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[18]Krone-6   1,4,7,10,13,16-Hexaoxacyclooctadecan  

4-DMAP   4-(Dimethylamino)pyridin  

µm   Mikrometer 

µM   Mikromolar [10-6 mol/L] 

Å   Ångström (10-10 m) 

A. baumanii  Acinetobacter baumannii 

AAC   Antikörper-Antibiotika-Konjugate 

ABC   ATP binding cassette = ATP-bindende Kassette  

Ac   Acetyl 

AcOH   Essigsäure 

ACN    Acetonitril  

ACT   Artemisinin-basierte Kombinationstherapie 

ADME   Adsorption, Verteilung, Metabolismus und Eliminierung 

AFO    ALGAR-FLYNN-OYAMADA-Reaktion 

AHAS    Acetohydroxysäure Synthase  

AHAO   (S)-3-Amino-1-hydroxyazepan-2-on 

AMP   Antimikrobielles Peptid 

APT   Attached proton test (NMR-Experiment) 

Äq.    Äquivalent 

ARK   ALLAN-ROBINSON-Kondensation 

ATP   Adenosintriphosphat 

AUC   Area under the curve = Fläche unterhalb der Kurve 

BCAA    Verzweigtkettige Aminosäuren  

BCG    Bacillus CALMETTE-GUÉRIN  

ber.   Berechnet 

BF   Bromflavonin 

Bn   Benzyl-Schutzgruppe 

Boc    Tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe 

BocO2    Di-tert-butyldicarbonat 

BOP   Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphat 

Bz   Benzoyl-Schutzgruppe 

Cas   CRISPR-assoziiertes Protein 

Cbz   Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe 

CDI   1,1'-Carbonyldiimidazol 

CF   Chlorflavonin 

CLint, app  Vorhergesagte in vivo intrinsische Clearance [mL/min/mg] 
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cLogP   berechneter Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient 

CMB    Carboxymycobactin 

COSY   Correlation spectroscopy (2D NMR-Experiment) 

CRISPR  Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CSK   CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation 

CYP   Cytochrom P450 

d   Dublett 

Da   Dalton (etwa 1.6605655•10-27 kg) 

DAST   Diethylaminoschwefeltrifluorid 

DBPO   Dibenzoylperoxid 

DC   Dünnschichtchromatographie 

DCC   N,N′-Dicyclohexylcarbodiimid 

DCE   Dichlorethan 

dd   Dublett vom Dublett 

DDQ   2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon 

DEAD   Diethylazodicarboxylat 

DEPT   Distortionless enhancement by polarization transfer (NMR-Experiment) 

DIAD   Diisopropylazodicarboxylat 

DIC   N,N'-Diisopropylcarbodiimid 

DIPEA   Diisopropylethylamin 

DMAPP  Dimethylallyldiphosphat 

DMDO   Dimethyldioxiran 

DMF   N,N-Dimethylformamid 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DprE1   Decaprenylphosphoryl-β-D-ribose 2‘-Epimerase 

DXR   1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase 

E. coli, Ec  Escherichia coli 

EDC•HCl  3-(Ethyliminomethylidenamino)-N,N-dimethyl-propan-1-amin 

Hydrochlorid 

EDG Electron donating group = elektronenschiebende Gruppe 

EEDQ   2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin 

EH   Hepatisches Extraktionsverhältnis 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 

EMA    Europäische Arzneimittel-Agentur  

EMB    Ethambutol  

ESI   Elektronenspray-Ionisation 
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Et   Ethyl 

et al.    Et alii, et aliae, et alia (latein) = und andere 

EtOAc    Essigsäureethylester  

EtOH    Ethanol 

EWG   Electron withdrawing group = elektronenziehende Gruppe 

FAD   Flavin-Adenin-Dinukleotid 

FDA    Food and Drug Administration 

FGI Functional group interconversion = Umwandlung einer funktionellen 

Gruppe 

Fmoc   Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe 

Fos   Fosmidomycin 

gef.   Gefunden 

GlpT   Glycerin-3-phosphat-Shuttlesystem 

HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N′,N′-tetramethyluronium-hexafluor-

phosphat 

HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophos-

phat 

HEK293 Human embryonic kidney 293 cells = humane embryonale Nierenzellen 

HeLa    Humane Epithelzellenlinie eines Zervixkarzinoms 

hept.    Heptett  

HIV    Humanes Immundefizienz-Virus  

HMPT   Hexamethylphosphorsäuretriamid 

HOAt   1-Hydroxy-7-azabenzotriazol 

HOBt   1-Hydroxybenzotriazol 

HMBC   Heteronuclear multiple bond correlation (2D NMR-Experiment) 

HPLC  High performance liquid chromatography = Hochleistungsflüssig-

chromatographie 

HPOC   (S)-2-(2-Hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazole-4-carbonsäure 

HR   High resolution = hochauflösend  

HSQC    Heteronuclear single quantum coherence (2D NMR-Experiment) 

Hz   Hertz 

i   Iso (verzweigte Kohlenwasserstoffkette, chemischer Deskriptor) 

IC50  Half maximal inhibitory concentration = mittlere inhibitorische 

Konzentration  

IGRA    Interferon-γ release assay = Interferon-γ-Freisetzungstest  

IlvB1    Katalytische Untereinheit der Acetohydroxysäure Synthase  

IlvN   Regulatorische Untereinheit der Acetohydroxysäure Synthase 



A B K Ü R Z U N G S V E R Z E I C H N I S  

IV 

IMM   Interstitielle, von Monozyten abgeleitete Makrophagen 

IPP   Isopentenyldiphosphat 
nJ   Kopplungskonstante über n Bindungen 

K. pneumoniae  Klebsiella pneumoniae 

KA   Affinitätskonstante [M-1] 

kat.    Katalytisch  

Kat.    Katalysator  

KBE   Koloniebildende Einheit 

konz.    Konzentriert 

KZN   KwaZulu-Natal 

L   Links-konfiguriert (Stereodeskriptor in der FISCHER-Projektion) 

LAMP Loop-mediated isothermal amplification = Schleifen-vermittelte 

isotherm-ale Amplifikation 

LC Liquid chromatography = Flüssigchromatographie 

LDA   Lithiumdiisopropylamid 

Lf   Lactoferrin 

Lit.   Literatur  

logP   Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient 

LPA   Line probe assay = Streifenhybridisierungstests 

ᴍ    Molar [mol/L]  

m    Multiplett  

m   Meta (chemischer Deskriptor) 

m-CBPA   Meta-Chlorperbenzoesäure  

M. bovis  Mycobacterium bovis 

M. canetti  Mycobacterium canetti 

M. microti  Mycobacterium microti 

M. mungi  Mycobacterium mungi 

M. pinnipedii  Mycobacterium pinnipedii 

M. tuberculosis, Mt Mycobacterium tuberculosis 

m/z    Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 

mAPG   Mycolyl-Arabinogalactan-Peptidoglykan 

MB   Mycobactin 

MBG   Metall-bindende Gruppe 

MDR    Multi drug resistant = mehrfach resistente 

Me   Methyl 

MeOH    Methanol  

MEP   Methylerythritolphosphat 
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MHK90  Minimale Hemmkonzentration einer Substanz, welche die Vermehrung 

der getesteten Stämme um mindestens 90 % reduziert  

MmpL  Mycobacterial membrane protein large = großes mykobakterielles 

Membranprotein 

MmpS Mycobacterial membrane protein small = kleines mykobakterielles 

Membranprotein 

mol%    Molprozent  

MOM    Methoxymethylether  

MRC-5   Medical research council cell strain 5 = Fibroblastenzelllinie 

MS    Massenspektrometrie  

n    Normal (unverzweigte Kohlenwasserstoffkette, chemischer Deskriptor) 

n.b.   Nicht bestimmt 

NFSI   N-Fluorbenzenesulfonimid 

nm    Nanometer [10-9 m]  

NMR    Nuclear magnetic resonance = Kernspinresonanzspektroskopie  

NOESY Nuclear OVERHAUSER enhancement spectroscopy (2D NMR-

Experiment) 

NP   Natural product = Naturstoff 

NTD   N-terminale Domäne 

o   ortho (chemischer Deskriptor) 

