 155.7, 157.6 

C34H39ClN2O7 [623.14] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 3.512 min (94.0 % AUC) 
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(4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-cyclohexyl-3-hydroxy-1-(4-

methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 21 

N O

OH
O

Cl

O

O
O

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 280 mg Cyclohexanaldehyd (XXVII, 2.5 mmol, 

1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 49 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 177 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.92-1.08 (m, 2H, CH2(Cyclohexyl)),  1.13-1.27 

(m, 3H, CH2(Cyclohexyl)), 1.47 (d, J = 11.3 Hz, 1H, CH2(Cyclohexyl)), 1.60 (t, 

J = 11.1 Hz, 2H, CH2(Cyclohexyl)), 1.71 (dd, J = 25.8, 12.2 Hz, 2H, 

CH2(Cyclohexyl)), 1.92-1.96 (m, 1H, CH(Cyclohexyl)), 2.34 (s, 3H, PhCH3), 2.74-

2.78 (m, 1H, NCH2CH2), 2.85-2.90 (m, 1H, NCH2CH2), 3.30 (s, 3H, OCH3), 

3.25-3.28 (m, 1H, NCH2CH2), 3.71 (s, 3H, OCH2OCH3), 4.00-4.02 (m, 1H, 

NCH2CH2), 4.37 (d, J = 1.7 Hz, 1H, CH), 5.07 (d, J = 6.9 Hz, 1H, 

OCH2OCH3), 5.12 (d, J = 6.9 Hz, 1H, OCH2OCH3), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 

HAr), 7.13-7.14 (m, 3H, HAr), 7.20 (s, 1H, HAr), 11.38 (s, 1H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 20.0 (PhCH3), 26.1, 26.2, 26.3, 27.6, 28.1, 

32.4 (NCH2CH2), 42.4 (NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 60.2 

(CH), 94.2 (OCH2OCH3), 113.7, 116.8, 119.0, 125.1, 128.2, 129.4, 130.4, 

130.6, 138.8, 152.9, 153.3, 157.7, 165.0 (C=O), 186.9 (C=O) 

C29H34ClNO6 [528.04] 

Verbindung 21 wurde als Rohprodukt umgesetzt. 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(2,4-difluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-

methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 22 

N O

OH
O

Cl

O

O

F

O

F

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 355 mg 3,4-Difluorbenzaldehyd (XXVIII, 
2.5 mmol, 1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (2.5 mmol, 1.0 eq) nach 

AAV 2. 

Ausbeute 58 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 174 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.59-2.64 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.74-2.79 (m, 1H, NCH2CH2), 2.82-2.87 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.27 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.75-3.80 (m, 1H, NCH2CH2), 

5.07 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.11 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 

5.49 (s, 1H, CH), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 

7.07-7.12 (m, 3H, HAr), 7.25-7.28 (m, 2H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.4 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 94.3 (OCH2OCH3), 104.1, 

111.9, 113.8, 117.0, 118.6, 119.5, 125.1, 127.7, 129.3, 130.0, 130.2, 138.5, 

152.9, 154.1, 157.8, 161.1 (dd, 1JCF = 250.7 Hz, 3JCF = 12.2 Hz), 162.0 (dd, 
1JCF = 245.4 Hz, 3JCF = 9.9 Hz), 164.9 (C=O), 186.2 (C=O) 

C29H26ClF2NO6 [557.97] 

Berechnet [%] C = 62.42, H = 4.70, N = 2.51  

Gefunden [%]   C = 62.28, H = 4.57, N = 2.49 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-5-

(pyridin-3-yl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 23 

N

O
OH

O

NO

O

Cl

O

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 214 mg Nicotinaldehyd (XXIX, 2.5 mmol, 

1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 87 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 164 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.59-2.65 (m, 1H, 

NCH2CH2),  2.74-2.82 (m, 2H, NCH2CH2), 3.25 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.71 

(s, 3H, OCH3), 3.75-3.81 (m, 1H, NCH2CH2), 5.09 (dd, J = 21.7, 6.7 Hz, 2H, 

OCH2OCH3), 5.33 (s, 1H, CH), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.05 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.09 (s, 1H, HAr), 7.13 (s, 1H, HAr), 7.39 (dd, J = 7.9, 

4.8 Hz, 1H, HAr), 7.60-7.63 (m, 1H, HAr), 8.52 (dd, J = 4.7, 1.3 Hz, 1H, HAr), 

8.55 (d, J = 1.9 Hz, 1H, HAr)    

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.5 (NCH2CH2), 41.7 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.8 (OCH2OCH3), 57.9 (CH), 94.4 (OCH2OCH3), 

113.8, 117.0, 119.1, 123.7, 125.2, 127.8, 129.5, 130.2, 132.3, 135.0, 138.6, 

149.3, 149.6, 153.0, 157.8, 164.9 (C=O), 185.9 (C=O) 

C28H27ClN2O6 [522.98] 

Berechnet [%] C = 64.30, H = 5.20, N = 5.36  

Gefunden [%]   C = 64.38, H = 5.07, N = 5.46 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(4-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 24 

N

NHN

O

O OH

Cl

F  
Hergestellt aus 270 mg 11 (0.5 mmol, 1.0 eq) und 37 μL Hydrazin-Monohydrat (38 mg, 

0.75 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 74 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt  > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.18 (s, 3H, PhCH3), 2.55-2.60 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.77-2.83 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.78-3.82 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.72 (s, 0.8H, CH), 5.83 (br s, 0.2H, CH), 6.82-6.83 (m, 3H, 

HAr), 7.05 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.13-7.19 (m, 5H, HAr), 10.41 (br s, 0.2H, 

OH), 10.56 (s, 0.8H, OH), 13.47 (s, 0.8H, NH), 14.22 (br s, 0.2H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 41.7 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 58.9 (CH), 113.8, 114.3, 115.6 (d, 
2JCF = 21.7 Hz), 118.2, 123.0, 126.1, 127.7, 129.4, 129.9 (d, J = 6.2 Hz), 

130.6, 132.7, 133.3 (d, 4JCF = 3.4 Hz), 136.6, 149.8, 152.7, 157.7, 161.7 (d, 
1JCF = 245.7 Hz), 161.8 (C=O) 

C27H23ClFN3O3 [491.94] 

Berechnet [%] C = 65.92, H = 4.71, N = 8.54  

Gefunden [%]   C = 65.77, H = 4.70, N = 8.41 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4-p-tolyl-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 25 

N

NHN

O

O OH

Cl

 
Hergestellt aus 107 mg 12 (107 mg, 0.2 mmol, 1.0 eq) und 15 μL Hydrazin-Monohydrat 

(15 mg, 0.3 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 54 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 246 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.19 (s, 3H, PhCH3), 2.25 (s, 3H, PhCH3), 

2.56-2.61 (m, 1H, NCH2CH2), 2.75-2.82 (m, 2H, NCH2CH2), 3.71 (s, 3H, 

OCH3), 3.79-3.84 (m, 1H, NCH2CH2), 5.67 (s, 1H, CH), 6.82-6.84 (m, 3H, 

HAr), 7.04-7.07 (m, 4H, HAr), 7.13 (d, J = 7.9 Hz, 2H, HAr), 7.18 (s, 1H, HAr), 

10.57 (br s, 0.7H, OH), 13.41 (br s, 0.7H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 20.6 (PhCH3), 32.9 

(NCH2CH2), 41.6 (NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 59.3 (CH), 113.7, 118.2, 122.9, 

127.6, 127.7, 129.3, 129.4, 130.6, 136.4, 137.6, 157.7 

C28H26ClN3O3 [487.98] 

Berechnet [%] C = 68.92, H = 5.37, N = 8.61  

Gefunden [%]   C = 68.82, H = 5.52, N = 8.31 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-

4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 26 

N

NHN

O

O OH

Cl

S
O
O  

Hergestellt aus 300 mg 13 (0.5 mmol, 1.0 eq) und 37 μL Hydrazin-Monohydrat (38 mg, 

0.75 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 37 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 249 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.18 (s, 3H, PhCH3), 2.58-2.63 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.75-2.84 (m, 2H, NCH2CH2), 3.19 (s, 3H, SO2CH3), 3.70 (s, 

3H, OCH3), 3.81-3.87 (m, 1H, NCH2CH2), 5.83 (s, 1H, CH), 6.82-6.84 (m, 

3H, HAr), 7.05-7.07 (m, 2H, HAr), 7.25 (s, 1H, HAr), 7.41 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 

HAr), 7.86 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 10.52 (br s, 1H, OH), 13.56 (br s, 1H, 

NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.8 (NCH2CH2), 41.9 

(NCH2CH2), 43.2 (SO2CH3), 54.9 (OCH3), 59.2 (CH), 113.8, 118.3, 123.1, 

127.4, 127.5, 128.7, 129.4, 130.5, 136.8, 140.5, 143.1, 152.8, 157.7 

C28H26ClN3O5S [552.04] 

Berechnet [%] C = 60.92, H = 4.75, N = 7.61, S = 5.81  

Gefunden [%]   C = 60.66, H = 4.65, N = 7.45, S = 5.76 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4-(4-(pyridin-2-yl)phenyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 27 

N

NHN
O

O

N

OH

Cl

 
Hergestellt aus 140 mg 14 (0.25 mmol, 1.0 eq) und 18 μL Hydrazin-Monohydrat (19 mg, 

0.375 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 58 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 240 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.16 (s, 3H, PhCH3), 2.60-2.65 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.80-2.87 (m, 2H, NCH2CH2), 3.96 (s, 3H, OCH3), 3.81-3.87 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.78 (s, 1H, CH), 6.81-6.83 (m, 3H, HAr), 7.07 (d, 

J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.24 (s, 1H, HAr), 7.27 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HAr), 7.32-

7.34 (m, 1H, HAr), 7.84-7.86 (m, 1H, HAr), 7.92 (d, J = 7.6 Hz, 2H, HAr), 8.03 

(d, J = 7.9 Hz, 2H, HAr), 8.63 (d, J = 4.6 Hz, 1H, HAr), 10.56 (br s, 1H, OH), 

13.47 (br s, 1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 59.4 (CH), 113.8, 118.2, 120.2, 120.7, 123.0, 

126.8, 127.7, 128.2, 129.4, 130.6, 136.5, 137.2, 138.5, 149.4, 152.9, 155.2, 

157.7 

C32H27ClN4O3 [551.03] 

Berechnet [%] C = 69.75, H = 4.94, N = 10.17  

Gefunden [%]   C = 69.78, H = 4.96, N = 9.87 

 

 

 

 

 



 

137 
 

3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4-(thien-2-yl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 28 

N

NHN

O

O OH

Cl
S

 
Hergestellt aus 528 mg 15 (528 mg, 1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat 

(75 mg, 1.5 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5.  

Ausbeute  58 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 211 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.20-2.21 (m, 3H, PhCH3), 2.54-2.65 (m, 

1H, NCH2CH2), 2.81-2.86 (m, 1H, NCH2CH2), 2.97-3.02 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.33-3.35 (m, 3H, OCH3), 3.79-3.85 (m, 1H, NCH2CH2), 6.08 (s, 1H, CH), 

6.83-6.86 (m, 3H, HAr), 7.02 (br s, 1H, HAr), 7.08-7.11 (m, 2H, HAr), 7.24-

7.34 (m, 2H, HAr), 7.46 (d, J = 3.7 Hz, 1H, HAr), 10.45 (br s, 0.2H, OH), 

10.62 (s, 0.8H, OH), 13.95 (s, 0.8H, NH), 14.24 (br s, 0.2H, NH)  

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 41.7 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.0 (CH), 113.8, 114.2, 118.2, 123.0, 125.8, 

126.8, 126.9, 127.7, 128.1, 129.4, 130.6, 133.1, 136.6, 140.7, 149.4, 152.9, 

157.7, 161.1 (C=O) 

C25H22ClN3O3S [479.98] 

Berechnet [%] C = 62.56, H = 4.62, N = 8.75, S = 6.68  

Gefunden [%]   C = 62.78, H = 4.68, N = 8.55, S = 6.38 

 

 

 

 

 

 

 



138 

3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4-(pyridin-4-yl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 29 

N

NHN

O

O OH

Cl
N  

Hergestellt aus 685 mg 16 (1.31 mmol, 1.0 eq) und 96 μL Hydrazin-Monohydrat (99 mg, 

1.97 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 66 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 190 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.19 (s, 3H, PhCH3), 2.59-2.64 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.79-2.84 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.82-3.90 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.72 (s, 1H, CH), 6.82-6.83 (m, 3H, HAr), 7.06 (d, 

J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.17 (s, 2H, HAr), 7.31 (s, 1H, HAr), 8.50 (d, J = 3.7 Hz, 

2H, HAr), 10.28 (br s, 0.1H, OH), 10.52 (s, 0.9H, OH), 13.60 (s, 0.9H, NH), 

14.20 (br s, 0.1H, NH)   

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.8 (NCH2CH2), 42.0 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 58.8 (CH), 113.8, 114.0, 118.2, 122.9, 123.1, 

125.3, 127.5, 129.4, 130.4, 132.8, 136.9, 146.7, 149.8, 152.7, 157.7, 161.9, 

166.8 (C=O) 

C26H23ClFN4O3 [474.94] 

Berechnet [%] C = 63.08, H = 4.79, N = 10.51  

Gefunden [%]   C = 62.95, H = 4.81, N = 10.26 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(4-((diethylamino)methyl)phenyl)-5-(4-

methoxyphenethyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 30 

N

NHN

O

O OH

Cl

N

 
Hergestellt aus 304 mg 17 (0.5 mmol, 1.0 eq) und 37 μL Hydrazin-Monohydrat (38 mg, 

0.75 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 73 %, beige Kristalle 

Schmelzpunkt 194 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.91 (t, 3JHH = 7.1 Hz, 6H, 

CH2N(CH2CH3)2), 2.16 (s, 3H, PhCH3), 2.41 (q, 3JHH = 6.9 Hz, 4H, 

CH2N(CH2CH3)2), 2.52-2.54 (m, 1H, NCH2CH2), 2.67-2.80 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.85 (ddd, J = 13.9, 8.0, 5.3 Hz, 1H, NCH2CH2), 3.50 (s, 2H, 

CH2N(CH2CH3)2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.74-3.79 (m, 1H, NCH2CH2), 5.69 

(s, 1H, CH), 6.81-6.82 (m, 3H, HAr), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.07 (s, 

1H, HAr), 7.13 (d, J = 7.9 Hz, 2H, HAr), 7.27 (d, J = 8.0 Hz, 2H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 11.4 (CH2N(CH2CH3)2), 19.4 (PhCH3),  33.0 

(NCH2CH2),  41.9 (NCH2CH2),  46.0 (CH2N(CH2CH3)2),  54.8 (OCH3),  56.7 

(OCH2OCH3),  59.6 (CH), 113.7, 114.7, 118.2, 122.8, 126.1, 127.7, 127.9, 

128.5, 128.6, 129.4, 130.6, 136.3, 136.5, 140.4, 153.2, 157.7, 161.1 

C32H35ClN4O3 [559.10] 

Berechnet [%] C = 68.74, H = 6.31, N = 10.02  

Gefunden [%]   C = 68.75, H = 6.46, N = 9.72 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(3-((diethylamino)methyl)phenyl)-5-(4-
methoxyphenethyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 31 

N

NHN
O

O

OH

Cl

N

 
Hergestellt aus 607 mg 18 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute  57 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 151 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.86 (t, 3JHH = 7.1 Hz, 6H, 

CH2N(CH2CH3)2), 2.17 (s, 3H, PhCH3), 2.31-2.36 (m, 4H, CH2N(CH2CH3)2), 

2.52-2.57 (m, 1H, NCH2CH2), 2.76-2.86 (m, 2H, NCH2CH2), 3.41 (d, 
2JHH = 13.9 Hz, 1H, CH2N(CH2CH3)2), 3.50 (d, 2JHH = 13.6 Hz, 1H, 

CH2N(CH2CH3)2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.75-3.82 (m, 1H, NCH2CH2), 5.71 