OTf    Triflat  

OTs   Tosylat 

p   Para (chemischer Deskriptor) 

P. aeruginosa  Pseudomonas aeruginosa 

P. curtisi  Plasmodium curtisi 

P. falciparum, Pf Plasmodium falciparum 

P. knowlesi  Plasmodium knowlesi 

P. malariae  Plasmodium malariae 

P. ovale  Plasmodium ovale 

P. ovale wallikeri Plasmodium ovale wallikeri 

P. vivax  P. vivax 

p-TsOH   Para-Toluolsulfonsäure  

p-TsCl   Para-Toluolsulfonsäurechlorid 

PBP   Penicillin-bindendes Protein 

PPBP   Periplasmatische Bindungsproteine 

Pd/C    Palladium auf Aktivkohle  

PfATP4  Plasmodiale ATPase 4  
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PfCRT   P. falciparum Chloroquin-Resistenz-Transporter 

PfDHODH  Plasmodiale Dihydroorotatdehydrogenase 

PfEF2    P. falciparum elongation factor 2 

PFOSF  Perfluor-1-octansulfonylfluorid 

Ph    Phenyl  

Ph. Eur. 10.1   Europäisches Arzneibuch 10. Ausgabe, 1. Nachtrag  

pKS    Säurekonstante  

PPARγ  Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren gamma 

ppm   Parts per million 

PPM   Periplastidmembran 

PSAC   Plasmodialer Oberflächen-Anionenkanal 

PVM   Parasitophore Vakuole 

q    Quartett  

quin   Quintett  

R   Rest 

Rf   Retentionsfaktor 

RNA    Ribonukleinsäure  

RR    Rifampicin-resistent  

rRNA    Ribosomale Ribonukleinsäure  

RT    Raumtemperatur [20 °C]  

Rt    Retentionszeit  

RT-PCR Real time polymerase chain reaction = Echtzeit-Polymeraseketten-

reaktion 

s    Singulett  

SAR    Structure activity relationship = Struktur-Aktivitäts-Beziehungen 

SARS-CoV-2  Schweres akutes respiratorisches Syndrom durch das Coronavirus-2 

SEAr    Elektrophile aromatische Substitution  

Selectfluor®  1-Chlormethyl-4-fluor-1,4-diazonia bicyclo[2.2.2]octanebis(tetrafluor-

borat)  

SI    Selektivitätsindex  

SID   Siderophor-Interaktion-Domäne 

SG    Schutzgruppe  

SN2   Nukleophile Substitution 2. Ordnung 

SN2t Nukleophile Substitution 2. Ordnung mit tetraedrischem Zwischen-

produkt 

spp.    Mehrere Arten der Gattung 

t    Triplett  
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TB    Tuberkulose  

TBAF   Tetra-N-butylammoniumfluorid 

TBDMS  Tert-Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe 

TBDPS  Tert-Butyldiphenylsilyl-Schutzgruppe 

TCP   Target candidate profiles = Profile für Arzneistoffe 

Temp.    Temperatur [°C]  

tert.   Tertiär 
tBu   Tertiär-Butyl 

TIPS   Triisopropylsilyl-Schutzgruppe 

Tf    Transferrin 

TFA    Trifluoressigsäure  

TFAA    Trifluoressigsäureanhydrid  

THF    Tetrahydrofuran  

THP   Tetrahydropyranyl-Schutzgruppe 

THP-1  Tohoku hospital pediatrics-1 = Humane akute monocytische 

Leukämiezelllinie 

THT    Tuberkulin-Hauttest  

TMS   Trimethylsilyl-Schutzgruppe 

TMSBr   Bromtrimethylsilan 

TPP   Target product profiles = Profile für Arzneimittel 

TPSA   Topological polar surface area = topologische polare Oberfläche 

tRNA    Transfer-Ribonukleinsäure  

Tri   Triphenylmethyl (Trityl)-Schutzgruppe 

TrpAB    Heterodimere Tryptophansynthase 

UDP   Uridindiphosphat 

UGT   UDP-Glucuronosyltransferase 

UV   Ultraviolett 

v/v    Volumenprozent  

VdW    VAN-DER-WAALS  

VE   Verbindungseinheit 

WHO    World health organization = Weltgesundheitsorganisation 

XDR    Extensively drug resistent = extensiv resistente  

δ   Chemische Verschiebung [ppm]
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1. Zusammenfassung und Abstract 

1.1. Zusammenfassung 
Infektionserkrankungen stellen trotz moderner Gesundheitsstandards und einem Arsenal an 

Antibiotika aufgrund des zunehmenden Auftretens von Arzneimittel-resistenten 

Humanpathogenen wie Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium falciparum und Escherichia 

coli eine starke Bedrohung für die globale Gesundheit dar. Verschiedene Organisationen wie 

die Weltgesundheitsorganisation (WHO) und nicht gewinnorientierte öffentlich-private 

Partnerschaften appellieren, die Bemühungen in der Erforschung und Entwicklung neuer 

Antibiotika zu unterstützen.1-5  

 

Diese Promotionsarbeit beschäftigte sich mit den Synthesen und präklinischen 

Strukturoptimierungen zweier Leitstrukturen, den Naturstoffen Chlorflavonin (I) und dessen 

bromierten Analogon Bromflavonin (II) (Schema 1) sowie Fosmidomycin (Schema 4).  

 

Chlor- und Bromflavonin 
 

 
Schema 1: Die Leitstrukturen Chlor- und Bromflavonin mit Flavonoid-Ring-Nomenklatur und Lokantensatz. 

Im ersten Teil dieser Arbeit dienten die Flavonoide Chlorflavonin (CF) und Bromflavonin (BF) 

als Leitstrukturen (Schema 1) mit potenter in vitro Aktivität gegen M. tuberculosis H37Rv und 

gegenüber Arzneimittel-resistenten klinischen Isolaten von M. tuberculosis. Beide 

Leitstrukturen inhibieren die katalytische Untereinheit IlvB1 der Acetolactat-Synthase (AHAS) 

und damit die de novo-Synthese der verzweigtkettigen Aminosäuren und Pantothensäure.6 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten 17 Chlor- und Bromflavonin-Analoga unter Anwendung 

moderner Synthesemethoden wie Funktionalisierung im letzten Schritt (late stage) dargestellt 

werden (Schema 2). Die in dieser Arbeit und die von DR. ALEXANDER BERGER dargestellten 

Analoga konnten zur Erweiterung der initialen Struktur-Aktivitäts-Beziehungen (SAR) 

 
Schema 2: Synthese der Chlor- und Bromflavonin-Analoga mittels late-stage Funktionalisierung. 



Z U S A M M E N F A S S U N G  

2 

basierend auf phänotypischer Aktivitätsassays und ergänzenden qualitativen Enzymassays 

beitragen (Schema 3). Die Strukturmodifikationen am A- und B-Ring sowie dem Substituenten 

in 3-Position des 4H-Chromen-4-on-Grundgerüstes wurden basierend auf einem Homologie-

Modell und Molecular Docking-Experimenten6 entwickelt, um die inhibitorischen Aktivität, 

Wasserlöslichkeit und (metabolische) Stabilität zu verbessern.  

 

 
Schema 3: Struktur-Aktivitäts-Beziehungen von Chlor- (I) und Bromflavonin (III) auf enzymatischer und 

zellulärer Ebene. 

Struktur-Aktivitäts-Beziehungen (SAR) 

Es zeigte sich, dass von den 35 dargestellten Analoga nur CF und BF potente 

Wachstumsinhibitoren von M. tuberculosis (MHK90 < 2 μM) darstellen, während drei weitere 

Inhibitoren schwache Aktivität mit MHK90-Werten bis 50 μM zeigten (Schema 3). In einem 

qualitativen IlvB1 Assay konnten 26 ausgewählte Analoga bezüglich ihrer Enzyminhibition 

untersucht werden und neben CF und BF zeigten sechs Inhibitoren mit geringen strukturellen 

Modifikationen eine IlvB1-Inhibition von über 90 %. Um die Disparität zwischen potenter IlvB1 

Inhibition und fehlender Wachstumshemmung aufzuklären, sind tiefergehende 

mikrobiologische Untersuchungen über mögliche Aufnahmewege und Efflux der Inhibitoren 

sowie deren chemische und metabolische Stabilität für weitere zielgerichtete 

Strukturoptimierung notwendig.  