(s, 1H, CH), 6.81-6.83 (m, 3H, HAr), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.09 (s, 

1H, HAr), 7.12 (s, 1H, HAr), 7.17-7.28 (m, 3H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 11.4 (CH2N(CH2CH3)2), 19.4 (PhCH3), 33.0 

(NCH2CH2), 41.9 (NCH2CH2), 46.0 (CH2N(CH2CH3)2), 54.8 (OCH3), 56.7 

(CH), 59.6 (CH2N(CH2CH3)2), 113.7, 114.7, 118.2, 122.8, 126.1, 127.8, 

127.9, 128.5, 128.6, 129.4, 130.6, 136.3, 136.5, 140.4, 153.2, 157.7, 161.1 

(C=O) 

C32H35ClN4O3 [559.10] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (75 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min,  

Retentionszeit: 1.949 min (98.5 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(3-((dimethylamino)methyl)-4-hydroxyphenyl)-5-(4-

methoxyphenethyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 32 

N

NHN
O

O Cl

OH

OH

N
 

Hergestellt aus 595 mg 19 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 72 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 241 °C (Zersetzumg) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.15 (s, 6H, NCH3), 2.17 (s, 3H, PhCH3), 

2.52-2.56 (m, 1H, NCH2CH2), 2.77 (ddd, J = 13.9, 8.6, 5.7 Hz, 1H, 

NCH2CH2), 2.84 (ddd, J = 14.0, 8.6, 5.7 Hz, 1H, NCH2CH2), 3.45 (d, 
2JHH = 14.0 Hz, 1H, CH2N(CH3)2), 3.51 (d, 2JHH = 13.9 Hz, 1H, CH2N(CH3)2), 

3.70 (s, 3H, OCH3), 3.73-3.78 (m, 1H, NCH2CH2), 5.61 (s, 1H, CH), 6.68 (d, 

J = 8.3 Hz, 1H, HAr), 6.81-6.84 (m, 3H, HAr), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, 1H, HAr), 

6.39 (s, 1H, HAr), 7.04 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.08 (s, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 33.0 (NCH2CH2), 41.7 

(NCH2CH2), 44.1 (CH2N(CH3)2), 54.9 (OCH3), 59.2, 59.7, 113.7, 114.7, 

115.6, 118.2, 122.8, 123.1, 127.6, 127.8, 128.7, 129.4, 130.7, 136.2, 153.0, 

156.9, 157.7 

C30H31ClN4O4 [547.04] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (25 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 6.048 min (99.5 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(3-((diethylamino)methyl)-4-hydroxyphenyl)-5-(4-

methoxyphenethyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 33 

N

NHN

O

O OH

Cl

OH
N

 
Hergestellt aus 218 mg 20 (0.35 mmol, 1.0 eq) und 25 μL Hydrazin-Monohydrat (26 mg, 

0.525 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 86 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 215 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.94 (t, 3JHH = 7.0 Hz, 6H, 

CH2N(CH2CH3)2), 2.18 (s, 3H, PhCH3), 2.43-2.48 (m, 4H, CH2N(CH2CH3)2), 

2.52-2.59 (m, 1H, NCH2CH2), 2.76-2.80 (m, 1H, NCH2CH2), 2.83-2.88 (m, 

1H, NCH2CH2), 3.59-3.70 (m, 5H, OCH3, CH2N(CH2CH3)2), 3.73-3.80 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.60 (s, 1H, CH), 6.64 (d, J = 8.1 Hz, 1H, HAr), 6.82-6.83 

(m, 3H, HAr), 6.88-6.90 (m, 2H, HAr), 7.03-7.06 (m, 3H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 10.9 (CH2NCH2(CH3)2), 19.4 (PhCH3), 33.0 

(NCH2CH2), 41.7 (NCH2CH2), 45.8 (CH2N(CH2CH3)2), 54.8, 54.9, 59.2, 

113.66, 113.72, 114.7, 115.7, 118.2, 122.8, 123.1, 126.1, 127.5, 127.9, 

128.3, 129.4, 130.7, 136.2, 153.1, 157.5, 157.7 

C32H35ClN4O4 [575.10] 

Berechnet [%] C = 66.83, H = 6.13, N = 9.74  

Gefunden [%]   C = 66.59, H = 6.07, N = 9.50 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-cyclohexyl-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 34 

N

NHNO

Cl
O

OH

 
Hergestellt aus 528 mg 21 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 46 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 109 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.32 (dd, J = 23.1, 11.3 Hz, 1H, 

CH2(Cyclohexyl)), 0.64-0.74 (m, 2H, CH2(Cyclohexyl)), 1.02-1.22 (m, 3H, 

CH2(Cyclohexyl)), 1.45-1.51 (m, 3H, CH2(Cyclohexyl)), 1.58 (d, J = 12.0 Hz, 1H, 

CH2(Cyclohexyl)), 1.90 (dt, J = 11.7, 2.4 Hz, 1H, CH(Cyclohexyl)), 2.82 (s, 3H, 

PhCH3), 2.74-2.79 (m, 1H, NCH2CH2), 2.89 (ddd, J = 13.9, 8.6 5.6 Hz, 1H, 

NCH2CH2), 3.22-3.26 (m, 1H, NCH2CH2), 3.71 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.95-

4.00 (m, 1H, NCH2CH2), 4.58 (s, 1H, CH), 6.83-6.86 (m, 2H), 6.91 (s, 1H), 

7.17-7.18 (m, 2H), 7.45 (s, 1H), 10.06 (br s, 0.1H, OH), 10.25 (s, 0.9H, OH), 

13.42 (s, 0.9H, NH), 13.78 (br s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.6 (PhCH3), 25.2, 25.4, 25.88, 25.93, 

28.9, 32.9 (NCH2CH2), 38.8, 41.7 (NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 60.5 (CH), 

113.7, 116.0, 118.2, 122.8, 124.4, 128.7, 129.5, 130.8, 132.6, 136.8, 150.8, 

153.3, 157.7, 162.5 

C27H30ClN3O3 [480.00] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (100 % Acetonitril),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 4.355 min (97.3 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-4-(2,4-difluorphenyl)-5-(4-

methoxyphenethyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 35 

N

O

F

NHN
O

Cl

O

F

O

 
Hergestellt aus 1.39 g 22 (2.5 mmol, 1.0 eq) und 0.18 mL Hydrazin-Monohydrat (188 mg, 

3.75 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 55 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 200 °C  

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.26 (s, 3H, PhCH3), 2.59-2.65 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.81-2.90 (m, 2H, NCH2CH2), 3.72 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.70 (s, 

3H, OCH3), 3.80-3.85 (m, 1H, NCH2CH2), 5.18 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 

OCH2OCH3), 5.28 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.65 (br s, 0.1H, CH), 

5.84 (s, 0.9H, CH), 6.83 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.01 (dd, J1 = J2 =  7.8 Hz, 

1H, HAr),  7.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 7.12 (br s, 1H, HAr), 7.16 (s, 1H, HAr), 

7.23 (dd, J1 = J2 = 9.2 Hz, 1H, HAr), 7.32 (s, 1H, HAr), 13.68 (s, 0.9H, NH), 

(br s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.8 (NCH2CH2), 42.0 

(NCH2CH2), 53.7 (CH), 54.8 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 94.2 (OCH2OCH3),  

104.3 (dd, J1 = J2 = 26.8 Hz), 112.2 (dd, J = 20.4, 2.6 Hz), 113.8, 116.7, 

117.7, 119.8 (dd, J = 10.4, 2.6 Hz), 125.4, 125.8, 127.9, 129.4, 130.4, 

131.2, 131.8, 137.1, 150.3, 151.6, 157.7, 160.7 (dd, J = 249.3, 12.1 Hz), 

161.7 (C=O), 162.1 (dd, J = 247.6, 12.6 Hz) 

C29H26ClF2N3O4 [553.98] 

Berechnet [%] C = 62.87, H = 4.73, N = 7.59  

Gefunden [%]   C = 62.67, H = 4.75, N = 7.42 
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3-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4-(pyridin-3-yl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 36 

N

O

N

NHN

O

O

Cl

O

 
Hergestellt aus 1.05 g 23 (2.0 mmol, 1.0 eq) und 0.15 mL Hydrazin-Monohydrat (150 mg, 

3.0 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 45 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 193 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.24 (s, 3H, PhCH3), 2.60-2.64 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.81-2.85 (m, 2H, NCH2CH2), 3.26 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.71 (s, 

3H, OCH3), 3.80-3.89 (m, 1H, NCH2CH2), 5.23-5.26 (m, 2H, OCH2OCH3), 

5.68 (s, 1H, CH), 6.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.09 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 

7.14 (s, 1H, HAr), 7.26-7.29 (m, 1H, HAr), 7.36-7.38 (m, 2H, HAr), 8.46 (s, 2H, 

HAr), 13.72 (s, 0.9H, NH), 14.06 (s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.8 (NCH2CH2), 41.7 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.7 (OCH2OCH3), 57.3 (CH), 94.2 (OCH2OCH3), 

113.8, 116.6, 117.6, 124.0, 125.8, 126.2, 128.0, 129.5, 130.5, 132.0, 132.5, 

134.9, 137.2, 149.2, 149.7, 150.0, 151.6, 157.7, 161.6 (C=O) 

C28H27ClN4O4 [518.99] 

Berechnet [%] C = 64.80, H = 5.24, N = 10.80  

Gefunden [%]   C = 64.60, H = 5.12, N = 10.52 
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3-(5-Chlor—2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2,4-difluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 37 

N

NHN

O

O OH

Cl

F

F

 
Hergestellt aus 167 mg 35 (0.3 mmol, 1.0 eq) nach AAV 4. 

Ausbeute 85 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 248 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.18 (s, 3H, PhCH3), 2.57-2.62 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.79-2.89 (m, 2H, NCH2CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.78-3.83 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.95 (s, 1H, CH), 6.81-6.83 (m, 3H, HAr), 6.99 (t, J = 7.5 Hz, 

1H, HAr), 7.04-7.11 (m, 3H, HAr), 7.25 (t, J = 9.4 Hz, 1H, HAr), 7.29 (s, 1H, 

HAr), 10.29 (s, 0.2H, OH), 10.50 (s, 0.8H, OH), 13.57 (s, 0.8H, NH), 14.8 (s, 

0.2H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 42.0 

(NCH2CH2), 53.8 (CH), 54.9 (OCH3), 104.2 (t, 2JCF = 26.1 Hz), 112.2 (d, 
2JCF = 20.6 Hz),113.8, 114.1, 118.2, 120.5, 123.0, 124.8, 127.3, 129.3, 

130.4, 131.1, 132.6, 136.7, 150.4, 152.8, 157.7, 160.8 (dd, 1JCF = 249.8 Hz, 
3JCF = 12.7 Hz), 161.8 (C=O), 162.0 (d, 1JCF = 248.2 Hz, 3JCF = 11.3 Hz) 

C27H22ClF2N3O3 [509.93] 

Berechnet [%] C = 63.59, H = 4.35, N = 8.24  

Gefunden [%]   C = 63.54, H = 4.33, N = 8.06 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4-(pyridin-3-yl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 38 

N

O

N

NHN

O

OH

Cl
 

Hergestellt aus 519 mg 36 (1.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 4. 

Ausbeute 43 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 249 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.18 (s, 3H, PhCH3), 2.56-2.61 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.78-2.85 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.80-3.87 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.74 (s, 1H, CH), 6.81 (s, 1H, HAr), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 

HAr), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.72-7.30 (m, 2H, HAr), 7.36 (d, 

J = 4.9 Hz, 1H, HAr), 8.47-8.48 (m, 2H, HAr),10.29 (br s, 0.2H, OH), 10.50 (s, 

0.8H, OH), 13.58 (s, 0.8H, NH), 14.17 (br s, 0.2H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 57.6 (CH), 113.8, 118.2, 123.0, 123.9, 125.7, 

127.4, 129.4, 130.5, 132.7, 132.9, 134.9, 136.8, 149.45, 149.53, 149.9, 

152.7, 157.7, 161.8 (C=O) 

C26H23ClN4O3 [474.94] 

C24H18ClFN4O2 [448.88] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 6.147 min (95.4 % AUC) 
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6.5. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3.4.5. 

4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(pyridin-3-

ylmethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 39 

N O

OH
O

Cl

O

F

N O

 
Hergestellt aus 658 mg 8 (2.0 mmol, 1.0 eq), 248 mg 2-Fluorbenzaldehyd (2.0 mmol, 1.0 eq) 

und 216 mg 3-Picolylamin (XXX, 2.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 76 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 157 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 3.26 (s, 3H, 

OCH2OCH3), 4.04 (d, 2JHH = 15.3 Hz, 1H, NCH2), 4.75 (d, 2JHH = 15.5 Hz, 

1H, NCH2), 5.08 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.11 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 

OCH2OCH3), 5.49 (s, 1H, CH), 7.10-7.15 (m, 4H, HAr), 7.23 (br s, 1H, HAr), 

7.29-7.33 (m, 2H, HAr), 7.45-7.50 (m, 1H, HAr), 8.28 (d, J = 1.4 Hz, 1H, HAr), 

8.44 (dd, J = 4.7, 1.4 Hz, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 42.1 (NCH2), 55.7 

(OCH2OCH3), 94.4 (OCH2OCH3), 115.5 (d, 2JCF = 21.6 Hz), 117.0, 119.0, 

122.8 (d, J = 11.6 Hz), 123.5, 124.6, 125.1, 127.8, 130.1, 130.3 (d, 
3JCF = 8.3 Hz), 131.9, 135.5, 138.5, 148.4, 148.8, 152.9, 160.9 (d, 
1JCF = 247.0 Hz), 165.5 (C=O) 

C26H22ClFN2O5 [496.91] 

Berechnet [%] C = 62.84, H = 4.46, N = 5.64  

Gefunden [%]   C = 62.76, H = 4.33, N = 5.60 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-methyl-1H-

pyrrol-2(5H)-on 40 

N

O
O

Cl

OH

O

F

O

 
Hergestellt aus 986 mg 8 (3.0 mmol, 1.0 eq), 372 mg 2-Fluorbenzaldehyd (3.0 mmol, 1.0 eq) 

und 93 mg Methylamin (XXXI, 3.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 68 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 199 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.71 (s, 3H, NCH3), 

3.28 (s, 3H, OCH2OCH3), 5.06-5.013 (m, 2H, OCH2OCH3), 5.55 (s, 1H, 

CH), 7.10-7.11 (m, 2H, HAr), 7.17-7.40 (m, 4H, HAr) 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 27.2 (NCH3), 55.7 

(OCH2OCH3), 94.4 (OCH2OCH3), 115.6 (d, 2JCF = 21.6 Hz), 117.1, 118.2, 

123.4 (d, J = 12.1 Hz), 124.6 (d, 4JCF = 3.2 Hz), 125.1, 127.7, 129.2, 

130.1(d, 3JCF = 8.5 Hz), 130.4, 138.3, 152.9, 161.0 (d, 1JCF = 247.1 Hz), 

165.1 (C=O)   

C21H19ClFNO5 [419.83] 

Berechnet [%] C = 60.08, H = 4.56, N = 3.34 

Gefunden [%]   C = 59.80, H = 4.55, N = 3.20 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(2-

methoxyethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 41 

N O

OH
O

Cl

O

O

F

O

 
Hergestellt aus 822 mg 8 (2.5 mmol, 1.0 eq), 310 mg 2-Fluorbenzaldehyd (2.5 mmol, 1.0 eq) 

und 188 mg 2-Methoxyethylamin (XXXII, 2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 82 %, hellgelber Feststoff 

Schmelzpunkt 171 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.31 (s, 3H, PhCH3), 2.76 (ddd, 

J1 = J2 = 5.5 Hz, J3 = 14.4 Hz, 1H, NCH2CH2), 3.19 (s, 3H, OCH3), 3.27 (s, 

3H, OCH2CH3), 3.38 (t, J = 5.6 Hz, 2H, NCH2CH2), 3.77 (ddd, 

J1 = J2 = 5.5 Hz, J3 = 14.4 Hz, 1H, NCH2CH2), 5.08 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 