 

Untersuchung präklinischer Parameter 

Die Leitstrukturen CF und BF sind im wässrigen Medium bei pH-Werten von pH 2 und 7.4 über 

24 Stunden sowie in M. tuberculosis Zellen über 8 Tage stabil. Die metabolische Stabilität in 

humanen Lebermikrosomen ist moderat und die Verbindungen sind gemäß der Klassifikation 

des Europäischen Arzneibuch (Ph.Eur.) in Wasser „praktisch unlöslich“.  
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Fosmidomycin 
Der zweite Teil dieser Arbeit fokussierte sich auf das Antiinfektivum Fosmidomycin (Fos), 

welches zur Behandlung von Harnwegsinfekten und Malaria bereits in klinischen 

Phase II-Studien untersucht worden ist (Schema 4). Fosmidomycin konnte aufgrund geringer 

Wirksamkeit in der Monotherapie in diesen Studien nicht überzeugen, welches auf dessen 

schlechte pharmakokinetischen Eigenschaften sowie geringer oraler Bioverfügbarkeit und 

Plasmahalbwertszeit zurückzuführen ist. Fosmidomycin inhibiert 1-Deoxy-D-xylulose-5-

phosphat-Reduktoisomerase (DXR), ein Enzym zur Generierung von Isoprenoid-Vorstufen, 

zahlreicher Humanpathogene wie zum Beispiel Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium 

falciparum, Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli. Dieses Enzym wird von 

zugelassenen Antiinfektiva bisher nicht adressiert, sodass keine Kreuzresistenzen zu diesen 

Arzneistoffen zu erwarten sind und Fosmidomycin ein vielversprechender, klinisch validierter, 

nicht zytotoxischer Arzneistoff ist, der zur Behandlung von bakteriellen Infektionen und Malaria 

optimiert werden kann.  

 

 
Schema 4: Die Leitstrukturen Fosmidomycin und CL1. 

 

Im Zuge der präklinischen Optimierung von Fosmidomycin konnte mit dem α-Phenyl-β-thia-

isosteren Fosmidomycin-Analogon CL1 eine Verbesserung der (myko-)bakteriellen und 

plasmodialen DXR-Inhibition erzielt werden (Schema 4). Darüber hinaus konnte die 

antiplasmodiale Aktivität ebenfalls verbessert werden, allerdings zeigten alle Fosmidomycin-

Analoga, unter anderem CL1, keine bakterielle Wachstumshemmung. 

Zur weiteren präklinischen Strukturoptimierung und Untersuchung der SAR konnte in dieser 

Arbeit die Synthese zweier neuartiger Strukturtypen von Fosmidomycin-Analoga etabliert 

werden. Für die Synthese des Strukturtyps 1 konnte die Darstellung des 

Schlüsselintermediates 13 im konsekutiven Ein-Topf-Verfahren innerhalb von 4 Stunden im 

Multi-Gramm-Maßstab optimiert werden (Schema 5). Dieses Intermediat erlaubt die 

Diversifikation von (Aryl-)Alkylresten am Hydroxamsäure-Stickstoff im vorletzten Schritt, 

welche anhand des Beispiels 20 demonstriert werden konnte (Schema 5).  
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Des Weiteren konnte ein zweiter neuer Syntheseweg zur Darstellung α-Phenyl-substituierter 

β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga (28a-f) ausgehend von kostengünstigen 

Benzaldehyden (21d-g) und Diethylphosphonsäureestern ohne Verwendung von 

Organometallverbindungen und Tiefkühlbedingungen etabliert werden (Schema 6). Zunächst 

wurden α-funktionalisierte Diethylbenzylphosphonate (23a-f, 24a-d) dargestellt, die durch 

Methylthioglykolat zu den entsprechenden Thioethern (25a-g) nukleophil substituiert und nach 

drei weiteren Stufen zu α-Phenyl-substituierten β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga 

(28a-f) umgesetzt werden konnten.  

 

 
Schema 6: Darstellung eines zweiten neuen Fosmidomycin-analogen Strukturtypen. R = Rest, SN = 

nukleophile Substitution 

 

Die biologische Evaluation ergab, dass das N-Phenylpropyl-Analogon 20 und das α-(3-

Hexoxyphenyl)-Analogon 28a potentere DXR-Inhibitoren sind als CL1, allerdings schlechtere 

 
Schema 5: Darstellung eines neuen Fosmidomycin-analogen Strukturtyps. 
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plasmodiale Wachstumsinhibitoren. Außerdem zeigte keine der drei Verbindungen 

(myko)bakterielle Wachstumshemmung.  

 

 
Schema 7: Inhibitorische Aktivität gegenüber DXR-Orthologen von den Leitstrukturen und neuen Analoga 20 

und 28a. 

 

Die fehlende Wachstumshemmung der Fosmidomycin-Analoga gegenüber (Myko)Bakterien 

ist vermutlich auf die schlechte Permeabilität der stark hydrophilen Verbindungen und damit 

eingeschränkten passiven Diffusion über die Zellwand der Bakterien zurückzuführen. Eine 

Möglichkeit zur aktiven Aufnahme von Antibiotika ist die Konjugation an eisenbindende 

Siderophore, welche Bakterien herstellen, sezernieren und als Siderophor-Fe3+-Komplexe 

aktiv aufnehmen. In dieser Arbeit wurden fünf Siderophore und (geschützte) 

Siderophorfragmente dargestellt, die über eine Carboxylgruppe an α-Phenyl-substituierte 

β-thia-isostere Fosmidomycin-Analoga konjugiert werden können (Schema 8). 

 

 
Schema 8: Strukturen der dargestellte Siderophore 45, 49 und 40 sowie der Siderophorfragmente 32 und 55. 

 

Um eine Kupplung der Siderophor-Carbonsäuren an die α-Phenyl-substituierten β-thia-

isosteren Fosmidomycin-Analoga zu ermöglichen, konnten die Intermediate 27c-d mittels 

Hydrazinolyse entschützt werden. Die Kupplungsreaktion zwischen zwei 
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Siderophorfragmenten und 67a-b konnte anhand von drei Beispielen erprobt werden (Schema 

9).  

 

 
Schema 9: Eine Möglichkeit zur Synthese von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga-Siderophor-

Konjugaten. 

 

Die Konjugate 68a-c sollen in weiterführenden Projekten entschützt und einer biologischen 

Evaluation unterzogen werden. 
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1.2. Summary 
Infectious diseases pose a threat to global health despite modern health standards and an 

arsenal of antibiotics due to the increasing emergence of drug-resistant human pathogens 

such as Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium falciparum and Escherichia coli. Various 

organizations like the World Health Organization (WHO) and non-profit public-private 

partnerships are calling to intensify research and development of new antibiotics.1-5 

 

This PhD thesis focused on the synthesis and preclinical structural optimization of two lead 

structures, the natural products chlorflavonin (I) and its brominated analog bromflavonin (II) 
(Scheme 1) as well as fosmidomycin (Scheme 4). 

 
Chlor- und Bromflavonin 
 

 
Scheme 1: Nomenclature of the lead structures chlor- und bromflavonin and their locants. 

In the first part of this work, the flavonoids chlorflavonin (CF) and bromflavonin (BF) served as 

lead structures (Schema 1) with potent in vitro activity against M. tuberculosis H37Rv and 

against drug-resistant clinical isolates of M. tuberculosis. Both lead structures inhibit the large 

catalytic subunit IlvB1 of acetohydroxyacid synthase (AHAS) and thus the de novo synthesis 

of branched-chain amino acids as well as pantothenic acid.6 

 

In course of this work, 17 chlor- and bromflavonin analogs were synthesized using modern 

synthesic methods such as late-stage functionalization (Scheme 2). On the basis of the results 

presented in this work and those of DR. ALEXANDER BERGER, the initial structure-activity 

relationship (SAR) could be extended using phenotypic activity assays and supplemented by 

qualitative enzyme assays (Scheme 3). The structural modifications of the A- and B-ring as 

well as the substituent in 3-position of the 4H-chromen-4-one scaffold were developed based 

on a homology model and molecular docking experiments6 in order to improve the inhibitory 

activity, water solubility and (metabolic) stability. 

 
Scheme 2: Synthesis of chlor- and bromflavonin analogs via late-stage functionalization. 



S U M M A R Y  

2 

 

 

Structure activity relationship SAR) 

Of the in total synthesized 35 analogs, only CF and BF were found to be potent growth 

inhibitors of M. tuberculosis (MIC90 < 2 μM), while three other inhibitors showed weak activity 

with MIC90 values up to 50 μM. In a qualitative IlvB1 assay, 26 selected analogs could be 

analyzed regarding their enzyme inhibition. This analysis revealed that besides CF and BF, 

six inhibitors with minor structural modifications showed IlvB1 inhibition of more than 90 %. In 

order to elucidate the disparity between potent IlvB1 inhibition and lack of growth inhibition, in-

depth microbiological studies on possible uptake pathways and efflux of the inhibitors as well 

as their chemical and metabolic stability are necessary for further targeted structural 

optimization. 

 

Evaluation of preclinial properties 

The lead structures CF and BF are stable in the aqueous medium at pH values of pH 2 and 

7.4 for 24 hours and in M. tuberculosis cells for 8 days. The metabolic stability in human liver 

microsomes is moderate and the compounds are "practically insoluble" in water according to 

the classification of the European Pharmacopoeia (Ph.Eur.). 

 

Fosmidomycin 

The second part of this work focused on the anti-infective drug fosmidomycin (Fos), which has 

been investigated in phase II clinical trials for the treatment of urinary tract infections and 

malaria. Fosmidomycin was not convincing in these studies due to its low efficacy in 

monotherapy, which is probably due to its poor pharmacokinetic properties such as low oral 

 
Scheme 3: Structure activity relationship of CF and BF analogs on a enzymatic and whole-cell level.  



S U M M A R Y  

3 

bioavailability and plasma half-life. Fosmidomycin inhibits 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 

reductoisomerase (DXR), an enzyme involved in the synthesis of isoprenoid precursors, of 

several human pathogens such as Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium falciparum, 

Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. This enzyme is not yet addressed by 

approved anti-infectives, so that no cross-resistance to these drugs is to be expected and 

fosmidomycin is a promising, clinically validated drug that can be optimized for the treatment 

of bacterial infections and malaria. 

 

 
Scheme 4: The lead structures fosmidomycin and CL1. 

 

During the long journey of the preclinical development of Fos analogs, the α-phenyl β-thia 

isosteric fosmidomycin analog CL1 was able to exceed the (myco)bacterial and plasmodial 

DXR inhibition of fosmidomycin. In addition, antiplasmodial activity was also improved, but all 

Fos analogs, including CL1, showed no bacterial growth inhibition. 

For further preclinical structural optimization and investigation of the SAR, the synthesis of two 

novel structural types of fosmidomycin analogs was established in this work. To obtain a novel 

inhibitor class of type 1, the synthesis of the key intermediate 13 was optimized in a one-pot 

synthesis within 4 hours on a multi gram scale. The intermediate 13 allows the diversification 

of alkyl or arylalkyl residues on the hydroxamic acid nitrogen in the penultimate step, which 

was demonstrated by the synthesis of compound 20. 

 

 

Furthermore, a second new synthesis of α-phenyl-substituted β-thia isosteric fosmidomycin 

analogs (28a-f) was established starting from inexpensive benzaldehydes 21d-g and 

diethylphosphite without the need for organometallic reagents and deep-freezing conditions 

 
Scheme 5: Synthesis of a novel type of fosmidomycin analogs. 
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(Scheme 6). First, α-functionalized diethyl benzylphosphonates (23a-f, 24a-d) were prepared, 

which could be converted with methyl thioglycolate to the corresponding sulfides (25a-g). 

These sulfides (25a-g) were converted after three further steps to the α-phenyl-substituted β-

thia isosteric fosmidomycin analogs (28a-f). 
 

The biological evaluation revealed that the N-phenylpropyl analog 20 and the α-(3-

hexoxyphenyl) analog 28a were more potent DXR inhibitors than CL1 and fosmidomycin, but 

less active against P. falciparum growth (Scheme 7). None of the fosmidomycin analogs 

showed (myco)bacterial growth inhibition.  

 

 

 
Scheme 6: Synthetic approach towards of novel fosmidomycin analogs. R = residue, SN = nucleophilic 

substitution.  

 
Scheme 7: Activity against DXR orthologs of fosmidomycin, CL1, and the novel compounds 20 and 28a. 
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A plausible reason for the lack of (myco)bacterial growth inhibition of fosmidomycin analogs is 

the poor permeability due their high hydrophilicity and thus limited passive diffusion across the 

bacterial cell wall. One possibility for active uptake of antibiotics is conjugation to iron-binding 

siderophores, which are produced, secreted and actively up taken as siderophore-Fe3+ 

complexes by bacteria. In this work, five siderophores and (protected) siderophore fragments 

were synthesized which can be conjugated to α-phenyl-substituted β-thia isosteric 

fosmidomycin analogs via their carboxylic acid functionality (Scheme 8). 

 

 
Scheme 8: Synthesized siderophores 45, 49 and 40 as well as siderophor fragments 32 and 55. 

 

In order to enable coupling between siderophores and α-phenyl-substituted β-thia isosteric 

fosmidomycin analogs, the intermediates 27c-d were deprotected via hydrazinolysis. The 

feasibility of the coupling reaction between two siderophore fragments and 67a-b was 

demonstrated with three examples (Scheme 9). 

 

 
Scheme 9: Synthesis of β-thia isosteric fosmidomycin analog-siderophore-conjugates. 

 

These fosmidomycin analog-siderophore-conjugates 68a-c can be deprotected in further 

projects and afterwards investigated regarding their antibiotic properties.  
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2. Einleitung 

Infektionskrankheiten werden vor allem durch Pilze, Helminthen, Viren, Protozoen und 

Bakterien ausgelöst und prägten die Geschichte und sogar die Evolution der Menschheit.7,8 

Obwohl der medizinische Fortschritt, niedrigschwelliger Zugang zu medizinischer Versorgung 

und verbesserte sanitäre Bedingungen die Gesamtmortalität und -morbidität im 

Zusammenhang mit Infektionskrankheiten in den letzten Jahrzehnten reduzieren konnten, 

stellen Infektionserkrankungen die Gesundheitssysteme vor große Herausforderungen.9 Zu 

Beginn des 21. Jahrhunderts erschütterten einige schweren Wellen von 

Infektionserkrankungen, darunter die schwere akute respiratorische Syndrom-Coronavirus-2 

(SARS-CoV-2) Pandemie ab 2019, das öffentliche, politische und ökonomische Geschehen 

nachhaltig.9 Neben saisonal und in Wellen auftretenden Infektionserkrankungen, ist die 

infektionsassoziierte Morbidität und Mortalität durch persistierende Infektionskrankheiten wie 

Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)-Infektionen, Tuberkulose (Tb) und Malaria in Ländern 

mit niedrigem bis mittlerem Einkommen nach wie vor alarmierend. In den Industrienationen 

reduziert das zunehmende Auftreten (multi-)resistenter Pathogene nachhaltig den 

Therapieerfolg und die Zahl der Todesfälle mit oder durch resistente Pathogene steigt 

kontinuierlich.10,11  

Bei der Entwicklung neuer Antiinfektiva hat die medizinalchemische Entwicklung eine 

Schlüsselfunktion inne. Beginnend mit der Entdeckung des Naturstoffs Penicillins als 

Antibiotikum im Jahr 1929,12 über die Totalsynthese des Antimalariamittels Chinin 194413 bis 

hin zu modernen großtechnischen Verfahren bei der Entwicklung verschiedener SARS-CoV-

2-Impf- und Wirkstoffe14 unterstreicht die medizinische Chemie ihre Schlüsselfunktion bei der 

Bekämpfung von neu auftretenden Krankheitserreger.15,16 Das globale Infektionsgeschehen 

und die sich verschlimmernde Resistenzlage fordern stetige Bemühung zur Bewältigung und 

Eindämmung der Infektionserkrankungen, zu denen akademische und industrielle 

medizinalchemische Forschung einen entscheidenden Beitrag leistet.  