OCH2OCH3), 5.11 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.67 (s, 1H, CH), 7.10 

(s, 1H, HAr), 7.12 (s, 1H, HAr), 7.18-7.26 (m, 3H, HAr), 7.34-7.38 (m, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 39.7 (NCH2CH2), 55.7 

(OCH2OCH3), 57.8 (OCH3), 68.9 (NCH2CH2), 94.3 (OCH2OCH3), 115.6 (d, 
2JCF = 21.6 Hz), 117.0, 119.3, 123.0 (d, J = 12.5 Hz), 124.5, 125.1, 127.7, 

130.1 (d, 3JCF = 8.3 Hz), 130.3, 138.5, 152.9, 153.8, 161.0 (d, 
1JCF = 247.6 Hz), 165.2 (C=O), 186.2 (C=O) 

C23H23ClFNO6 [463.88] 

Berechnet [%] C = 59.55, H = 5.00, N = 3.02  

Gefunden [%]   C = 59.82, H = 4.98, N = 2.98 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-

methoxybenzyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 42 

N

O
OH

O
O

Cl

F

O

O

 
Hergestellt aus 1.18 g 8 (3.6 mmol, 1.0 eq), 447 mg 2-Fluorbenzaldehyd (3.6 mmol, 1.0 eq) 

und 494 mg 4-Methoxybenzylamin (XXXIII, 3.6 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 80 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 186 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.30 (s, 3H, PhCH3), 3.25 (s, 3H, 

OCH2OCH3), 3.64 (d, 2JHH = 14.9 Hz, 1H, NCH2), 3.73 (s, 3H, OCH3), 4.81 

(d, 2JHH = 15.0 Hz, 1H, NCH2), 5.07 (m, 2H, OCH2OCH3), 5.40 (br s, 1H, 

CH), 6.86 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.01 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.08 (s, 2H, 

HAr), 7.15-7.18 (m, 3H, HAr), 7.32-7.37 (m, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 43.3 (NCH2), 55.0 (OCH3), 

55.1 (CH), 55.7 (OCH2OCH3), 94.4 (OCH2OCH3), 113.9, 115.5 (d, 
2JCF = 21.4 Hz), 117.1, 124.5, 125.1, 127.7, 128.2, 129.0, 130.0 (d, 
3JCF = 7.1 Hz), 130.4, 138.2, 152.9, 158.5, 161.0 (d, 1JCF = 247.0 Hz) 

C28H25ClFNO6 [525.95] 

Berechnet [%] C = 63.94, H = 4.79, N = 2.66  

Gefunden [%]   C = 63.90, H = 4.82, N = 2.69 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-1-(2,4-dimethoxybenzyl)-5-(2-fluorphenyl)-

3-hydroxy-1H-pyrrol-2(5H)-on 43 

N

O
OH

O
O

Cl

O

O

F

O

 
Hergestellt aus 986 mg 8 (3.0 mmol, 1.0 eq), 372 mg 2-Fluorbenzaldehyd (3.0 mmol, 1.0 eq) 

und 501 mg 2,4-Dimethoxybenzoylamin (XXXIV, 3.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 74 %, hellgelber Feststoff 

Schmelzpunkt 211 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.30 (s, 3H, PhCH3), 3.23 (s, 3H, 

OCH2OCH3), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.76 (d, 
2JHH = 15.0 Hz, 1H, NCH2), 4.66 (d, 2JHH = 14.9 Hz, 1H, NCH2), 5.05 (d, 

J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.07 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.37 

(br s, 1H, CH), 6.45 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H, HAr), 6.50 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 

HAr), 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H, HAr), 7.08 (s, 2H, HAr), 7.13-7-18 (m, 3H, HAr), 

7.31-7.35 (m, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 39.5 (NCH2), 55.1 (OCH3), 

55.2 (OCH3), 55.7 (OCH3), 55.9 (CH), 94.3 (OCH2OCH3), 99.1, 104.4, 

115.4 (d, 2JCF = 21.8 Hz), 115.8, 117.0, 119.3, 123.0 (d, J = 11.0 Hz), 

124.3, 125.1, 127.7, 129.9 (d, 3JCF = 8.4 Hz), 130.1, 130.3, 138.5, 152.9, 

153.8, 157.8, 160.2, 161.0 (d, 1JCF = 248.1 Hz), 165.1 (C=O), 186.2 (C=O) 

C29H27ClFNO7 [555.98] 

Berechnet [%] C = 62.65, H = 4.89, N = 2.52  

Gefunden [%]   C = 62.76, H = 5.18, N = 2.52 
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4-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-propyl-1H-

pyrrol-2(5H)-on 44 

N

O
OH

O
O

F

Cl

O

 
Hergestellt aus 658 mg 8 (2.0 mmol, 1.0 eq), 248 mg 2-Fluorbenzaldehyd (2.0 mmol, 1.0 eq) 

und 118 mg 1-Propylamin (XXXV, 2.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 36 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 189 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.76 (t, 3JHH = 7.4 Hz, 3H, NCH2CH2CH3), 

1.34-1.42 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 1.43-1.51 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 2.32 (s, 

3H, PhCH3), 2.64-2.68 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 3.28 (s, 3H, OCH2OCH3), 

3.46-3.51 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 5.09 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 

5.12 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.62 (s, 1H, CH), 7.11 (s, 1H, HAr), 

7.13 (s, 1H, HAr), 7.19-7.28 (m, 3H, HAr), 7.35-7.38 (m, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 11.0 (NCH2CH2CH3), 19.9 (PhCH3), 20.7 

(NCH2CH2CH3), 41.9 (NCH2CH2CH3), 55.7 (OCH2OCH3), 94.3 

(OCH2OCH3), 115.6 (d, 2JCF = 21.7 Hz), 117.0, 118.8, 123.2 (d, 

J = 10.7 Hz), 124.6, 125.1, 127.7, 130.2 (d, 3JCF = 8.3 Hz), 130.4, 138.5, 

152.9, 154.1, 161.0 (d, 1JCF = 246.9 Hz), 165.1 (C=O), 186.2 (C=O) 

C23H23ClFO5 [447.88] 

Berechnet [%] C = 61.68, H = 5.18, N = 3.13  

Gefunden [%]   C = 61.68, H = 5.09, N = 3.03 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(pyridin-3-ylmethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 45 

N

NHN
O OH

Cl
F

N

 
Hergestellt aus 497 mg 39 (1.0 mmol, 1.0 eq) und Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 1.5 mmol, 

1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 36 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 247 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.15 (s, 3H, PhCH3), 4.03 (d, 
2JHH = 15.7 Hz, 1H, NCH2), 4.83 (d, 2JHH = 15.7 Hz, 1H, NCH2), 5.90 (s, 1H, 

CH), 6.75 (s, 1H, HAr), 7.00 (br s, 1H, HAr), 7.04-7.10 (m, 2H, HAr), 7.27-7.29 

(m, 3H, HAr), 7.53 (d, J = 7.6 Hz, 1H, HAr), 8.32 (s, 1H, HAr), 8.42 (s, 1H, 

HAr), 12.20 (br s, 1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 41.9 (NCH2), 54.3 (CH), 

114.5, 115.6 (d, 2JCF = 21.3 Hz), 118.1, 122.9, 123.37 (d, J = 12.1 Hz), 

123.44, 124.8 (d, 4JCF = 2.3 Hz), 125.8, 127.3, 129.7, 130.5 (d, 
3JCF = 8.1 Hz), 132.8, 135.2, 136.5, 148.4, 148.7, 153.0, 160.5 (d, 
1JCF = 247.4 Hz), 161.8 (C=O) 

C24H18ClFN4O2 [448.88] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 3.328 min (96.4 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-methyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-

c]pyrazol-6(2H)-on 46 

N

O

F

NHN
OH

Cl
 

Hergestellt aus 232 mg 40 (0.5 mmol, 1.0 eq) und 37 μL Hydrazin-Monohydrat (38 mg, 

0.75 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 78 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.18 (s, 3H, PhCH3), 2.75 (s, 3H, NCH3), 

5.95 (s, 1H, CH), 6.80 (s, 1H, HAr), 7.01 (br s, 1H, HAr), 7.11 (t, J = 7.5 Hz, 

1H, HAr), 7.18-7.21 (m, 1H, HAr), 7.27 (s, 1H, HAr), 7.34 (dd, J = 12.6, 

6.3 Hz, 1H, HAr), 10.51 (br s, 1H, OH), 13.51 (br s, 1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 27.2 (NCH3), 55.7 (CH), 

115.7 (d, 2JCF = 21.4 Hz), 118.2, 122.9, 124.9 (d, 4JCF = 2.2 Hz), 127.3, 

129.5, 130.4 (d, 3JCF = 6.1 Hz), 136.5, 152.9, 160.6 (d, 1JCF = 247.4 Hz) 

C19H15ClFN3O2 [371.79] 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (80 % MeOH in H2O),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 6.795 min (98.8 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(2-methoxyethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 47 

N

NHN

O

O OH

Cl
F

 
Hergestellt aus 232 mg 41 (0.5 mmol, 1.0 eq) und 37 μL Hydrazin-Monohydrat (38 mg, 

0.75 mmol, 1.5 eq) und katalytischen Mengen H2SO4 nach AAV 5. 

Ausbeute 85 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 234 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.17 (s, 3H, PhCH3), 2.75-2.80 (m, 1H, 

NCH2CH2), 3.20 (s, 3H, OCH3), 3.40-3.45 (m, 2H, NCH2CH2), 3.80-3.83 (m, 

1H, NCH2CH2), 6.07-6.13 (m, 1H, CH), 6.77-6.80 (m, 1H, HAr), 7.04 (br s, 

1H, HAr), 7.11 (dd, J1 = J2 = 6.9 Hz, 1H, HAr), 7.17 (dd, J = 9.3, 9.0 Hz, 1H, 

HAr), 7.26 (s, 1H, HAr), 7.32-7.33 (m, 1H, HAr), 10.35 (s, 0.2H, OH), 10.55 (s, 

0.8H, OH), 13.53 (s, 0.8H, NH), 14.21 (s, 0.2H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 54.7 (CH), 57.9 (OCH3), 69.5 

(NCH2CH2), 114.2, 115.8 (d, 2JCF = 21.4 Hz), 118.2, 123.0, 123.9 (d, 

J = 11.4 Hz), 124.9, 125.4, 127.4, 129.7, 130.4 (d, 3JCF = 7.2 Hz), 132.6, 

136.7, 150.2, 152.8, 160.6 (d, 1JCF = 247.7 Hz), 162.1 (C=O) 

Das Kohlenstoffatom NCH2CH2 ist von DMSO-d6 verdeckt.  

C21H19ClFN3O3 [415.85] 

Berechnet [%] C = 60.65, H = 4.61, N = 10.10  

Gefunden [%]   C = 60.34, H = 4.54, N = 9.99 
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3-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxybenzyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 48 

N

NHN
O

F

O

Cl

OO

 
Hergestellt aus 1.05 g 42 (2.0 mmol, 1.0 eq) und 0.15 mL Hydrazin-Monohydrat (150 mg, 

3.0 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 29 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 182 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.23 (s, 3H, PhCH3), 3.10 (s, 0.3H, 

OCH2OCH3), 3.21 (s, 2.7H, OCH2OCH3), 3.72-3.74 (m, 4H, OCH3, NCH2), 

4.80 (d, 2JHH = 14.3 Hz, 0.1H, NCH2), 4.88 (d, 2JHH = 15.3 Hz, 0.9H, NCH2), 

4.98 (d, J = 5.5 Hz, 0.1H, OCH2OCH3), 5.11 (d, J = 5.6 Hz, 0.1H, 

OCH2OCH3), 5.17 (d, J = 6.5 Hz, 0.9H, OCH2OCH3), 5.23 (d, J = 6.6 Hz, 

0.9H, OCH2OCH3), 5.73 (s, 0.1H, CH), 5.81 (s, 0.9H, CH), 6.85 (d, 

J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.01-7.14 (m, 6H, HAr), 7.26 (s, 1H, HAr), 7.32 (d, 

J = 12.3, 6.3 Hz, 1H, HAr), 13.67 (s, 0.9H, NH), 14.12 (s, 0.9H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.6 (PhCH3), 43.4 (NCH2), 53.4 (CH), 54.9 

(OCH3), 55.8 (OCH2OCH3), 94.3 (OCH2OCH3), 113.8, 115.8 (d, 
2JCF = 21.5 Hz), 116.1, 117.3, 123.1 (d, J = 11.8 Hz), 124.9, 125.6, 125.9, 

128.0, 128.8, 129.0, 129.6, 130.6 (d, 3JCF = 8.2 Hz), 132.0, 137.0, 150.0, 

151.6, 158.4, 160.6 (d, 1JCF = 247.7 Hz), 162.0 (C=O) 

C28H25ClFN3O4 [521.97] 

Berechnet [%] C = 64.43, H = 4.83, N = 8.05  

Gefunden [%]   C = 64.38, H = 4.89, N = 7.78 
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3-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-5-(2,4-dimethoxybenzyl)-4-(2-fluorphenyl)-

4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 49 

N

NHN
O

F

O

Cl

O

O

O

 
Hergestellt aus 556 mg 43 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 0.07 mL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 46 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 166 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.24 (s, 3H, PhCH3), 3.23 (s, 3H, 

OCH2OCH3), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.84 (d, 
2JHH = 15.3 Hz, 1H, NCH2), 4.71 (d, 2JHH = 15.3 Hz, 1H, NCH2), 5.01 (d, 

J = 6.1 Hz, 0.1 H, OCH2OCH3), 5.15 (d, J = 6.1 Hz, 0.1 H,  OCH2OCH3), 

5.18 (d, J = 6.7 Hz, 0.9 H,  OCH2OCH3), 5.25 (d, J = 6.7 Hz, 0.9 H,  

OCH2OCH3), 5.75 (s, 0.1H, CH), 5.81 (s, 0.9H, CH), 6.44 (dd, J = 8.4, 

2.3 Hz, 1H, HAr), 6.50 (d, J = 2.2 Hz, 1H, HAr), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H, HAr), 

7.02 (dd, J1 = J2 = 7.2 Hz, 1H, HAr), 7.09-7.13 (m, 3H, HAr), 7.24 (s, 1H, HAr), 

7.29-7.32 (m, 1H, HAr), 13.61 (s, 0.9H, NH), 14.05 (s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.6 (PhCH3), 39.2 (NCH2), 53.7 (CH), 55.1 

(OCH3), 55.2 (OCH3), 55.9 (OCH3), 94.3 (OCH2OCH3), 99.0, 104.5, 115.6 

(d, 2JCF = 21.2 Hz), 116.6, 116.8, 117.4, 123.0 (d, J = 11.9 Hz), 124.7, 

125.6, 126.1, 128.1, 129.5, 129.7, 130.4 (d, 3JCF = 8.0 Hz), 131.9, 137.0, 

149.9, 151.6, 157.7, 159.9, 160.5 (d, 1JCF = 247.7 Hz), 162.1 (C=O) 

C29H27ClFN3O5 [551.99] 

Berechnet [%] C = 63.10, H = 4.93, N = 7.61  

Gefunden [%]   C = 62.82, H = 5.15, N = 7.33 
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3-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-4-(2-difluorphenyl)-5-propyl-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 50 

N

NHN
O

F

O

Cl

O

 
Hergestellt aus 672 mg 44 (1.5 mmol, 1.0 eq) und 0.11 mL Hydrazin-Monohydrat (113 mg, 

2.25 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 53 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 180 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.79 (t, J = 7.3 Hz, 3H, NCH2CH2CH3), 

1.37-1.43 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 1.48-1.54 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 2.24 (s, 

0.4H, PhCH3), 2.25 (s, 2.5H, PhCH3), 2.68-2.73 (m, 1H, NCH2CH2CH3),  

3.26 (s, 0.4H, OCH2OCH3), 3.30 (s, 2.6H, OCH2OCH3), 3.47-3.51 (m, 0.2H, 

NCH2CH2CH3), 3.54-3.56 (m, 0.8H, NCH2CH2CH3), 5.15 (d, J = 6.5 Hz, 

0.1H, OCH2OCH3), 5.20 (d, J = 6.5 Hz, 0.1H, OCH2OCH3), 5.27 (d, 

J = 6.7 Hz, 0.9H, OCH2OCH3), 5.29 (d, J = 6.8 Hz, 0.9H, OCH2OCH3), 5.91 

(s, 0.1H, CH), 6.04 (s, 0.9H, CH), 7.06-7.20 (m, 4H, HAr), 7.28-7.36 (m, 2H, 

HAr), 13.63 (s, 0.9H, NH), 14.04 (s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 11.1 (NCH2CH2CH3), 19.6 (minor PhCH3), 

19.7 (major PhCH3), 20.9 (major NCH2CH2CH3), 21.1 (minor 

NCH2CH2CH3), 41.9 (major NCH2CH2CH3), 42.0 (minor NCH2CH2CH3), 

53.6 (CH), 55.6 (minor OCH2OCH3), 55.8 (major OCH2OCH3), 94.3 (major 

OCH2OCH3), 94.5 (minor OCH2OCH3), 115.8 (d, 2JCF = 21.4 Hz), 116.7, 

117.5 (major), 117.7 (minor), 123.5 (d, J  = 11.9 Hz), 125.0 (d, J  = 2.5 Hz), 

125.6 (d, J = 3.0 Hz), 128.0 (major), 128.1 (minor), 129.7, 129.8, 130.6 (d, 
3JCF = 8.1 Hz), 131.9, 137.9, 150.3, 151.7, 158.0, 160.7 (d, 1JCF = 247.2 Hz), 

161.9 (C=O) 

C23H23ClFN3O3 [443.90] 

Berechnet [%] C = 63.23, H = 5.22, N = 9.47  

Gefunden [%]   C = 62.43, H = 5.39, N = 9.21 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxybenzyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 51 

N

O NHN
OH

Cl
F

O

 
Hergestellt aus 1.05 g 48 (2.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 4. 