 

2.1. Bakterielle Infektionserkrankungen 
Bakterien sind ubiquitär vorhanden, essentiell zur Aufrechterhaltung der Ökosysteme und 

tragen zur Gesundheit des Menschen bei.17-20 Körperfremde Bakterien können allerdings in 

den Menschen eindringen, welches meist zu einer Eliminierung der Bakterien durch das 

humane Immunsystem führt. Einige Bakterien sind aber in der Lage die humane Immunantwort 

zu umgehen und avirulent im Körper zu verbleiben oder Infektionen auszulösen. Diese 

Bakterien werden als Humanpathogene klassifiziert.19,21 Im Jahr 2021 waren rund 1500 

humanpathogene Bakterien bekannt, von denen 73 % als gesichert humanpathogen gelten, 

während 23 % nur potentiell Infektionen beim Menschen auslösen.8  
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Die Behandlung von bakteriellen Infektionen ist komplex und kann in Abhängigkeit des 

Krankheitsbildes und Komorbiditäten als Mono- oder Kombinationstherapie mit einem 

Antibiotikum aus einer der neun Wirkstoffklassen erfolgen (Schema 10).  

 

 

Zunehmender Übergebrauch, Antibiotikagabe bei unzureichender oder falscher Indikation und 

Noncompliance eines Therapieregimens führten in den vergangenen Jahren zur rapiden 

 
Schema 10: Beispiele von zugelassenen Arzneistoffen aus den neun Wirkstoffklassen zur Behandlung von 

bakteriellen Infektionserkrankungen. Blau = Naturstoffe unter Angabe der isolierten Spezies, rot = synthetische 

Arzneistoffe. 
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Entwicklung Antibiotika-resistenter Bakterien, sodass Antibiotika-resistente Bakterien eine 

wachsende Bedrohung für die globale Gesundheit darstellen.10,11 

Antimikrobielle Resistenzen waren im Jahr 2019 für rund 1.27 Millionen Todesfälle weltweit 

direkt verantwortlich und wurden mit insgesamt 4.95 Millionen Todesfällen assoziiert.10 Etwa 

79 % dieser Todesfälle gehen auf Infektionen der unteren Atemwegwege und des Thorax 

zurück, gefolgt von Bakteriämien des Blutes und intraabdominalen Infektionen.10  

Zusammen mit E. coli sind fünf weitere pathogene Bakterien für etwa 70 % der Resistenz-

assoziierten Todesfälle verantwortlich (Abbildung 1). Zu diesen Pathogenen zählen die GRAM-

positiven Bakterien Staphylocyccus aureus und Streptococcus pneumoniae sowie die GRAM-

negativen Bakterien Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii und Pseudomonas 

aeruginosa.  

 

 
Abbildung 1: Anzahl der weltweiten Todesfälle in Zusammenhang mit resistenten Bakterien außer 

M. tuberculosis aufgeschlüsselt nach Pathogenen im Jahr 2019. Mit Einverständnis entnommen, übersetzt und 

modifiziert von The Lancet (2022), Volume 399, Seite 629–655.10 © 2022 Die Autoren. Publiziert von Elsevier 

Ltd. Open Access Artikel mit Creative Commons Namensnennung 4.0 International Lizenz (CC-BY-4.0-DEED, 

siehe https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) 

 

Seit etwa 50 Jahren wurden Veränderungen der Permeabilitätsbarriere wie der Reduktion von 

transmembranären Porinen zur passiven Aufnahme von Antibiotika, eine Erhöhung des Efflux 

oder eine synergistische Kombination beider Prozesse als Grundlage für Resistenzen 
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beschrieben (Abbildung 2).22-24 Zudem können eine Reihe von Enzymen das Antibiotikum 

durch verschiedene Reaktionen inaktivieren (Abbildung 2).25,26  

 

Zudem gibt es Resistenzmechanismen, die auf Mutationen des Targets zurückzuführen sind. 

Zum einen kann das Target überexprimiert werden, sodass die applizierte Antibiotikamenge 

für eine wirksame Wachstumshemmung nicht mehr ausreicht.27 Außerdem kann lateraler 

Transfer von Resistenzgenen zur Expression eines mutierten Targets führen, sodass die 

Bindung des Antibiotikums nicht mehr möglich ist. Ebenso führen diese Resistenzgene zur 

Expression eines alternativen Enzyms mit gleicher katalytischer Aktivität wie das Target, 

sodass dieses nicht mehr essentiell für das bakterielle Wachstum ist und das Antibiotikum 

seine antibakteriellen Eigenschaften verliert.27-29 Zudem können Schutzproteine für das Target 

exprimiert werden, die die Bindungsstelle durch sterische Hinderung vor Bindung eines 

Antibiotikums schützen, eine Konformationsänderung der Bindungsstelle induzieren oder 

durch Bindung an eine allosterische Bindungsstelle zur Dissoziation des Antibiotikums vom 

Target führen.27,30 

 

Die Entwicklung von Resistenzen begleitet die Evolution der Bakterien seit ihrer Existenz und 

wurde durch den Einsatz von Antibiotika nur verstärkt.31,32 Folglich ist das Auftreten neuer 

  
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Antibiotika-Resistenzen. Abbildung verwendet mit der 

Genehmigung von © 2022, Springer Nature Limited, aus Nature Reviews Microbiology (2023), Volume 21, 

Seite 280–29527; die Genehmigung mit der Lizenznummer 5794811408503 wurde am 23.05.2024 über das 

Copyright Clearance Center, Inc. erteilt. 
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Resistenzmechanismen ein natürlicher Prozess, der eine stetige Erforschung der Bakterien 

und die Entwicklung neuer Antibiotika mit neuen Wirkmechanismen erfordert.33 

Ein Blick auf die seit der Jahrtausendwende zugelassenen 46 Antibiotika zeigt, dass nur sieben 

der 46 Antibiotika aus neuen Stoffklassen stammen (Abbildung 3).  

 

 
Abbildung 3: Neu zugelassene niedermolekulare Antibiotika und Antibiotika-Kombinationen von 2000 bis 

2022 aufgeschlüsselt nach bekannten und neuen Stoffklassen. Abbildung modifiziert nach The Journal of 

Antibiotics (2023), Volume 76, Seite 431–473.34 © Die Autoren 2023. Open Access Artikel mit Creative 

Commons CC-BY DEED Namensnennung 4.0 International (CC-BY-4.0-DEED, siehe 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.) 

 

Zudem zeigte die Auswertung der zwölf neu-zugelassenen Antibiotika zwischen 2017 und 

2022, dass die meisten nur einen geringen Zusatznutzen gegenüber den bestehenden 

Therapieoptionen haben. Dabei gehören zehn Arzneistoffe zu bekannten Antibiotikaklassen 

mit bestehenden Resistenzen.34 Im Jahr 2022 umfasste die Antibiotika-Pipeline 77 

Arzneistoffe und Arzneistoffkombinationen, die mindestens einen neuen, noch nicht 

zugelassenen Arzneistoff enthielten. Neben 45 traditionellen Antibiotika befinden sich 32 

neuartige Arzneistoffe, von denen elf Mikrobiom- oder immunmodulierend, neun 

Bakteriophagen oder von Phagen abgeleitete Enzyme, sechs Antikörper, und sechs 

Arzneistoffe, die als „verschiedene“ klassifiziert werden, sind.5 Die WHO stuft die aktuelle 

Pipeline als nicht ausreichend ein, um das Problem der zunehmenden und sich ausbreitenden 

antimikrobiellen Resistenzen zu adressieren.5 Dies könnte dazu führen könne, dass ab dem 
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Jahr 2050 rund 10 Millionen Menschen jährlich an der Folgen einer arzneimittelresistenten 

Infektion sterben.35 

 

2.2. Tuberkulose 
Tuberkulose (Tb) ist eine ansteckende Krankheit, die beim Menschen vor allem durch 

Mycobacterium tuberculosis (Mt) verursacht wird. Die Mykobakterien befallen in erster Linie 

die Lunge und verursachen eine pulmonale Tuberkulose, allerdings kann beim Befall anderer 

Körperregionen auch eine extrapulmonale Tuberkulose induziert werden.1,36 Häufig persistiert 

Mt über Jahre im menschlichen Körper, ohne Krankheitssymptome auszulösen. Bei Ausbruch 

der aktiven Erkrankung ist Tuberkulose sehr tödlich. Im Jahr 2021 war Tuberkulose nach dem 

SARS-CoV-2 die zweithäufigste Todesursache durch einen einzelnen infektiösen 

Krankheitserreger und hat schätzungsweise 1.6 Millionen Menschenleben gefordert, welches 

einen Anstieg gegenüber 2020 bedeutet.1 Berechnungen aus dem Jahr 2016 zufolge sind etwa 

25 % der Weltbevölkerung mit M. tuberculosis infiziert.37 

 

Erreger der Tuberkulose 
Die Tb-verursachenden Mykobakterien werden als Mt-Komplex zusammengefasst. Darunter 

fallen Mt als Haupterreger der humanen Tuberkulose sowie M. africanum, der in bestimmten 

Regionen Afrikas auftritt.38 Für Tuberkulose bei wilden und domestizierten Säugetieren sind 

M. bovis, M. caprae, M. canetti, M. mungi, M. pinnipedii und M. microti verantwortlich. Die 

Koevolution dieser Stämme mit erhöhter Virulenz, Übertragbarkeit und Selektivität für 

bestimmte Wirte kann auf die Einführung der Landwirtschaft, die Zivilisation und Urbanisierung 

zurückgeführt werden.39  

Im Gegensatz zu anderen intrazellulären auxotrophen Krankheitserregern, die für die 

Nährstoffversorgung auf Suppline der Wirtszellen angewiesen sind, verfügt Mt als Prototroph 

über eine metabolische Flexibilität von ana- und katabolischen Stoffwechselprozessen zur 

Gewinnung lebensnotwendiger Ressourcen. Diese metabolische Flexibilität bedingt die 

Persistenz und Anpassungsfähigkeit von Mt.40 

 

Inkubation, Infektion und Pathophysiologie 
Eine M. tuberculosis Infektion kann zu zwei klinisch definierten Zuständen führen: eine 

asymptomatische latente Tb-Infektion oder aktive Tb-Erkrankung. Mt wird mittels Tröpfchen 

(1-5 μm Durchmesser) übertragen, die beim Husten oder Niesen eines Patienten mit 

pulmonaler Tb entstehen. Für eine Infektion muss das Mt-enthaltende Aerosol eingeatmet 

werden. Gelangt Mt auf diese Weise über die oberen Atemwege in die Lunge, werden die 

Mykobakterien in der frühen Infektionsphase von sessilen Alveolarmakrophagen phagozytiert 

(Abbildung 4, links).41 Rekrutierte, interstitielle, von Monozyten abgeleitete Makrophagen  
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(IMM) induzieren ein proinflammatorisches Geschehen, um die Beseitigung der Mykobakterien 

zu fördern.42,43  

 

Das Eindringen der Mykobakterien in das interstitielle Lungengewebe führt zur Bildung von 

Granulomen, was zur Infektionstoleranz des Wirts führt. In dieser Phase soll die Infektion durch 

aktivierte T-Zellen, B-Zellen, neutrophile Granulozyten, phagozytische Zellen wie dendritische 

Zellen und interstitielle Makrophagen eingedämmt und Gewebeschäden begrenzt werden 

(Abbildung 4, rechts).44,45 Während der Granulombildung versuchen proinflammatorische 

Makrophagen, das Wachstum der Mykobakterien im Zentrum des Granuloms einzudämmen, 

während antiinflammatorische interstitielle Makrophagen die Entzündungsreaktion 

ausgleichen und die Verbreitung der Mykobakterien begrenzen.42 Sogenannte Schaumzellen, 

 
Abbildung 4: Ablauf einer Tuberkulose-Infektion und Rolle des humanen Immunsystems während einer 

Tuberkulose-Infektion. Abbildung verwendet und übersetzt mit der Genehmigung von © 2020 John Wiley & 

Sons Ltd., aus Immunology (2020), Volume 162, Seite 145–159.42; die Genehmigung mit der Lizenznummer 

5794810313200 wurde am 23.05.2024 über das Copyright Clearance Center, Inc. erteilt. 
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die sich aus Makrophagen entwickeln und in denen der Lipidstoffwechsel remobilisiert ist, 

wurden ebenfalls sowohl mit Bakterienwachstum als auch mit proinflammatorischen 

antimikrobiellen Aktivitäten in Verbindung gebracht. Die Bildung von Entzündungsmediatoren 

durch die humanen Immunzellen ist essentiell, um eine Exazerbation der Mt-Infektion in der 

frühen Phase zu verhindern. Die Überexpression dieser Entzündungsmediatoren kann im 

Krankheitsverlauf aber auch Granulome durch Nekrose zerstören, das Lungenparenchyms 

schädigen und die Lunge karvitieren, sodass diese Prozesse die Entstehung der aktiven Tb-

Erkrankung einleiten.45-49 Die Entwicklung der aktiven Tb findet in 5 % der Fälle innerhalb der 

ersten zwei Jahre nach Erstinfektion statt. Zu den Leitsymptomen der pulmonalen Tuberkulose 

zählen Husten mit oder ohne Auswurf, Dyspnoe und thorakale Schmerzen mit unspezifischen 

Symptomen wie Abgeschlagenheit, subfebrile Körpertemperatur, Gewichtsverlust und 

Nachtschweiß.  

 

Diagnostik 
In den Industrienationen gehört die radiologische Röntgenthorax-Untersuchung zur Leitlinien-

gerechten Diagnosestellung einer Lungentuberkulose.50,51 Daneben haben bakteriologische 

Diagnostiken einen immensen Stellwert, insbesondere wenn teure radiologische 

Untersuchungen nicht möglich sind. Mittlerweile sind mehrere molekulare Schnelltests mittels 

Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) zur Erstdiagnose der Tb verfügbar.52 Die 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfiehlt bei Patienten mit fortgeschrittener HIV-

Erkrankung zusätzlich einen Point-of-Care Test (Lateral-Flow-Test) für den Urin ergänzend 

zum molekularen Schnelltest. Die von mehr als 100 Jahren entwickelte Sputumabstrich-

Mikroskopie zur Tb-Diagnose mittels ZIEHL-NEELSEN-Färbung oder Fluoreszenzmikroskopie 

findet in Ländern mit niedrigem und mittlerem Einkommen immer noch häufig Anwendung, 

wird aber zunehmend durch die zuvor erwähnten Schnelltests ersetzt.50  

Immunologische Methoden wie der Tuberkulose-Haut-Test (THT) und Interferon-γ-Release-

Assay (IGRA) können die mykobakteriologische Diagnostik ergänzen, da beide Methoden nur 

den immunologischen Kontakt mit diesem Erreger nachweisen, nicht aber ein akutes 

Infektionsgeschehen.50 

Der Referenzstandard für die Tb-Diagnose bleibt nach wie vor die kulturelle Isolierung, weil 

diese um etwa Faktor 10 sensitiver als mikroskopische Methoden ist53 und einen 

phänotypischen Resistenznachweis ermöglicht. Zudem eignet sich diese Methode, um 

ausreichende Mengen DNA für eine Typisierung oder Genomsequenzierung zur Identifikation 

der genotypischen Resistenz zu gewinnen sowie zum Monitoring des Therapieansprechens.50  

Für den spezifischen Nachweis von Wirkstoffresistenzen gegen die Erst- und Zweitleitlinien-

Medikation stehen weitere molekulare Streifenhybridisierungstests (LPA) zur Verfügung. 
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Sequenzierungstechnologien können zum Aufstellen eines umfassenden 

Arzneimittelresistenzprofils angewendet werden.50 

 

Therapie der Tuberkulose 
Die Todesrate infolge einer Tuberkulose ohne medikamentöse Behandlung ist mit etwa 50 % 

sehr hoch.54 Prinzipiell ist die nicht-resistente Tuberkulose heilbar, allerdings beinhaltet das 

Therapieregime eine sechsmonatige Standardbehandlung mit vier Arzneistoffen, die sich in 

eine zweimonatige intensive Phase mit Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und Ethambutol, 

gefolgt von einer viermonatigen Kontinuitätsphase mit Isoniazid und Rifampicin aufteilt 

(Schema 11).55 Ein striktes Befolgen dieses Therapieregimes führt laut WHO zu einer 

Heilungsrate von 85 %.1 

 

 
Schema 11: Strukturformeln der in der Standardtherapie eingesetzten Arzneistoffe. 