Ausbeute 72 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 182 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.15 (s, 3H, PhCH3), 3.62 (d, 
2JHH = 15.1 Hz, 1H, NCH2), 3.72 (s, 3H, OCH3), 4.91 (d, 2JHH = 15.0 Hz, 1H, 

NCH2), 5.77 (s, 1H, CH), 6.75 (s, 1H, HAr), 6.87 (d, J = 7.9 Hz, 2H, HAr), 

6.94 (br s, 1H, HAr), 7.07-7.10 (m, 3H, HAr), 7.14 (t, J = 9.1 Hz, 1H, HAr), 

7.28-7.31 (m, 2H, HAr), 10.23 (br s, 0.1H, OH), 10.44 (s, 0.9H, OH), 13.60 

(s, 0.9H, NH), 14.24 (br s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 43.2 (NCH2), 53.4 (CH), 55.0 

(OCH3), 113.8, 114.1, 115.7 (d, 2JCF = 21.7 Hz), 118.1, 123.0, 123.7, 124.8, 

125.3, 127.3, 128.7, 129.1, 129.5, 130.4, 132.7, 136.7, 150.1, 152.7, 158.4, 

160.6 (d, 1JCF = 247.1 Hz), 162.1 (C=O) 

C26H21ClFN3O3 [477.91] 

Berechnet [%] C = 65.34, H = 4.43, N = 8.79  

Gefunden [%]   C = 65.07, H = 4.60, N = 8.52 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-

6(2H)-on 52 

HN

NHN
O OH

Cl
F

 
Hergestellt aus 276 mg 49 (0.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 4. 

Ausbeute 73 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 166 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.18 (s, 3H, PhCH3), 6.00 (s, 1H, CH), 6.79 

(s, 1H, HAr), 7.03 (m, 1H, HAr) 7.07 (m, 1H, HAr), 7.15-7.18 (m, 1H, HAr), 7.27 

(s, 1H, HAr), 7.28-7.31 (m, 1H, HAr), 8.85 (s, 1H, NH), 10.63 (br s, 0.3H, 

OH), 13.43 (s, 0.3H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.4 (PhCH3), 50.0 (CH), 114.8, 115.6 (d, 
2JCF = 21.4 Hz), 118.2, 122.9, 124.6 (d, 4JCF = 2.5 Hz), 125.8 (d, 

J = 12.2 Hz), 127.4, 128.9 (d, J = 3.1 Hz), 129.8 (d, 3JCF = 8.2 Hz), 126.4, 

153.0, 160.3 (d, 1JCF = 247.2 Hz) 

C18H13ClFN3O2 [357.77] 

C24H18ClFN4O2 [448.88] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 7.029 min (96.2 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-propyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-

c]pyrazol-6(2H)-on 53 

N

O

F

NHN
OH

Cl
 

Hergestellt aus 222 mg 50 (0.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 4. 

Ausbeute 40 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 180 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.79 (t, J = 7.4 Hz, 3H, NCH2CH2CH3), 

1.35-1.44 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 1.46-1.54  (m, 1H, NCH2CH2CH3), 2.18 

(s, 3H, PhCH3), 2.65-2.69 (m, 1H, NCH2CH2CH3), 3.53-3.57 (m, 1H, 

NCH2CH2CH3), 6.03 (s, 1H, CH), 6.80 (s, 1H, HAr), 7.03 (br s, 1H, HAr), 7.11 

(t, J = 7.3 Hz, 1H, HAr), 7.19 (t, J = 9.3 Hz, 1H, HAr), 7.27 (s, 1H, HAr), 7.33 

(d, J = 5.5 Hz, 1H, HAr), 10.35 (br s, 0.2H, OH), 10.52 (s, 0.8H, OH), 13.51 

(s, 0.8H, NH), 14.20 (s, 0.2H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 11.1 (NCH2CH2CH3), 19.4 (PhCH3), 21.0 

(NCH2CH2CH3), 41.8 (NCH2CH2CH3), 53.7 (CH), 114.2, 115.7 (d, 
2JCF = 21.7 Hz), 118.1, 123.0, 124.0 (d, J = 12.3 Hz), 124.9, 125.0, 127.4, 

129.6, 130.4 (d, 3JCF = 8.1 Hz), 132.6, 136.6, 150.4, 152.8, 160.6 (d, 
1JCF = 247.1 Hz), 162.0 (C=O) 

C21H19ClFN3O2 [399.85] 

Berechnet [%] C = 65.75, H = 4.88, N = 11.80  

Gefunden [%]   C = 65.48, H = 5.13, N = 11.50 
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6.6. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3.4.6. 

3-(5-Chlor-2-(methoxymethoxy)-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-1-
methyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 54 

N

NN
O

O
F

O

Cl

O

 
540 mg Edukt 10 (1.0 mmol, 1.0 eq) wurden unter Schutzgasatmosphäre in 10 mL abs. DMF 

gelöst und mit 152 mg K2CO3 (1.1 mmol, 1.1 eq) versetzt. Anschließend wurden 75 μL MeI 

(170 mg, 1.2 mmol, 1.2 eq) zugetropft und 12 h refluxiert. Nach Akühlung auf RT wurde 
filtriert, das Filtrat mit H2O versetzt und die wässrige Phase 3x mit jeweils 30 mL EtOAc 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Na2SO4 getrocknet, filtriert und 
am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an 
Kieselgel mit einem Elutionsgradienten von EtOAc/n-Hexan (0:1  1:0) gereinigt. 

Ausbeute 75 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 68 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.22 (s, 3H, PhCH3), 2.55-2.60 (m, 1H, 
NCH2CH2), 2.81-2.88 (m, 2H, NCH2CH2), 3.22 (s, 3H, OCH2OCH3), 3.71 (s, 
3H, OCH3), 3.73-3.78 (m, 1H, NCH2CH2), 4.05 (s, 3H, NCH3), 5.01 (d, 
J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.17 (d, J = 6.7 Hz, 1H, OCH2OCH3), 5.63 (s, 
1H, CH), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 6.92 (dd, J1 = J2 = 7.1 Hz, 1H, HAr), 
7.05-7.07 (m, 4H, HAr), 7.15-7.18 (m, 1H, HAr),  7.28-7.32 (m, 1H, HAr), 7.57 
(s, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.6 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 36.7 

(NCH3), 42.1 (NCH2CH2), 54.5 (CH), 54.9 (OCH3), 55.5 (OCH2OCH3), 94.2 
(OCH2OCH3), 113.8, 115.7 (d, 2JCF = 21.3 Hz), 117.7, 120.7, 122.9 (d, 
J = 12.3 Hz), 124.9 (d, 4JCF = 2.8 Hz), 125.8, 127.9, 129.45, 129.52, 129.8, 
130.3, 130.5 (d, 3JCF = 8.2 Hz), 136.3, 138.4, 140.4, 151.9, 157.6, 157.7, 
160.6 (d, 1JCF = 247.1 Hz) 

C30H29ClFN3O4 [550.02] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 
Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 
Retentionszeit: 18.075 min (99.6 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-hydroxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-1-methyl-

4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 66 

N

NN

O

O OH

Cl
F

 
Hergestellt aus 72 mg 65 (0.13 mmol, 1.0 eq) nach AAV 4. 

Ausbeute 82 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 138 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.17 (s, 3H, PhCH3), 2.53-2.59 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.78-2.87 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.72-3.77 (m, 

1H, NCH2CH2), 4.05 (s, 3H, NCH3), 5.96 (s, 1H, CH), 6.78 (s, 1H, HAr), 6.83 

(d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.06 (br s, 1H, HAr), 

7.12 (dd, J1 = J2 = 7.4 Hz, 1H, HAr),  7.21-7.24 (m, 1H, HAr), 7.33 (s, 1H, 

HAr), 7.34-7.38 (m, 1H, HAr), 10.11 (s, 1H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.3 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 36.7 

(NCH3), 42.2 (NCH2CH2), 54.0 (CH), 54.9 (OCH3), 113.8, 115.7 (d, 
2JCF = 21.4 Hz), 116.4, 118.4, 122.9 (d, J = 11.4 Hz), 123.0, 124.9 (d, 
4JCF = 1.7 Hz), 127.0, 128.8, 129.3, 129.8, 130.2, 130.7 (d, 3JCF = 8.2 Hz), 

136.2, 139.9, 140.5, 153.2, 157.6, 157.7, 160.7 (d, 1JCF = 247.0 Hz) 

C28H25ClFN3O3 [505.97] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 19.688 min (99.7 % AUC) 
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6.7. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3.4.7. 

 

1-(5-Chlor-2-methoxy-4-methylphenyl)ethanon 56 
O

O

Cl
 

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift128 wurden 1.85 g 1-(5-Chlor-2-hydroxy-4-

methylphenyl)ethanon III (10.0 mmol, 1.0 eq) unter Schutzgasatmosphäre in 100 mL abs. 

Aceton gelöst und mit 8.29 g K2CO3 (60.0 mmol, 6.0 eq) versetzt. Anschließend wurden 0.75 

mL MeI (1.70 g, 12.0 mmol, 1.2 eq) zugetropft und 12 h refluxiert. Nach Akühlung auf RT 

wurde filtriert, das Filtrat über Na2SO4 getrocknet, erneut filtriert und anschließend am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an 

Kieselgel mit einem Elutionsgradienten von EtOAc/n-Hexan (0:1  1:0) gereinigt. 

Ausbeute 82 %, farblose Kristalle 

Schmelzpunkt 76 °C 

1H-NMR (600 MHz, CDCl3), δ (ppm): 2.38 (s, 3H, PhCH3), 2.57 (s, 3H, C(O)CH3), 

3.89 (s, 3H, OCH3), 6.82 (s, 1H, HAr), 7.72 (s, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, CDCl3), δ (ppm): 20.7 (PhCH3), 31.7 (C(O)CH3), 55.8 (OCH3), 

114.2, 126.2, 126.8, 130.6, 142.1, 157.4, 197.7 (C(O)CH3) 

C10H11ClO2 [198.65] 

Berechnet [%] C = 60.46, H = 5.58  

Gefunden [%]   C = 60.58, H = 5.72 
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(Z)-Ethyl-4-(5-chlor-2-methoxy-4-methylphenyl)-4-hydroxy-2-oxobut-3-enoat 57  
OH O

O

O
O

Cl

 
Hergestellt aus 993 mg 56 (5.0 mmol, 1.0 eq) und 1.32 g Diethyloxalat (9.0 mmol, 1.8 eq) 

nach AAV 1. 

Ausbeute 54 %, orangene Kristalle 

Schmelzpunkt 124 °C 

1H-NMR (600 MHz, CDCl3), δ (ppm): 1.22-1.31 (m, 3H, OCH2CH3), 2.36-2.40 (m, 

3H, PhCH3), 3.82 (s, 0.3H, OCH3), 3.93 (s, 2.7H, OCH3), 4.25-4.31 (m, 2H, 

OCH2CH3), 7.19-7.28 (m, 2H, CH & HAr), 7.66 (s, 0.1H, HAr), 7.76 (s, 0.9H, 

HAr) 

13C-NMR (150 MHz, CDCl3), δ (ppm): 13.7 (OCH2CH3), 20.1 (PhCH3), 56.1 (minor 

OCH3), 56.4 (major OCH3), 62.1 (OCH2CH3), 102.4 (minor CH), 102.5 

(major CH), 115.7 (minor), 115.8 (major), 122.5, 125.2, 129.3, 143.3, 157.5, 

161.6 (C=O), 168.8 (C=O), 187.2 (C=O) 

C14H15ClO5 [298.72] 

Berechnet [%] C = 56.29, H = 5.06 

Gefunden [%]   C = 56.35, H = 4.98 
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(Z)-Ethyl-4-(3-chlor-4-methylphenyl)-4-hydroxy-2-oxobut-3-enoat 58 
OH O

O

O

Cl

 
Hergestellt aus 1.69 g 1-(3-Chlor-4-methylphenyl)ethanon (XXXVII, 10.0 mmol, 1.0 eq) und 

2.63 g Diethyloxalat (18.0 mmol, 1.8 eq) nach AAV 1. 

Ausbeute 70 %, hellgelbe Kristalle 

Schmelzpunkt 56 °C 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): 1.23 (t, 3JHH = 7.1 Hz, 0.4H, OCH2CH3), 1.31 (t, 
3JHH = 7.1 Hz, 2.6H, OCH2CH3), 2.29 (s, 0.4H, PhCH3), 2.40 (s, 2.6H, 

PhCH3), 4.22 (q, 3JHH = 7.1 Hz, 0.2H, OCH2CH3), 4.31 (q, 3JHH = 7.1 Hz, 

1.8H, OCH2CH3), 7.06 (s, 0.1H, CH), 7.09 (s, 0.9H, CH), 7.31 (d, 

J = 7.9 Hz, 0.1H, HAr), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 0.9H, HAr), 7.73-7.84 (m, 0.3H, 

HAr), 7.90-8.01 (m, 1.7H, HAr) 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3), δ (ppm): 13.6 (minor OCH2CH3) 13.7 (major OCH2CH3), 

19.1 (minor PhCH3), 19.6 (minor PhCH3), 19.8 (major PhCH3), 62.0 (minor 

OCH2CH3), 62.05 (minor OCH2CH3), 62.13 (major OCH2CH3), 97.6 (minor 

CH), 98.0 (major CH), 125.5 (minor), 126.5 (major), 127.0 (minor), 127.8 

(major), 128.6 (minor), 130.1 (minor), 131.5 (minor), 131.8 (major), 131.9 

(minor), 133.8 (major), 134.1 (major), 135.3 (minor), 137.2 (minor), 141.9 

(minor), 142.2 (major), 143.8 (minor), 161.4 (major), 161.6 (minor), 168.56 

(minor), 168.63 (major), 188.7 (major), 188.9 (minor), 190.3 (minor) 

C13H13ClO4 [268.69] 

Berechnet [%] C = 58.11, H = 4.88  

Gefunden [%]   C = 58.12, H = 5.02 
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4-(5-Chlor-2-methoxy-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-

1H-pyrrol-2(5H)-on 59 

N

O
OH

O

O

O

F

Cl

 
Hergestellt aus 747 mg 57 (2.5 mmol, 1.0 eq), 310 mg 2-Fluorbenzaldehyd (VI, 2.5 mmol, 

1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 78 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 197 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.33 (s, 3H, PhCH3), 2.54-2.60 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.73-2.83 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70-3.79 (m, 7H, 2xOCH3, 

NCH2CH2), 5.50 (s, 1H, CH), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.01 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.06 (d, J = 4.3 Hz, 2H, HAr), 7.17-7.23 (m, 3H, HAr), 

7.34-7.39 (m, 1H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.9 (PhCH3), 32.4 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 55.9 (OCH3), 113.8, 114.4, 115.5 (d, 
2JCF = 21.6 Hz), 118.5, 123.2, 123.9, 124.6, 127.7, 129.3, 130.2 (d, 
3JCF = 8.0 Hz), 138.7, 155.6, 157.8, 161.0 (d, 1JCF = 247.0 Hz), 165.0 

(C=O), 186.1 (C=O) 

C28H25ClFNO5 [509.95] 

Berechnet [%] C = 65.95, H = 4.94, N = 2.75  

Gefunden [%]   C = 66.15, H = 5.20, N = 2.86 
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4-(3-Chlor-4-methylbenzoyl)-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-

(2(5H)-on 60 

N

O
OH

O

O

Cl

F

 
Hergestellt aus 403 mg 58 (1.5 mmol, 1.0 eq), 186 mg 2-Fluorbenzaldehyd (VI, 1.5 mmol, 

1.0 eq) und 227 mg 4-Methoxybenzylamin (VII, 1.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 86 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 252 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.37 (s, 3H, PhCH3), 2.57-2.62 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.75-2.80 (m, 1H, NCH2CH2), 2.82-2.87 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.70 (s, 3H, OCH3), 3.77-3.82 (m, 1H, NCH2CH2), 5.60 (s, 1H, CH), 6.83 (d, 

J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.02 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.16-7.22 (m, 2H, HAr), 

7.32-7.37 (m, 2H, HAr), 7.42-7.45 (m, 1H, HAr), 7.54 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H, 

HAr), 7.66 (d, J = 1.3 Hz, 1H, HAr), 11.70-12.50 (m, 1H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.5 (NCH2CH2), 42.0 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 113.8, 115.7 (d, 2JCF = 21.7 Hz), 117.6, 122.8 (d, 

J = 11.8 Hz), 124.8, 127.2, 128.7, 129.3, 130.0, 130.4 (d, 3JCF = 8.2 Hz), 

130.9, 133.0, 137.4, 140.2, 157.8, 161.0 (d, 1JCF = 247.3 Hz), 164.8 (C=O), 

187.0 (C=O) 

C27H23ClFNO4 [479.93] 

Berechnet [%] C = 67.57, H = 4.83, N = 2.92  

Gefunden [%]   C = 67.81, H = 5.00, N = 2.72 
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4-Acetyl-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 61 

N

O OH

O

O F

 
Hergestellt aus 395 mg XLI (2.5 mmol, 1.0 eq), 310 mg 2-Fluorbenzaldehyd (VI, 2.5 mmol, 

1.0 eq) und 378 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 2.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 65 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 216 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.28 (s, 3H, C(O)CH3), 2.53-2.58 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.70-2.78 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.71-3.76 (m, 

1H, NCH2CH2), 5.32 (s, 1H, CH), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.00 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.09-7.21 (m, 3H, HAr), 7.35 (ddd, J = 8.4, 5.4, 1.9 Hz, 

1H, HAr), 12.35 (br s, 0.5H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 29.7 (C(O)CH3), 32.4 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 113.9, 115.7 (d, 2JCF = 21.7 Hz), 123.4 (d, 

J = 11.1 Hz), 124.7, 129.4, 130.08, 130.12, 154.4, 157.8, 160.9 (d, 
1JCF = 246.9 Hz), 165.0 (C=O), 191.6 (C=O) 

C21H20FNO4 [369.39] 

Berechnet [%] C = 68.28, H = 5.46, N = 3.79  

Gefunden [%]   C = 68.23, H = 5.41, N = 3.76 
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4-(Benzoyl-5-(2-fluorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5)-on 62 

N

O OH

O

O

F

 
Hergestellt aus 1.1 g XLII (5.0 mmol, 1.0 eq), 621 mg 2-Fluorbenzaldehyd (VI, 5.0 mmol, 

1.0 eq) und 756 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 5.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 62 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 247 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.59-2.63 (m, 1H, NCH2CH2), 2.76-2.87 (m, 

2H, NCH2CH2), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.78-3.83 (m, 1H, NCH2CH2), 5.62 (s, 

1H, CH), 6.84 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.15-

7.22 (m, 2H, HAr), 7.35 (dd, J = 12.3, 6.9 Hz, 2H, HAr), 7.44 (t, J = 7.6 Hz, 

2H, HAr), 7.55 (t, J = 7.4 Hz, 1H, HAr), 7.66-7.68 (d, J = 7.4 Hz, 2H, HAr), 

11.83 (br s, 0.7H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 32.5 (NCH2CH2), 42.0 (NCH2CH2), 54.9 

(OCH3), 113.8, 115.8 (d, 2JCF = 21.4 Hz), 118.0, 122.8 (d, J = 11.4 Hz), 

124.8 (d, 4JCF = 1.5 Hz), 128.0, 128.5, 129.4, 130.1, 130.4 (d, 
3JCF = 8.2 Hz), 132.4, 138.0, 151.9, 157.8, 161.0 (d, 1JCF = 247.5 Hz), 164.9 

(C=O), 188.9 (C=O) 

C26H22FNO4 [431.46] 

Berechnet [%] C = 72.38, H = 5.14, N = 3.25  

Gefunden [%]   C = 72.10, H = 5.09, N = 3.06 
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5-(2-Fluorphenyl)-3-hydroxy-4-hydroxy-4-isonicotinoyl-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-

2(5H)-on 63 

N

O OH

O

N

F

O

 
Hergestellt aus 442 mg XLIII (2.0 mmol, 1.0 eq), 248 mg 2-Fluorbenzaldehyd (VI, 2.0 mmol, 

1.0 eq) und 302 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 2.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 64 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 239 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.57-2.61 (m, 1H, NCH2CH2), 2.75-2.80 (m, 

1H, NCH2CH2), 2.82-2.87 (m, 1H, NCH2CH2), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.75-3.80 

(m, 1H, NCH2CH2), 5.92 (s, 1H, CH), 6.83 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.02 (d, 

J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 7.14 (dd, J1 = J2 = 7.5 Hz, 1H, HAr), 7.22 (dd, 

J1 = J2 = 9.5 Hz, 1H, HAr), 7.35-7.38 (m, 2H, HAr), 7.53 (d, J = 4.9 Hz, 2H, 

HAr), 8.70 (d, J = 5.2 Hz, 2H, HAr) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 32.4 (NCH2CH2), 42.0 (NCH2CH2), 54.9 

(OCH3), 113.8, 115.7 (d, 2JCF = 21.6 Hz), 116.4, 121.7, 123.1 (d, 

J = 11.3 Hz), 124.8, 129.4, 130.0, 130.4 (d, 3JCF = 8.5 Hz), 145.6, 149.5, 

154.4, 157.8, 161.0 (d, 1JCF = 247.2 Hz), 164.8 (C=O), 187.1 (C=O) 

C25H21FN2O4 [432.44] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (25 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 4.331 min (95.4 % AUC) 
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3-(5-Chlor-2-methoxy-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 64 

N

NHN
O

O
F

O

Cl
 

Hergestellt aus 286 mg 59 (0.56 mmol, 1.0 eq) und 41 μL Hydrazin-Monohydrat (42 mg, 

0.84 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 55 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 224 °C 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.26 (s, 3H, PhCH3), 2.56-2.61 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.83-2.86 (m, 2H, NCH2CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.76 (s, 3H, 

OCH3), 3.80-3.82 (m, 1H, NCH2CH2), 5.65 (br s, 0.1H, CH), 5.79 (s, 0.9H, 

CH), 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 6.96-7.02 (m, 2H, HAr), 7.05 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.10 (t, J = 6.8 Hz, 1H, HAr), 7.17 (t, J = 9.5 Hz, 1H, 

HAr), 7.32 (dd, J = 13.4, 7.9 Hz, 1H, HAr), 7.37 (s, 1H, HAr), 13.65 (s, 0.9H, 

NH), 13.99 (s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.9 (NCH2CH2), 42.1 

(NCH2CH2), 54.2 (CH), 54.9 (OCH3), 55.6 (OCH3), 113.8, 114.2, 115.6, 

115.7 (d, 2JCF = 20.8 Hz), 123.5 (d, J = 12.3 Hz), 124.4, 124.9, 125.7, 

127.5, 129.4, 129.6, 129.7, 130.5, 130.6, 131.8, 137.3, 150.4, 153.9, 157.7, 

160.6 (d, 1JCF = 247.4 Hz), 161.7 (C=O) 

C28H25ClFN3O3 [505.97] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 10.715 min (99.8 % AUC) 
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3-(3-Chlor-4-methylphenyl)-4-(2-fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-

c]pyrazol-6(2H)-on 65 

N

NHN
O

O Cl
F

 
Hergestellt aus 480 mg 60 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 11 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 227 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.24-2.26 (m, 3H, PhCH3), 2.59-2.64 (m, 

1H, NCH2CH2), 2.84 (m, 2H, NCH2CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.78-3.88 (m, 

1H, NCH2CH2),  6.08 (s, 1H, CH), 6.81-6.83 (m, 2H, HAr), 7.05 (d, 

J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.19-7.42 (m, 7H, HAr), 14.02 (s, 1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.1 (PhCH3), 32.8 (major NCH2CH2), 32.9 

(minor NCH2CH2), 42.0 (major NCH2CH2), 42.2 (minor NCH2CH2), 53.2 

(CH), 54.8 (OCH3), 113.8, 116.0 (d, 2JCF = 21.3 Hz), 122.8 (d, J = 11.4 Hz), 

123.8 (major), 123.9 (minor), 124.5, 125.2, 125.6 (major), 125.7 (minor), 

127.1 (major), 128.4 (minor), 129.3, 130.0, 130.26 (major), 130.34 (minor), 

131.0 (d, 3JCF = 8.3 Hz), 131.4 (minor), 131.7 (major), 133.4 (minor), 133.8 

(major), 134.6 (major), 134.9 (minor), 135.8, 142.1 (d, J = 42.5 Hz), 151.0, 

157.7 (major), 157.8 (minor), 160.8 (d, 1JCF = 247.8 Hz), 161.6 (C=O) 

C27H23ClFN3O2 [475.94] 

Berechnet [%] C = 68.14, H = 4.87, N = 8.83   

Gefunden [%]   C = 67.87, H = 4.71, N = 8.59 
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4-(2-Fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-3-methyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]-pyrazol-6(2H)-

on 66 

N

O

F

NHN

O  
Hergestellt aus 443 mg 61 (1.2 mmol, 1.0 eq) und 87 μL Hydrazin-Monohydrat (90 mg,  

1.8 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute  97 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 215 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.02 (s, 3H, CH3), 2.59-2.63 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.77-2.81 (m, 1H, NCH2CH2), 2.85-2.90 (m, 1H, NCH2CH2), 

3.69 (s, 3H, OCH3), 3.86-3.90 (m, 1H, NCH2CH2), 5.66 (s, 1H, CH), 6.81 (d, 

J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 7.03 (d, J = 8.3 Hz, 2H, HAr), 7.07 (t, J = 6.7 Hz, 1H, 

HAr), 7.19 (t, J = 7.5 Hz, 1H, HAr), 7.27 (m, 1H, HAr), 7.40 (dd, J = 13.4, 

6.9 Hz, 1H, HAr), 13.18 (s, 0.9H, NH), 13.38 (br s, 0.1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 9.1 (CH3), 32.8 (NCH2CH2), 42.1 

(NCH2CH2), 52.3 (CH), 54.9 (OCH3), 113.8, 115.9 (d, 2JCF = 21.2 Hz), 123.7 

(d, J = 12.3 Hz), 125.1, 125.2 (d, 4JCF = 2.8 Hz), 128.6, 129.4, 130.4 (d, 
3JCF = 8.1 Hz), 130.5, 132.4, 149.6, 157.7, 160.5 (d, 1JCF = 246.3 Hz), 162.5 

(C=O) 

C21H20FN3O2 [365.40] 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 6.800 min (99.7 % AUC) 
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4-(2-Fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-3-phenyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-

on 67 

N

NHN
O

O
F

 
Hergestellt aus 431 mg 62 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 93 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 226 °C  

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.57-2.63 (m, 1H, NCH2CH2), 2.80-2.87 (m, 

2H, NCH2CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.80-3.88 (m, 1H, NCH2CH2), 6.07 (s, 

1H, CH), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 7.05 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.18-

7.48 (m, 9H, HAr), 13.97 (s, 0.2H, NH), 14.01 (s, 0.8H, NH) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 32.8 (NCH2CH2), 42.0 (NCH2CH2), 54.9 

(OCH3), 61.3 (CH), 113.8, 116.0 (d, 2JCF = 21.1 Hz), 123.0 (d, 

JCF = 11.8 Hz), 124.2, 125.2, 125.4, 127.7, 128.5, 128.9, 129.4, 130.4, 

131.0 (d, 3JCF = 8.1 Hz), 136.0, 151.0, 157.7, 160.8 (d, 1JCF = 247.3 Hz), 

161.7 (C=O) 

C26H22FN3O2 [427.47] 

Berechnet [%] C = 73.05, H = 5.19, N = 9.83  

Gefunden [%]   C = 73.26, H = 5.29, N = 9.76 
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4-(2-Fluorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-3-(pyridin-4-yl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-

6(2H)-on 68 

N

NHN
O

N

O
F

 
Hergestellt aus 432 mg 63 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 35 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.58-2.63 (m, 1H, NCH2CH2), 2.80-2.89 (m, 

2H, NCH2CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.81-3.87 (m, 1H, NCH2CH2), 6.16 (s, 

1H, CH), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 7.20-

7.26 (m, 2H, HAr), 7.37-7.43 (m, 4H, HAr), 8.48-8.55 (m, 2H, HAr), 14.30 (s, 

0.4H, NH), 14.36 (s, 0.6H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 32.8 (major NCH2CH2), 32.9 (minor 

NCH2CH2), 42.0 (major NCH2CH2), 42.3 (minor NCH2CH2), 53.5 (CH), 54.9 

(OCH3), 113.8, 116.1 (d, 2JCF = 21.1 Hz), 119.4, 119.9, 122.5 (d, 

J = 11.1 Hz), 125.2, 126.2, 129.4, 130.3, 131.2 (d, 3JCF = 7.4 Hz), 133.6, 

134.5, 150.0, 153.3, 151.4, 157.7, 160.8 (d, 1JCF = 247.9 Hz), 161.3 (C=O) 

C25H21FN4O2 [428.46] 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 6.908 min (99.8 % AUC) 
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6.8. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3.4.8. 