 
Resistenzen 
Einen wesentlichen Beitrag zum Therapieversagen haben, neben langer Behandlungsdauer, 

schlechter Patientencompliance und erheblichen Nebenwirkungen, zunehmende 

Antibiotikaresistenzen. Eine Resistenz gegen Isoniazid und Rifampicin wird als multiresistente 

Tuberkulose (MDR) bezeichnet. Laut Schätzungen der WHO zufolge waren 2022 etwa 

410 000 Menschen an Rifampicin-resistenter (RR)-Tb oder MDR-Tb erkrankt, wobei die Zahl 

der diagnostizierten und behandelten Patienten bei nur rund 175 000 lag.1 Besonders betroffen 

von der Ausbreitung der RR- und MDR-Tb sind Indien, Russland, Indonesien, China und die 

Philippinen (Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Geschätzte Anzahl der Patienten, die eine Rifampicin-resistente (RR)- oder mehrfach-resistente 

(MDR)-Tuberkulose im Jahr 2022 entwickelt haben. Abbildung entnommen aus dem WHO Global tuberculosis 

report 2023.1 Open Access Report mit Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike 3.0 IGO 

Lizenz (CC BY-NC-SA 3.0 IGO, siehe https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/igo). 

 

Zur Behandlung der RR- und MDR-Tb stehen Mittel der zweiten Wahl wie die Fluorchinolone 

Moxiflaxacin oder Levoflaxacin, injizierbare Aminoglykoside wie Capreomycin, Kanamycin und 

Amikacin, und/oder die Chemotherapeutika Ethionamid, Pretomanid, Cycloserin, Linezolid, 

Bedaquilin und Delamanid zur Verfügung.55 Die Heilungsrate durch entsprechende, 

angepasste Therapieregimen lag im Jahr 2020 bei 63 %.1  

 

Mit steigender Inzidenz treten jedoch auch extensiv resistente (XDR) Tb-Stämme auf, die 

neben Isoniazid und Rifampicin gegen alle Fluorchinolone und mindestens ein Aminoglykosid 

resistent sind. Nach über 20 Jahren ohne neu-zugelassene Tb-Arzneistoffe, wurde mit 

Bedaquilin 2012 ein Medikament zur Behandlung von MDR-Tb zugelassen. Allerdings traten 

bereits Resistenzen gegen Bedaquilin auf, welche die prekäre Lage der 

Arzneimittelresistenzen nochmals verstärken.56-58 Dies unterstreicht die dringende 

Notwendigkeit, neue Wirkstoffe und Wirkmechanismen für die Behandlung von MDR-Tb und 

XDR-Tb zu entwickeln.  

 

Pipeline 
Neben einigen neuen und repositionierten Wirkstoffklassen wie Oxazolidinone, Fluorchinolone 

und Ansamycine befinden sich eine Reihe von Arzneimitteln aus neuen Wirkstoffklassen und 

mit innovativen Wirkmechanismen in klinischer Entwicklung (Abbildung 6).  
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In den weit vorangeschrittenen Studien befinden sich hauptsächlich neue Therapieregime, die 

auf eine Verkürzung der Therapiedauer und bessere Verträglichkeit abzielen.62 Nach 

Bedaquilin befindet sich Sudapyridin als weiterer ATP-Synthase-Inhibitor in Phase III-Studien 

und TBAJ-876 sowie TBAJ-587 sind ebenfalls in Phase I/II-Studien.  

Mit Quabodepistat, Macozinon, BTZ-043 und TBA-7371 befinden sich gleich vier Wirkstoffe in 

klinischer Entwicklung, die die Decaprenylphosphoryl-β-D-ribose 2‘-Epimerase (DprE1) als 

neue molekulare Zielstruktur adressieren. DprE1 ist essentiell für die Synthese von 

D-Arabinofuranose, welches ein wichtiger Baustein für die Zellwandkomponenten 

Arabinogalactan und Arabinomannan ist. Der MmpL3-Inhibitor SQ109 konnte bereits in 

klinischen Phase II-Studien erprobt werden. MmpL3 ist in den Export von Mykolsäure-

Vorläufern involviert, sodass dessen Hemmung die Biosynthese der Zellwand stört. Zu den 

weiteren Wirkstoffen mit neuem Wirkmechanismus zählen Telacebec (Q203) als Cytochrom 

bd1-Komplex Inhibitor, Alpibectir (BVL-GSK098), welches Transkriptionsfaktoren reguliert und 

die Bioaktivierung von Ethambutol verbessert, SPR720 als Gyrasehemmer und Pyrifazimin mit 

ungeklärtem Wirkmechanismus.  

Bisher ist zur Tuberkulose-Prävention nur der vor 100 Jahren entwickelten Bacille CALMETTE-

GUÉRIN-Impfstoff (BCG) zugelassen, welcher weltweit verwendet wird und die 

 
Abbildung 6: Übersicht neuer Tuberkulose-Arzneistoffe in präklinischer und klinischer Entwicklung. Stand 

11/2023. Die molekularen Zielstrukturen (Targets) sind folgenden Quellen entnommen: a YUAN et al.59, b 

https://www.newtbdrugs.org/ pipeline/compound/gsk839, aufgerufen am 22.02.2024, c SINGH und CHIBALE60 

und d KUMAR et al.61 DprE1 = Decaprenylphosphoryl-β-D-ribose 2‘-Epimerase, MmpL3 = mycobacterial 

membrane protein Large 3, PBP = Penicillin-bindendes Protein, rRNA =  ribosomale Ribonukleinsäure, tRNA = 

Transfer- Ribonukleinsäure,  
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Wahrscheinlichkeit eines schweren Krankheitsverlaufs bei Kindern senkt.63 Ein 

vielversprechendes Vakzin (M72/AS01E) zur Prävention der Tb bei Erwachsenen befindet sich 

in einer Phase II-Studie.64 

 

2.3. Malaria 
In den vergangenen Jahrhunderten zählte die durch Plasmodium falciparum ausgelöste 

Malaria tropica nach wie vor zu einer der lebensbedrohlichsten Infektionserkrankungen auf der 

Welt.65-67 Im Jahr 2022 nahm die Anzahl der Malariafälle mit 249 Millionen Erkrankungen im 

Vergleich zum Vorjahr um etwa 2 % zu, wobei Malaria in 85 endemischen Gebieten und 

Ländern auftrat. Auf 29 vorwiegend afrikanische Ländern sind etwa 95 % der weltweiten 

Malariafälle zurückzuführen. Insbesondere Nigeria, die Demokratische Republik Kongo, 

Uganda und Mosambik sind betroffen, da diese Länder fast die Hälfte der Malariafälle im Jahr 

2022 zählten.2 Die Zahl der Malaria-bedingten Todesfälle geht seit dem Jahr 2000 fast 

kontinuierlich zurück und lag 2022 bei schätzungsweise 608 000. Alarmierend ist jedoch die 

Tatsache, dass 76 % der Verstorbenen Kinder unter 5 Jahren waren.  