4-Benzoyl-5-(2-chlorphenyl)-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-2(5H)-on 69 

N

O OH

O

O

Cl

 
Hergestellt aus 1.1 g XLII (5.0 mmol, 1.0 eq), 703 mg 2-Chlorbenzaldehyd (XLV, 5.0 mmol, 

1.0 eq) und 756 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 5.0 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 45 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 241 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.61 (br s, 1H, NCH2CH2), 2.79 (br s, 2H, 

NCH2CH2), 3.70-3.89 (m, 4H, NCH2CH2 & OCH3), 5.49 (s, 0.2H, CH), 5.95 

(s, 0.8H, CH), 6.84 (d, J = 5.4 Hz, 2H, HAr), 7.03 (d, J = 4.7 Hz, 2H, HAr), 

7.27-7.70 (m, 9H, HAr), 11.96 (br s, 1H, OH) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 32.6 (NCH2CH2), 42.1 (NCH2CH2), 54.9 

(OCH3), 56.3 (CH), 113.8, 127.2, 127.7, 127.9, 128.0, 128.5, 129.3, 129.5, 

129.91, 129.94, 130.2, 130.3, 132.3, 132.4, 133.7, 134.4, 134.9, 138.0, 

152.1, 157.8, 165.1 (C=O), 188.8 (C=O) 

C26H22ClNO4 [447.91] 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 15.419 min (99.9 % AUC) 
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4-(3-Chlor-4-methylbenzoyl)-5-cyclohexyl-3-hydroxy-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-pyrrol-

2(5H)-on 70 

N

O
OH

O

O

Cl

 
Hergestellt aus 1.34 g 58 (5.0 mmol, 1.0 eq), 561 mg Cyclohexancarbaldehyd (XLVI, 
5.0 mmol, 1.0 eq) und 756 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 5.0 mmol, 1.0 eq) nach 

AAV 2. 

Ausbeute 35 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 234 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.72 (m, 1H, CH2(Cyclohexyl)), 0.85-0.99 (m, 

2H, CH2(Cyclohexyl)), 1.10-1.18 (m, 2H, CH2(Cyclohexyl)), 1.40 (d, 3JHH = 12.3 Hz, 

1H, CH2(Cyclohexyl)), 1.54-1.61 (m, 3H, CH2(Cyclohexyl)), 1.67 (d, 3JHH = 12.4 Hz, 

1H, CH2(Cyclohexyl)), 1.88 (dt, J = 12.3, 2.3 Hz, 1H, CH(Cyclohexyl)), 2.40 (s, 3H, 

PhCH3), 2.76-2.81 (m, 1H, NCH2CH2), 2.86-2.90 (m, 1H, NCH2CH2), 3.26-

3.30 (m, 1H, NCH2CH2), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.96-4.01 (m, 1H, NCH2CH2), 

4.45 (d, 3JHH = 2.5 Hz, 1H, CH), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.15 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.50 (d, J = 7.9 Hz, 1H, HAr), 7.61 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 

1H, HAr), 7.69 (d, J = 1.2 Hz, 1H, HAr), 10.94 (s, 0.1H, OH), 11.36 (s, 0.9H, 

OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 25.7, 26.0, 26.2, 26.6, 32.5 

(NCH2CH2), 41.9 (NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 60.6 (CH), 113.7, 117.6, 119.8, 

127.8, 128.9, 129.5, 130.4, 131.3, 133.3, 136.9, 140.8, 150.7, 157.7 

C27H30ClNO4 [467.98] 

Berechnet [%] C = 69.29, H = 6.46, N = 2.99  

Gefunden [%]   C = 69.43, H = 6.47, N = 2.82 
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4-(3-Chlor-4-methylbenzoyl)-3-hydroxy-5-(2-hydroxyphenyl)-1-(4-methoxyphenethyl)-1H-

pyrrol-2(5H)-on 71 

O

N

OHO

O

Cl

HO

 
Hergestellt aus 134 mg 58 (0.5 mmol, 1.0 eq), 61 mg Salicylaldehyd (XLVII, 0.5 mmol, 

1.0 eq) und 76 mg 2-(4-Methoxyphenyl)ethylamin (VII, 0.5 mmol, 1.0 eq) nach AAV 2. 

Ausbeute 40 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 230 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.37 (s, 3H, PhCH3), 2.56-2.61 (m, 1H, 

CH2), 2.78-2.84 (m, 2H, CH2), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.73-3.77 (m, 1H, CH2), 

5.86 (br s, 1H, CH), 6.74 (t, J = 7.4 Hz, 1H, HAr), 6.82 (m, 3H, HAr), 7.02 (d, 

J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.08-7.11 (m, 2H, HAr), 7.43 (d, J = 7.9 Hz, 1H, HAr), 

7.58 (d, J = 7.3 Hz, 1H, HAr), 7.67 (s, 1H, HAr), 9.82 (br s, 1H, OH), 11.67 

(br s, 1H, OH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.7 (PhCH3), 32.6 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 113.7, 115.7, 118.3, 119.2, 127.3, 128.8, 129.2, 

129.4, 130.4, 130.9, 132.9, 137.6, 140.1, 156.2, 157.7, 164.7 (C=O), 187.4 

(C=O) 

C27H24ClNO5 [477.94] 

Berechnet [%] C = 67.85, H = 5.06, N = 2.93  

Gefunden [%]   C = 68.08, H = 5.15, N = 2.81 
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5-(4-Methoxyphenethyl)-3,4-diphenyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 72 

N

NHN
O

O
 

Hergestellt aus 413 mg XLVIII (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 76 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 214 °C 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.55-2.60 (m, 1H, NCH2CH2), 2.76-2.83 (m, 

2H, NCH2CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.77-3.86 (m, 1H, NCH2CH2), 5.85 (s, 

1H, CH), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.20-

7.50 (m, 10H, HAr), 13.94 (s, 0.2H, NH), 13.99 (s, 0.8H, NH) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 32.8 (NCH2CH2), 41.7 (NCH2CH2), 54.9 

(OCH3), 58.6 (CH), 113.8, 125.3, 125.5, 125.7, 127.7, 127.9, 128.36, 

128.41, 128.6, 128.8, 128.9, 129.4, 130.5, 136.1, 136.6, 150.9, 157.7, 

161.5 (C=O) 

C26H23N3O2 [409.48] 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (90 % MeOH in H2O), Flussrate 

1.0 mL/min: Retentionszeit: 44.515 min (99.7 % AUC) 
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4-(2-Chlorphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-3-phenyl-4,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-

on 73  

N

NHN
O

O
Cl

 
Hergestellt aus 447 mg 69 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 

1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute 76 %, farbloser Feststoff  

Schmelzpunkt 213 °C  

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.55-2.65 (m, 1H, NCH2CH2), 2.75-2.88 (m, 

2H, NCH2CH2), 3.68 (s, 3H, OCH3), 3.76-3.92 (m, 1H, NCH2CH2), 6.02 (s, 

0.2H, CH), 6.25 (s, 0.8H, CH), 6.80-6.83 (m, 3H, HAr), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 

2H, HAr), 7.22-7.61 (m, 8H, HAr), 13.91 (br s, 0.2H, NH), 14.08 (br s, 0.8H, 

NH) 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 32.9 (NCH2CH2), 42.2 (NCH2CH2), 54.5 

(CH), 54.8 (OCH3), 113.8, 124.9, 125.3, 127.6, 128.4, 128.5, 128.7, 128.9, 

129.3, 129.5, 130.2, 130.5, 133.5, 136.1, 150.9, 157.7, 161.7 (C=O) 

C26H22ClN3O2 [443.92] 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (80 % MeOH in H2O),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 12.696 min (98.8 % AUC) 
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3-(3-Chlor-4-methylphenyl)-4-cyclohexyl-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-dihydropyrrolo[3,4-
c]pyrazol-6(2H)-on 74  

N

NHN
O

O Cl
 

Hergestellt aus 468 mg 70 (1.0 mmol, 1.0 eq) und 73 μL Hydrazin-Monohydrat (75 mg, 
1.5 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute  30 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 213 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.31-0.46 (m, 1H, CH2(Cyclohexyl)), 0.66-0.78 
(m, 2H, CH2(Cyclohexyl)), 1.03-1.14 (m, 2H, CH2(Cyclohexyl)), 1.21 (d, 
3JHH = 12.1 Hz, 0.8H, CH2(Cyclohexyl)), 1.26 (d, 3JHH = 12.3 Hz, 0.2 Hz, 
CH2(Cyclohexyl)), 1.45-1.51 (m, 3H, CH2(Cyclohexyl)), 1.59 (d, 3JHH = 11.8 Hz, 1H, 
CH2(Cyclohexyl)), 1.95 (dt, J = 11.9, 2.6 Hz, 1H, CH(Cyclohexyl)), 2.36 (s, 0.4H, 
PhCH3), 2.37 (s, 2.6H, PhCH3), 2.75-2.82 (m, 1H, NCH2CH2), 2.88-2.93 (m, 
1H, NCH2CH2), 3.20-3.24 (m, 1H, NCH2CH2), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.93-4.02 

(m, 1H, NCH2CH2), 4.90 (d, 3JHH = 3.1 Hz, 1H, CH), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 
HAr), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 0.2H, HAr), 7.46 (d, 
J = 7.9 Hz, 0.8H, HAr), 7.50 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 0.8H, HAr), 7.54 (d, 
J = 7.6 Hz, 0.2H, HAr), 7.68 (s, 0.2H, HAr), 7.70 (d, J = 1.3 Hz, 0.8H, HAr), 
13.73 (s, 0.8H, NH), 13.84 (s, 0.2H, NH)   

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.29 (minor PhCH3), 19.32 (major PhCH3), 
25.2 (major CH2), 25.3 (minor CH2), 25.4 (major CH2), 25.81 (major CH2), 
25.86 (minor CH2), 25.92 (major CH2), 25.96 (minor CH2), 30.15 (minor 

CH), 30.24 (major CH), 32.8 (major NCH2CH2), 32.9 (minor NCH2CH2), 
41.8 (major NCH2CH2), 42.1 (minor NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 59.2 (major 
CH), 59.5 (minor CH), 113.7, 122.9, 127.1 (minor), 127.2 (major), 127.3 
(minor), 128.5 (major), 129.5, 130.7 (minor), 130.8 (major), 131.1 (minor), 
131.5 (major), 132.6 (minor), 133.2 (minor), 133.5 (major), 134.9 (minor), 
135.4 (major), 135.8 (major), 142.5 (minor), 143.2 (minor), 151.7 (major), 

157.7 (major), 158.3 (minor C=O), 162.1 (major C=O) 

C27H30ClN3O2 [464.00] 

Berechnet [%] C = 69.89, H = 6.52, N = 9.06  
Gefunden [%]   C = 69.95, H = 6.45, N = 8.97 
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3-(3-Chlor-4-methylphenyl)-4-(2-hydroxyphenyl)-5-(4-methoxyphenethyl)-4,5-

dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-6(2H)-on 75 

N

NHN
O

O
HO

Cl
 

Hergestellt aus 239 mg 71 (0.5 mmol, 1.0 eq) und 37 μL Hydrazin-Monohydrat (38 mg, 

0.75 mmol, 1.5 eq) nach AAV 3. 

Ausbeute  62 %, farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt 239 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.26 (s, 3H, PhCH3), 2.59-2.64 (m, 1H, 

NCH2CH2), 2.79-2.86 (m, 2H, NCH2CH2), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.84 (br s, 

1H, NCH2CH2), 6.20 (br s, 1H, CH), 6.46-6.72 (m, 2H, HAr), 6.80-6.83 (m, 

2H, HAr), 6.91-7.05 (m, 3H, HAr), 7.15 (t, 1H, J = 8.3 Hz, 1H HAr), 7.30 (br s, 

1H, HAr), 7.36 (br s, 1H, HAr), 7.47 (s, 1H, HAr), 10.26 (br s, 1H, OH), 13.93 

(s, 1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 19.2 (PhCH3), 32.8 (NCH2CH2), 41.8 

(NCH2CH2), 54.9 (OCH3), 113.8, 115.8, 119.7, 121.2, 123.8, 125.7, 127.5, 

129.4, 129.7, 130.6, 131.6, 133.9, 134.3, 135.5, 156.0, 157.7 

C27H24ClN3O3 [473.95] 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 10.293 min (95.7 % AUC) 
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6.9. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 3.5.3. 

4-Chlor-N-(4-(5-(4-chlorbenzamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)benzamid 

II (MMV006962) 

H
N

N
H

N
NH

O
ClO

Cl

 
Hergestellt aus 224 mg LVI (1.0 mmol, 1.0 eq) und 438 mg 4-Chlorbenzoylchlorid (2.5 mmol, 

2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute  83 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt  > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.61-7.64 (m, 6H, HAr), 8.00-8.04 (m, 6H, 

HAr), 8.19 (d, J = 8.7 Hz, 2H, HAr), 8.26 (s, 1H, HAr), 10.45 (s, 1H, NHCO), 

10.62 (s, 1H, NHCO) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 105.2, 115.0, 116.9, 120.7, 123.3, 127.2, 

128.3, 128.4, 129.6, 129.7, 133.2, 133.7, 134.7, 136.2, 136.6, 141.1, 150.5, 

164.3 (C=O), 164.6 (C=O) 

C27H18Cl2N4O2 [501.36] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 501.0880 

 [M + H]+ gefunden: 501.0880 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 10.019 min (95.8 % AUC) 
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4-Brom-N-(4-(5-(4-brombenzamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)benzamid LXIII 

H
N

N
H

N
NH

O

O

Br

Br
 

Hergestellt aus 224 mg LVI (1.0 mmol, 1.0 eq) und 729 mg 4-Brombenzoylchlorid (2.5 mmol, 

2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 81 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.51-7.56 (m, 2H, HAr), 7.77 (m, 4H, HAr), 

7.94-7.97 (m, 6H, HAr), 8.14-8.17 (m, 3H, HAr), 10.35 (s, 1H, NHCO), 10.53 

(s, 1H, NHCO), 12.82 (br s, 1H, NH)  

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 125.0, 125.4, 125.5, 129.7, 129.8, 131.3, 

131.4, 133.7, 134.2, 140.3, 164.3 (C=O), 164.7 (C=O) 

C27H18NBr2N4O2 [590.27] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 588.9869 

 [M + H]+ gefunden: 588.9872 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (100% Acetonitril),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 3.899 min (92.3 % AUC) 
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4-Fluor-N-(4-(5-(4-fluorbenzamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenylbenzamid LXIV  

H
N

N
H

N
NH

O
FO

F

 
Hergestellt aus 224 mg LVI (1.0 mmol, 1.0 eq) und 396 mg 4-Fluorbenzoylchlorid (2.5 mmol, 

2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 59 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt  > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.36-7.41 (m, 4H, HAr), 7.52 (d, J = 8.3 Hz, 

1H, HAr), 7.57 (d, J = 8.5 Hz, 1H, HAr), 7.97 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 8.08 

(dd, J = 8.2, 5.7 Hz, 2H, HAr), 8.15-8.19 (m, 3H, HAr), 10.31 (s, 1H, NHCO), 

10.50 (s, 1H, NHCO) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 115.7 (d, 2JCF = 18.5 Hz), 115.9 (d, 
2JCF = 18.7 Hz), 116.2, 120.3, 125.2, 126.8, 130.8 (d, 3JCF = 9.0 Hz), 131.0 

(d, 3JCF = 8.9 Hz), 131.7 (d, 4JCF = 2.8 Hz), 132.1 (d, 4JCF = 2.3 Hz), 134.0, 

140.5, 151.3, 164.2 (C=O), 164.4 (d, 1JCF = 248.8 Hz), 164.6 (C=O), 164.7 

(d, 1JCF = 249.8 Hz) 

C27H18F2N4O2 [468.45] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 469.1471 

 [M + H]+ gefunden: 469.1470 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (70 % MeOH in H2O),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 16.437 min (97.1 % AUC) 
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N-(4-(5-benzamid-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)benzamid LXV 

H
N

N
H

N
NH

O

O

 
Hergestellt aus 112 mg LVI (0.5 mmol, 1.0 eq) und 176 mg Benzoylchlorid (1.25 mmol, 2.5 

eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 74 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.55-7.62 (m, 8H, HAr), 8.00-8.01 (m, 6H, 

HAr), 8.17 (d, J = 8.2 Hz, 2H, HAr), 8.12 (s, 1H, HAr), 10.33 (s, 1H, NHCO), 

10.52 (s, 1H, NHCO) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 116.3, 120.2, 124.7, 126.9, 127.6, 127.7, 

128.3, 128.4, 131.3, 131.7, 134.3, 134.7, 135.2, 140.8, 151.1, 165.4 (C=O), 

165.7 (C=O) 

C27H20N4O2 [432.47] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 433.1659 

 [M + H]+ gefunden: 433.1662 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 6.696 min (96.3 % AUC) 
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4-Methoxy-N-(4-(5-(4-methoxybenzamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)benzamid LXVI 

H
N

N
H

N
NH

O

O

O

O
 

Hergestellt aus 224 mg LVI (1.0 mmol, 1.0 eq) und 426 mg 4-Methoxybezoylchlorid (2.5 

mmol, 2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 66 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 3.848 (s, 3H, OCH3), 3.852 (s, 3H, OCH3), 

7.07-7.10 (m, 4H, HAr), 7.51-7.57 (m, 2H, HAr), 7.97-8.01 (m, 6H, HAr), 8.13-

8.15 (m, 2H, HAr), 8.18 (s, 1H, HAr), 10.14 (s, 1H, NHCO), 10.33 (s, 1H, 

NHCO) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 55.3 (OCH3), 55.4 (OCH3), 113.5, 113.6, 

120.1, 124.8, 126.7, 126.8, 127.2, 129.9, 130.1, 141.2, 151.6, 162.1, 162.4, 

165.1 (C=O), 165.5 (C=O) 

C29H24N4O4 [492.53] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 493.1870 

 [M + H]+ gefunden: 493.1870 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 6.941 min (91.2 % AUC) 
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N-(4-(5-Acetamid-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)acetamid LXVII 
H
N

N
H

N
NH

O

O  
Hergestellt aus 168 mg LVI (0.75 mmol, 1.0 eq)  und 147 mg Acetylchlorid (1.875 mmol, 2.5 

eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 81 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 2.08 (s, 3H, CH3), 2.10 (s, 3H, CH3), 7.32 

(d, J = 8.4 Hz, 1H, HAr), 7.54 (d, J = 8.6 Hz, 1H, HAr), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 

2H, HAr), 8.09 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 8.13 (s, 1H, HAr), 10.10 (s, 1H, 

NHCO), 10.31 (s, 1H, NHCO) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 24.5 (CH3), 24.6 (CH3), 104.1, 115.7, 116.1, 

119.4, 123.0, 127.9, 134.6, 135.8, 136.7, 142.0, 150.8, 168.7 (C=O), 169.3 

(C=O) 

C17H16N4O2 [308.33] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 309.1346 

 [M + H]+ gefunden: 309.1344 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (70 % MeOH in H2O),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 16.437 min (99.7 % AUC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

191 
 

N-(4-(5-(3,4-Difluorbenzamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)-3,4-difluorbenzamid 76 

H
N

N
H

N
NH

O
FO

F

F

F  
Hergestellt aus 224 mg LVI (1.0 mmol, 1.0 eq) und 441 mg 3,4-Difluorbenzoylchlorid (2.5 

mmol, 2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 65 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.51 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H, HAr), 7.57-

7.66 (m, 3H, HAr), 7.90-7.91 (m, 2H, HAr), 7.96 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HAr), 8.07 

(ddd, J = 11.0, 7.8, 2.1 Hz, 2H, HAr), 8.16 (d, J = 8.8 Hz, 3H, HAr), 10.36 (s, 

1H, NHCO), 10.54 (s, 1H, NHCO) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 116.2, 117.1 (dd, J = 22.1, 18.6 Hz), 117.6 

(dd, J1 = J2 = 17.9 Hz), 120.3, 125.1 (dd, J = 7.3, 3.2 Hz), 125.3 (dd, 

J = 7.6, 3.0 Hz), 126.8, 132.0 (dd, J = 4.5, 3.6 Hz), 132.5 (dd, J = 4.0, 3.6 

Hz), 133.8, 140.2, 149.0 (dd, J = 246.7, 2.7 Hz), 149.1 (dd, J = 246.7, 3.0 

Hz), 151.3, 151.4 (dd, J = 251.2, 13.0 Hz), 151.6 (dd, J = 251.7, 12.5 Hz), 

163.0 (C=O), 163.3 (C=O) 

C27H16F4N4O2 [504.44] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 505.1282 

 [M + H]+ gefunden: 505.1281 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 9.299 min (97.1 % AUC) 
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N-(4-(5-(Chinolin-2-carboxamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)chinolin-2-carboxamid 77 

H
N

N
H

N
NH

O

N
O

N

 
Hergestellt aus 112 mg LVI (0.5 mmol, 1.0 eq) und 240 mg Chinolin-2-carbonsäurechlorid 

(1.25 mmol, 2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute  53 %, orangener Feststoff  

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.63 (d, J = 7.9 Hz, 1H, HAr), 7.71 (d, 

J = 8.1 Hz, 1H, HAr), 7.75-7.79 (m, 2H, HAr), 7.92-7.96 (m, 2H, HAr), 8.13-

8.15 (m, 2H, HAr), 8.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H, HAr), 8.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H, HAr), 

8.27-8.30 (m, 4H, HAr), 8.38 (s, 1H, HAr), 8.64-8.67 (m, 2H, HAr), 10.80 (s, 

1H, NHCO), 10.97 (s, 1H, NHCO), 12.90 (br s, 1H, NH) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 118.7, 120.3, 125.6, 126,9, 128.06, 128.09, 

128.2, 128.4, 128.8, 128.9, 129.3, 130.6, 130.7, 138.1, 138.2, 139.6, 145.8, 

149.8, 150.3, 162.4 (C=O), 162.9 (C=O) 

C33H22N6O2 [534.57] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 535.1877 

 [M + H]+ gefunden: 535.1867 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (75 % Acetonitril in H2O), 

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 7.717 min (93.3 % AUC) 
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N-(4-(5-(Thiophen-2-carboxamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)thiophen-2-carboxamid 78 

H
N

N
H

N
NH

O

O
S

S

 
Hergestellt aus 224 mg LVI (1.0 mmol, 1.0 eq) und 366 mg Thiophen-2-carbonsäurechlorid 

(2.5 mmol, 2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 76 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 7.24 (dd, J = 4.9, 3.8 Hz, 1H, HThienyl), 7.25 

(dd, J = 4.9, 3.8 Hz, 1H, HThienyl), 7.63-7.67 (m, 2H, HAr), 7.86 (dd, J = 5.0, 

1.0 Hz, 1H, HThienyl), 7.90 (dd, 1H, J = 5.0, 1.0 Hz, HThienyl), 8.01 (d, J = 8.8 

Hz, 2H, HAr), 8.11 (dd, J = 3.7, 0.8 Hz, 1H, HThienyl), 8.14 (dd, J = 3.8, 0.9 

Hz, 1H, HThienyl), 8.21 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HAr), 8.24 (s, 1H, HAr), 10.44 (s, 

1H, NHCO), 10.61 (s, 1H, NHCO) 

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 105.1, 114.9, 117.3, 120.2, 122.2, 127.6, 

128.0, 128.1, 129.1, 129.7, 131.7, 132.4, 134.9, 139.5, 140.0, 141.4, 150.2, 

159.9 (C=O), 160.1 (C=O) 

C23H16N4O2S2 [444.53] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 445.0787 

 [M + H]+ gefunden: 445.0790 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (70 % MeOH in H2O),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 8.984 min (97.2 % AUC) 
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4-Tert-butyl-N-(4-(5-(4-tert-butylbenzamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)benzamid 79 

H
N

N
H

N
NH

O

O

 
Hergestellt aus 112 mg LVI (0.5 mmol, 1.0 eq) und 246 mg 4-tert-Butylbenzoylchlorid (1.25 

mmol, 2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 64 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt 139 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.29 (s, 6H, C(CH3)3), 1.33 (s, 12H, 

C(CH3)3), 7.50-7.58 (m, 6H, HAr), 7.87-7.99 (m, 7H, HAr), 8.14-8.20 (m, 2H, 

HAr) 10.22 (s, 0.7H, NHCO), 10.41 (s, 0.7H, NHCO), 12.80 (br s, 1H, NH) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 30.8 (m, C(CH3)3), 34.7 (m, C(CH3)3), 

120.1, 125.0, 125.1, 125.3, 125.5, 126.7, 126.8, 127.4, 127.5, 128.0, 129.0, 

129.1, 132.0, 132.5, 140.7, 154.1, 154.5, 155.7, 156.2, 165.3, 165.6, 167.2   

C35H36N4O2 [544.69] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 545.2911 

 [M + H]+ gefunden:  545.2917 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (70 % MeOH in H2O),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 7.795 min (91.0 % AUC) 
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4-Propoxy-N-(4-(5-(4-propoxybenzamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)benzamid 80 

H
N

N
H

N
NH

O
OO

O

 
Hergestellt aus 224 mg LVI (1.0 mmol, 1.0 eq) und 497 mg 4-Propoxybenzoylchlorid 

(2.5 mmol, 2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 58 %, beiger Feststoff  

Schmelzpunkt > 250 °C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 0.97-1.04 (m, 6H, OCH2CH2CH3), 1.71-

1.78 (m, 4H, OCH2CH2CH3), 3.98-4.00 (m, 4H, OCH2CH2CH3), 7.04 (d, 

J = 8.7 Hz, 4H, HAr), 7.75 (d, J = 8.8 Hz, 1H, HAr), 7.87-7.91 (m, 1H, HAr), 

8.00 (m, 4H, HAr), 8.12 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HAr), 8.33 (d, J = 8.8 Hz, 2H, HAr), 

8.48 (d, J = 1.4 Hz, 1H, HAr), 10.44 (s, 1H, NHCO), 10.56 (s, 1H, NHCO), 

15.42 (br s, 1H, NH) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 10.2 (2xOCH2CH2CH3), 21.85 

(OCH2CH2CH3), 21.87 (OCH2CH2CH3), 69.11 (OCH2CH2CH3), 69.14 

(OCH2CH2CH3), 103.8, 113.5, 113.9, 114.0, 114.1, 117.2, 119.1, 120.0, 

122.7, 126.0, 126.3, 127.7, 128.5, 129.6, 129.8, 131.2, 131.9, 137.5, 143.8, 

148.1, 161.4, 161.6, 165.0 (C=O), 165.3 (C=O) 

C33H32N4O4 [548.63] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 549.2496 

 [M + H]+ gefunden: 549.2497 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 12.413 min (91.8 % AUC) 
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Ethyl-2-(4-(5-(2-ethoxy-2-oxoacetamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenylamino)-2-oxoacetat 

81 

H
N

N
H

N
NH

O

O
O

O

O

O
 

Hergestellt aus 112 mg LVI (0.5 mmol, 1.0 eq) und 171 mg Ethylchloroxoacetat (1.25 mmol, 

2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 62 %, beiger Feststoff  

Schmelzpunkt 204 °C (Zersetzung) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.32-1.34 (m, 6H, OCH2CH3), 4.30-4.34 (m, 

4H, OCH2CH3), 7.52-7.58 (m, 2H, HAr), 7.93 (d, J = 8.6 Hz, 2H, HAr), 8.13-

8.14 (m, 3H, HAr), 10.82 (s, 1H, NHCO), 11.00 (s, 1H, NHCO) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 13.80 (OCH2CH3), 13.83 (OCH2CH3), 62.3 

(OCH2CH2CH3), 62.5 (OCH2CH2CH3), 116.0, 120.5, 126.0, 126.9, 132.5, 

138.9, 151.4 (C=O), 155.3 (C=O), 160.4 (C=O), 160.9 (C=O) 

C21H20N4O6 [424.41] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 425.1456 

 [M + H]+ gefunden: 425.1456 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 4.645 min (96.4 % AUC) 
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N-(2-(4-(cyclohexa-2,4-diensulfonamid)phenyl)-1H-benz[d]imidazol-5-yl)benzensulfonamid 

82 

H
N

N
H

N
NH

S

S
O O

O
O  

Hergestellt aus 112 mg LVI (0.5 mmol, 1.0 eq) und 221 mg Benzolsulfonylchlorid 

(1.25 mmol, 2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 34 %, beige Kristalle 

Schmelzpunkt 155 °C  

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 6.92 (br s, 1H, HAr), 7.22-7.23 (m, 3H, HAr), 

7.34-7.44 (m, 1H, HAr), 7.49-7.51 (m, 2H, HAr), 7.54-7.57 (m, 3H, HAr), 7.59-

7.62 (m, 1H, HAr), 7.72 (m, 2H, HAr), 7.82-7.83 (m, 2H, HAr), 7.95 (d, 

J = 7.7 Hz, 2H, HAr), 10.05-10.15 (m, 1H, NHSO2), 10.64 (s, 1H, NHSO2), 

12.67-12.73 (m, 1H, NH)  

13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 103.7, 111.3, 111.7, 116.4, 117.7, 118.8, 

119.5, 125.4, 126.6, 127.3, 129.0, 129.3, 132.4, 132.6, 133.0, 139.1, 139.3, 

139.4, 151.0  

C25H20N4O4S2 [504.58] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 505.0999 

 [M + H]+ gefunden: 505.0997 

HPLC  25 Minuten Laufzeit, isokratische Elution (70 % MeOH in H2O),  

Flussrate: 1.0 mL/min, Retentionszeit: 5.496 min (98.4 % AUC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



198 

4-Fluor-N-(4-(5-(4-fluorphenylsulfonamid)-1H-benz[d]imidazol-2-yl)phenyl)benzensulfonamid 

83 

H
N

N
H

N
NH

S

S
O O

O
O

F

F
 

Hergestellt aus 112 mg LVI (0.5 mmol, 1.0 eq) und 4-Fluorbenzolsulfonylchlorid (1.25 mmol, 

2.5 eq) nach AAV 6. 

Ausbeute 38 %, beiger Feststoff 

Schmelzpunkt 145 °C (Zersetzung)  

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 6.91 (d, J = 7.9 Hz, 1H, HAr), 7.23-7.25 (m, 

3H, HAr), 7.34-7.42 (m, 5H, HAr), 7.75-7-77 (m, 2H, HAr), 7.86-7.89 (m, 2H, 

HAr), 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 2H, HAr), 10.12 (br s, 1H, NHSO2), 10.65 (s, 1H, 

NHSO2), 12.72 (br s, 1H, NH) 

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 116.2 (d, 2JCF = 22.6 Hz), 116.5 (d, 
2JCF = 22.6 Hz), 119.5, 119.7, 125.6, 126.6, 127.4, 129.0, 129.3, 129.65 (d, 
3JCF = 8.7 Hz), 129.71 (d, 3JCF = 9.1 Hz), 135.6 (d, 4JCF = 2.6 Hz), 135.7 (d, 
4JCF = 3.0 Hz), 138.9, 151.3, 164.1 (d, 1JCF = 251.5 Hz), 164.3 (d, 
1JCF = 251.9 Hz) 

C25H18F2N4O4S2 [540.56] 

HRMS [M + H]+  berechnet: 541.0810 

 [M + H]+ gefunden: 541.0810 

HPLC 25 Minuten Laufzeit, Gradientenelution (50 % Acetonitril in H2O bis 100 % 

Acetonitril in 20 Minuten), Flussrate: 1.0 mL/min, 

Retentionszeit: 5.232 min (90.5 % AUC) 
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6.10. Analytische Daten der Verbindungen aus Kapitel 4.4. 

4-Benzamid-4-diethoxyphosphoryl-butansäure 84 

P
O

OH
HN O

O

O
O

 
842 mg Kaliumhydroxid (15.0 mmol, 1.5 eq) wurden in 20 mL eines MeOH/H2O-Gemisches 

(3:1) gelöst und zu in 4 mL MeOH gelöstem Carbonsäureester *26 (3.71 g, 10.0 mmol, 

1.0 eq) gegeben. Nach 12 h Rühren bei RT wurde das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt, der Rückstand in 30 mL H2O gelöst und 2x mit jeweils 50 mL 

EtOAc gewaschen. Die wässrige Phase wurde mit 2M HCl-Lösung angesäuert und 

anschließend 3x mit jeweils 50 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden über Na2SO4 getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der 

Rückstand wurde aus EtOAc als farbloser Feststoff kristallisiert.  

Ausbeute 67 %, farblose Kristalle 

Schmelzpunkt 92 °C 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.18 (t, 3JHH = 7.0 Hz, 3H, POCH2CH3), 

1.23 (t, 3JHH = 7.0 Hz, 3H, POCH2CH3), 1.90-2.08 (m, 2H, PCHCH2CH2), 

2.23-2.36 (m, 2H, PCHCH2CH2), 3.97-4.08 (m, 4H, POCH2CH3), 4.47-4.55 

(m, 1H, PCH), 7.46-7.49 (m, 2H, HAr), 7.53-7.56 (m, 1H, HAr), 7.85-.787 (m, 

2H, HAr), 8.53 (d, 3JHH = 9.3 Hz, 1H, NH), 12.12 (s, 1H, COOH) 

13C-NMR  (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 16.3 (d, 3JCP = 5.6 Hz, POCH2CH3), 16.4 (d, 
3JCP = 5.1 Hz, POCH2CH3), 23.8 (s, PCHCH2CH2), 30.0 (d, 3JCP = 14.2 Hz, 

PCHCH2CH2), 44.9 (d, 1JCP = 156.8 Hz, PCH), 61.7 (d, 2JCP = 6.5 Hz, 

POCH2CH3), 62.0 (d, 2JCP = 6.5 Hz, POCH2CH3), 127.5, 128.3, 131.4, 

133.9, 166.4 (d, 3JCP = 3.8 Hz, NHCO), 173.7 (COOH)  

C15H22NO6P  [343.31] 

Berechnet [%] C = 52.48, H = 6.46, N = 4.08  

Gefunden [%]   C = 52.35, H = 6.35, N = 4.06 
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Diethyl-1-benzamid-4-(benzyloxy(methyl)amino)-4-oxobutylphosphonat 85 

P
O

N
HN O

O
OO

O

 
Hergestellt aus 84 (1.72 g, 5.0 mmol) und N-Methyl-O-benzylhydroxylamin (686 mg, 

5.0 mmol) nach AAV 7. 

Ausbeute 76 %, farblose Kristalle 

Schmelzpunkt 66 °C 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.18 (t, 3JHH = 7.0 Hz, 3H, POCH2CH3), 

1.23 (t, 3JHH = 7.0 Hz, 3H, POCH2CH3), 1.89-1.99 (m, 1H, PCHCH2CH2), 

2.02-2.10 (m, 1H, PCHCH2CH2), 2.48 (m, 2H, PCHCH2CH2), 3.11 (s, 3H, 

NCH3), 3.96-4.08 (m, 4H, POCH2CH3), 4.46-4.54 (m, 1H, PCH), 4.75 (d, 
2JHH = 9.9 Hz, 1H, OCH2Ph), 4.79 (d, 2JHH = 9.9 Hz, 1H, OCH2Ph), 7.22-7.31 

(m, 5H, HAr), 7.47 (t, J = 7.7 Hz, 2H, HAr), 7.54 (t, J = 7.2 Hz, 1H, HAr), 7.88 

(d, J = 7.7 Hz, 2H, HAr), 8.55 (d, J = 9.3 Hz, 1H, NH) 

13C-NMR  (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 16.3 (d, 3JCP = 5.6 Hz, POCH2CH3), 16.4 (d, 
3JCP = 5.2 Hz, POCH2CH3), 23.8 (d, 2JCP = 3.1 Hz, PCHCH2CH2), 27.9 (d, 
3JCP = 13.5 Hz, PCHCH2CH2), 32.9 (NCH3), 45.1 (d, 1JCP = 156.1 Hz, PCH), 

61.7 (d, 2JCP = 6.6 Hz, POCH2CH3), 62.0 (d, 2JCP = 6.9 Hz, POCH2CH3), 

75.3 (OCH2Ph), 127.5, 128.3, 128.4, 128.6, 129.3, 131.4, 133.9, 166.4 

(C=O), 166.4 (C=O) 

C23H31N2O6P  [462.48] 

Berechnet [%] C = 59.73, H = 6.76, N = 6.06  

Gefunden [%]  C = 59.42, H = 6.90, N = 6.06 
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Diethyl-1-benzamid-4-(benzylamino)-4-oxobutylphosphonat 86 

P
O

N
HHN O

O
OO

O

 
Hergestellt aus 84 (1.72 g, 5.0 mmol) und O-Benzylhydroxylamin (616 mg, 5.0 mmol) nach 

AAV 7. 

Ausbeute 65 %, farblose Kristalle 

Schmelzpunkt 54 °C 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 1.18 (t, 3JHH = 7.0 Hz, 3H, POCH2CH3), 

1.23 (t, 3JHH = 7.0 Hz, 3H, POCH2CH3), 1.94-2.09 (m, 4H, PCHCH2CH2), 

3.96-4.10 (m, 4H, POCH2CH3), 4.43-4.50 (m, 1H, PCH), 4.66-4.77 (m, 2H, 

OCH2Ph), 7.23-7.36 (m, 5H, HAr), 7.47 (t, J = 7.49 Hz, 2H, HAr), 7.54 (t, J = 

7.3 Hz, 1H, HAr), 7.88 (d, J = 8.1 Hz, 2H, HAr), 8.56 (d, 3JHH = 9.2 Hz, 1H, 

NH), 10.56 (s, 0.1H, E-Isomer, NH), 10.96 (s, 0.9H, Z-Isomer, NH) 

13C-NMR  (125 MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 16.3 (d, 3JCP = 5.6 Hz, POCH2CH3), 16.4 (d, 
3JCP = 5.5 Hz, POCH2CH3), 24.0 (d, 2JCP = 3.8 Hz, PCHCH2CH2), 27.9 (d, 
3JCP = 15.5 Hz, PCHCH2CH2), 45.1 (d, 1JCP = 156.7 Hz, PCH), 61.7 (d, 2JCP 

= 6.6 Hz, POCH2CH3), 62.0 (d, 2JCP = 6.7 Hz, POCH2CH3), 76.9 (OCH2Ph), 

127.6, 128.2, 128.3, 128.8, 131.4, 134.0, 136.1, 166.3 (C=O), 168.5 (C=O) 

C22H29N2O6P  [448.45] 

Berechnet [%] C = 58.92, H = 6.52, N = 6.25  

Gefunden [%]  C = 58.81, H = 6.66, N = 6.19 
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7. Untersuchung der biologischen Aktivität 

7.1. Untersuchung der antiplasmodialen in vitro-Aktivität gegenüber den 
P. falciparum-Stämmen 3D7 und Dd2 

Die Untersuchung der antiplasmodialen in vitro-Aktivität gegenüber dem Chloroquin-

sensitiven P. falciparum-Stamm 3D7 und dem multiresistenten P. falciparum-Stamm Dd2 

erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Benjamin Mordmüller am Institut für 

Tropenmedizin des Universitätsklinikums Tübingen. 

Die P. falciparum-Laborstämme 3D7 und Dd2 wurden in Dauerkultur gehalten.211-212 Durch 

Lösen der Testsubstanzen in DMSO wurden Stammlösungen mit einer Konzentration von 

25-100 mM hergestellt. Die weiteren Verdünnungsschritte erfolgten mit Nährmedium (RPMI 

1640*****, 25 mM HEPES†††††, 2 mM L-Glutamin, 50 µg/mL Gentamycin und 0.5% w/v 

AlbuMAX®). Die Untersuchungslösungen wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten vorgelegt und 

bis zur Untersuchung bei einer Temperatur von -20 °C gelagert. Die Zugabe von 

P. falciparum-Ringstadien erfolgte im kompletten Kulturmedium (1,5 % Hämatokrit, 0,05 % 

Parasitämie). Um das Wachstum zu kontrollieren, wurden Ringstadien zudem in 

Abwesenheit einer Testverbindung kultiviert. 

Nach dreitägiger Inkubation unter sauerstoffarmen Bedingungen (5 % O2, 5 % CO2, 90 % N2) 

bei 37 °C wurden die Kulturen bei -20 °C bis zur Auswertung mittels HRP2-ELISA‡‡‡‡‡ wieder 

eingefroren.213 Die IC50-Werte wurden mittels nichtlinearer Regressionsanalyse der 

halblogarithmischen Konzentrations-Effekt-Kurven bestimmt.214 Als interne Kontrolle wurde 

bei jedem Assay der IC50-Wert von Chloroquin bestimmt. Die IC50-Werte der 

Testverbindungen wurden mittels mindestens zwei unabhängiger Doppelbestimmungen 

ermittelt.   

7.2. Bestimmung von IC50-Werten mittels photometrischem Assay 

Die Untersuchung an dem rekombinanten PfDxr-Protein wurde in Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe von Markus Fischer am Institut für Lebensmittelchemie der Universität 

Hamburg durchgeführt. 

Methode 

Rekombinante PfDxr wurde nach einer Methode gewonnen, die 2013 von Kunfermann et al. 

beschrieben wurde.197  
                                                
***** RPMI 1640 ist ein Zellkulturmedium, welches in den 1960er Jahren am Roswell Park Memorial 
Institute entwickelt wurde. 
††††† HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsäure, Puffersubstanz für den pH-
Bereich 6,8–8,2.   
‡‡‡‡‡ HRP2 = histidine rich protein 2; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay.   
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Photometrisches Assay zur Bestimmung von IC50-Werten 

Die photometrischen Assays wurden in 384-Well-Mikrotiterplatten mit flachem transparentem 

Boden durchgeführt (Nunc, Wiesbaden, Deutschland). Die Assay-Lösungen mit einem 

Gesamtvolumen von 60 µL enthielten 100 mM Tris-Hydrochlorid§§§§§ (pH 7.6), 5 mM MnCl2, 

5 mM DTT, 0.5 mM NADPH und 0.02 U rekombinantes PfDxr-Protein. Die Testverbindungen 

wurden in Konzentrationen von 200 – 0.003 µM  zugegeben. Die enzymatische Reaktion 

wurde durch Zugabe von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat in 100 mM Tris-Hydrochlorid 

(pH 8.0) mit einer Gesamtkonzentration von 0.5 – 5 mM gestartet. Die Reaktion wurde bei 

Raumtemperatur (Wellenlänge = 340 nm) photometrisch in einem Mikroplattenleser verfolgt 

(SpectraMax M5, Molecular Devices, Biberach an der Riss, Deutschland). Die IC50-Werte 

(Mittelwert ± anhand 3 oder mehr Messpunkten berechnete Standardabweichung) wurden 

aus den initialen Umsetzungsraten durch nichtlineare Regression mit Hilfe des Programms 

DYNAFIT berechnet.45 

7.3. Untersuchung der antiplasmodialen in vitro-Aktivität gegenüber P. berghei-
Leberstadien 

Die Untersuchung der antiplasmodialen in vitro-Aktivität gegenüber Leberstadien von 

P. berghei erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Elizabeth Winzeler am 

Genomics Institute of the Novartis Research Foundation in San Diego, Kalifornien. Um 

Sporozoiten von P. berghei zu gewinnen, wurden Speicheldrüsen von infizierten A. 

stephensi-Stechmücken homogenisiert, zweimal durch ein Nylonzellsieb (Porengröße 40 

µM) filtriert und die erhaltenen Sporozoiten mit einem Hämozytometer gezählt. Bis zur 

weiteren Verwendung wurden die gewonnenen Sporozoiten auf Eis gelagert. 

Bei 37 °C und einem CO2-Gehalt von 4 % wurden HepG2-A16-CD81EGFP-Zellen in 

DMEM******, ergänzt durch 10 % fetales Kälberserum, 0,29 mg/mL L-Glutamin, 100 Einheiten 

Penicillin und 100 µg/mL Streptomycin, kultiviert. 

20 - 26 h vor der Infektion wurden 50 µL Nährmedium (7,5·103 HepG2-A16-CD81EGFP-

Zellen) in 384-Well-Mikrotiterplatten überführt. 2 h vor der Infektion wurden 50 nL von der in 

DMSO gelösten Testverbindung zugegeben, sodass die Testkonzentration 10 µM betrug. Als 

Positiv- bzw. Negativkontrolle dienten Atovaquon (10 µM) und DMSO (0,1 %). Bei 37 °C 

wurden die HepG2-Zellen mit 8·103 Sporozoiten pro Well infiziert und anschließend 2 h 

inkubiert. Zu den gewaschenen Kulturen wurde frische Substanz und frisches Nährmedium 

gegeben und mit einer 5-fach erhöhten Konzentration beider Antibiotika bei 37 °C für weitere 

48 h inkubiert. Die infizierten Zellen konnten anschließend durch Immunofluoreszenz 

                                                
§§§§§ Tris = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan.   
****** DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ist ein Nährmedium, welches nach Renato Dulbecco 
und Harry Eagle benannt wurde. 



204 

detektiert werden.215 Von Testverbindungen, die eine Aktivität zeigten, wurden 

Verdünnungsreihen hergestellt, die nach analogem Verfahren untersucht wurden. 

Um die Zytotoxizität der Verbindungen gegenüber HepG2-Zellen zu untersuchen, wurde das 

Experiment in Abwesenheit infektiöser Sporozoiten durchgeführt. 

7.4. Untersuchung der Zytotoxizität an HeLa-Zellen 

Die Untersuchung der Zytotoxizität gegenüber HeLa-Zellen erfolgte in Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe von Benjamin Mordmüller am Institut für Tropenmedizin des 

Universitätsklinikums Tübingen.  

Zur Untersuchung der Zytotoxizität gegenüber HeLa-Zellen nach einer Methode von 

Borenfreund et al.216 wurden die entsprechenden Testsubstanzen in einer Konzentration von 

1 mM in DMEM-Komplettmedium†††††† gelöst. Aus dieser Stammlösung wurde eine 

Verdünnungsreihe in einem Konzentrationsbereich 1 mM-3*10-5 mM hergestellt. 

Anschließend wurden die entsprechend verdünnten Testsubstanzen zu einer Zellsuspension 

von 200 000 Zellen pro mL in DMEM-Komplettmedium in 96-Well-Mikrotiterplatten gegeben.  

Die Zellen wurden mit der Testsubstanz für 24 h bei 37 °C in einer Atmosphäre von 5 % CO2 

und 5 % O2 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen von dem Medium befreit und 

stattdessen mit Neutralrot-Medium (0.05 g Neutralrot/L DMEM-Medium) versetzt. Nach 

Inkubation der Zellkultur mit dem Neutralrot-Medium in einer Atmosphäre von 5 % CO2 und 

5 % O2 für 3h bei 37 °C wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS-Lösung‡‡‡‡‡‡ 

gewaschen. Die Zellkultur wurde anschließend mit einer Lösung, die 50 % Ethanol (96 %ig) 

und 1 % Eisessig enthielt, versetzt und die Mikrotiterplatte geschüttelt. Schließlich wurde die 

Absorption bei 540 nm mittels eines Mikrotiterplattenlesers ermittelt und so die Aufnahme 

von Nautralrot in die Zellen bestimmt. 

7.5. Untersuchung der antiplasmodialen in vivo-Aktivität  

Die Untersuchung der in vivo-Aktivität erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von 

Sergio Wittlin  am Swiss Tropical and Public Health Institute in Basel. 

An Tag 0 wurden vier weibliche Labormäuse vom Stamm NMRI§§§§§§ (20 bis 22 g) intravenös 

mit dem P. berghei-Stamm ANKA infiziert (2·107 parasitierte Erythrozyten / mL). Von Tag 0 

bis Tag 4 wurden die Testverbindungen in einer Dosis von jeweils 50 mg/kg Körpergewicht 

täglich oral appliziert.  

Die Testverbindungen wurden in einer Mischung aus Tween 80 und Ethanol (70/30) gelöst 

oder suspendiert und mit dem zehnfachen Volumen an Wasser verdünnt. Nach der 

                                                
††††††DMEM = Dulbecco’s Minimum Essential Medium 
‡‡‡‡‡‡PBS = Phosphate Buffered Saline 
§§§§§§ NMRI = Naval Medical Research Institute, Herkunft des Stammes 
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durchflusszytometrische Bestimmung der Parasitämie an Tag 4 wurden die Mäuse der 

Kontrollgruppe eingeschläfert. Sobald eine Maus einer Versuchsgruppe verstarb, wurden die 

übrigen Mäuse dieser Gruppe ebenfalls eingeschläfert. 
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