 

Erreger der Malaria 
Neben Plasmodium falciparum sind auch P. vivax, P. ovale curtisi, P. ovale wallikeri und 

P. malariae und P. knowlesi als humanpathogene Arten der Gattung Plasmodium spp. 

bekannt. Die Protozoen der Gattung Plasmodium spp. sind einzellige eukaryotische 

Organismen, die zum Phylum Apicomplexa gehören. Die Plasmodien durchlaufen einen 

charakteristischen Generationswechsel mit Bildung infektiöser Sporozoiten.67 P. falciparum 

und P. vivax befallen nur den Menschen und stellen gleichzeitig die größte 

Krankheitsbelastung dar. Insbesondere Infektionen mit P. falciparum sind mit hoher Morbidität 

und Mortalität sowie Komplikationen in der Schwangerschaft assoziiert.68 Allein auf diese 

Spezies sind täglich etwa 1200 Todesfälle von afrikanischen Kindern unter 5 Jahren 

zurückzuführen.69 Daneben hat das weltweit verbreitete P. vivax bei schweren 

Infektionsverläufen und Todesfällen in den vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung 

gewonnen.70 Eine Besonderheit von P. vivax und P. ovale ist, dass diese in Form von 

Hypnozoiten jahrelang in der menschlichen Leber persistieren und dadurch auch Jahre nach 

einer Erstinfektion zu einem Rezidiv der Malaria führen können.70,71 Die Spezies P. ovale 

curtisi, P. ovale wallikeri und P. malariae führen dagegen zu milden Verlaufsformen der 

Malaria. Zudem wurden in Malaysia und Südostasien zunehmend schwerwiegende 

Malariafälle beobachtet, die durch den Affenparasiten P. knowlesi, verursacht wurden, 

allerdings scheint es sich überwiegend um eine Zoonose zu handeln und die humane 

Transmission eine untergeordnete Rolle zu spielen.72 
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Transmission, Infektion und Pathophysiologie 
Die Plasmodien werden über Stiche der weiblichen Anopheles-Stechmücke übertragen, wobei 

nur etwa 40 der insgesamt 420 Anopheles-Arten als Vektor fungieren.65-67,73 Bei der 

Blutmahlzeit einer mit Plasmodien infizierte Mücke injiziert diese zusammen mit 

gerinnungshemmendem Speichel das mobile und infektiöse Stadium von Plasmodium spp., 

die Sporozoiten. Diese Sporozoiten gelangen durch die Haut über Lymphgefäße zu den 

Hepatozyten der Leber, wo ein einziger Sporozoit durch ungeschlechtliche Teilung bzw. 

Schizogenie tausende Merozoiten bildet. Die Merozoiten werden nach Ruptur der Hepatozyten 

in den Blutkreislauf freigesetzt, befallen Erythrozyten und können sich in diesen durch 

erythrozytäre Schizogenie vermehren. Die geschlechtsreifen Merozoiten differenzieren sich zu 

männlichen und weiblichen Gametozyten, welche bei einer weiteren Blutmahlzeit einer 

Anopheles-Mücke aufgenommen werden, wobei die sexuelle Reproduktion innerhalb des 

Vektors stattfindet.74,75 

 

 
Abbildung 7: Der Lebenszyklus von Plasmodium spp. Abbildung verwendet mit der Genehmigung von © 2017 

Macmillan Publishers Limited, Teil von Springer Nature, aus Nature Disease Primers (2017), Volume 3(1), 

Artikelnummer 1705068; die Genehmigung mit der Lizenznummer 5794821387425 wurde am 23.05.2024 über 

das Copyright Clearance Center, Inc. erteilt. 
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Das Krankheitsbild der Malaria unterscheidet sich je nach zugrundeliegender Spezies, 

Adaptation des humanen Immunsystems durch vorangegangen Infektionen und 

Koinfektionen.76,77 Der Krankheitsverlauf wird als asymptomatische, unkomplizierte oder 

schwere (komplizierte) Malaria eingestuft.78 Zu den Anfangssymptomen etwa 7-10 Tagen nach 

Mückenbiss zählen leichtes Fieber, Schüttelfrost, Muskelschmerzen und bei Kindern 

zusätzlich Verdauungsbeschwerden. Zudem können paroxysmale auftretende 

Schweißausbrüche, Fieber und Erschöpfung, die nach Hämolyse der von Plasmodien 

befallenen Erythrozyten auftreten, als charakteristische Symptome hinzukommen. Die 

schwere Malaria endet nach Anämien, Multiorganversagen, zerebraler Malaria oder 

mikrovaskulärer Obstruktion oft tödlich.77,79 80 

 

Diagnostik 
Die Diagnosekriterien der WHO beinhalten zwei zentrale Aspekte: Fieber und das 

Vorhandensein von Parasiten. Die Parasiten können durch lichtmikroskopische 

Untersuchungen eines Blutabstriches oder einen diagnostischen Schnelltest nachgewiesen 

werden.3 Diese Testung ist insbesondere indiziert, wenn sich der Patient vor Symptombeginn 

in Endemiegebieten aufgehalten hat. Zudem empfiehlt sich der Einsatz von Nukleinsäure-

basierten Methoden wie Schleifen-vermittelte isothermale Amplifikation (LAMP) oder PCR, da 

Koinfektionen und ggf. Arzneimittelresistenzen simultan identifiziert werden können.81,82 

 

Prävention, Prophylaxe und Therapie 
Zur Reduktion der Malaria-Inzidenz spielt die Vektorkontrolle und Prävention eine besondere 

Rolle. Der bevorzugte Ansatz beruht auf der Verwendung feinmaschiger, robuster und 

Insektizid-behandelter Bettnetze.83 Zudem wird versucht über gentechnische Methoden zum 

Schneiden und Verändern der DNA wie die CRISPR/Cas-Methode das Genom der Anopheles-

Mücken so zu verändern, dass die Nachkommen steril oder gegen eine Plasmodium spp.-

Infektion resistent sind.84-88 Zudem kann eine Chemoprophylaxe für Bewohner von 

Endemiegebieten oder Touristen mit täglichen Dosen von Atovaquon-Proguanil oder 

Doxycyclin oder einer wöchentlichen Gabe von Mefloquin erfolgen.68 Seit 2018 ist für diesen 

Zweck auch Tafenoquin in den Vereinigten Staaten von Amerika und Australien zugelassen. 
89 Zudem kann die Chemoprävention bei Kindern unter 5 Jahren bei saisonal auftretender 

Malaria durch Gabe einer Kombination von Sulfadoxin-Pyrimethamin plus Amodiaquin die 

Inzidenz und Morbidität stark reduzieren.90-93 

Die Therapie der Malaria erfolgt unter Berücksichtigung des Erregers, Resistenzstatus des 

Erregers, vorheriger Chemoprophylaxe und klinischem Krankheitsbild.68,94 Bei der durch 

P. falciparum ausgelösten Malaria tropica sowie bei Infektion mit P. knowlesi erfolgt die 

Therapie in Abhängigkeit vom klinischen Bild mit dem Goldstandard Artemisinin-
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Kombinations-Therapie (ACT). Die ACT beinhaltet eine Kombination aus Artesunat mit 

Amodiaquin oder Mefloquin, Artemether mit Lumefantrin, Dihydroartemisinin mit Piperaquin 

oder Artesunat mit Pyronaridin. Bei Infektionen mit P. vivax und P. ovale erfolgt die 

Initialtherapie mit Artemether-Lumefantrin oder Atovaquon-Proguanil und eine 

Folgebehandlung nach Abklingen der Symptome mit Primaquin zur Eradikation der 

Hypnozoiten. Für eine unkomplizierte Malaria durch P. malariae ist Chloroquin Mittel der 

Wahl.94 

 

Resistenzen 
In vielen Endemiegebieten stellt die ACT den Goldstandard zur Behandlung von P. falciparum 

induzierter Malaria dar, da viele Stämme bereits resistent gegen Chloroquin sind (Abbildung 

8, rot). Daneben steigt vor allem in Afrika und Südostasien die Zahl der Resistenzen durch 

Genmutationen der Dihydrofolatreduktase (dhfr) und der Dihydropteroatsynthase (dhps) 

gegen die Sulfadoxin und Pyrimethamin, die zusammen mit Artesunat im Rahmen der ACT 

oder zur Chemoprävention eingesetzt werden (Abbildung 8, blau).  

 

 

In Afrika sind bisher keine Artemisinin-Resistenzen von P. falciparum bekannt, allerdings 

häufen sich Berichte über das Versagen einer Artemisinin- oder Artemisinin-

Kombinationstherapie (Abbildung 8, links).96,97 Mutation von P. falciparum Kelch13 

(PfKelch13) werden mit einer verspäteten Eradikation der Parasiten nach einer Artemisinin-

haltigen Behandlung assoziiert. Dies wird als partielle oder Teilresistenz gegen Artemisinin 

 
Abbildung 8: Verteilung der P. falciparum Resistenzen gegenüber Chloroquin (rot), Sulfadoxin-Pyrimethamin 

(blau) und Artemisinin (grün) in Afrika und Südostasien. Abbildung verwendet mit der Genehmigung von 

© 2018 Macmillan Publishers Limited, Teil von Springer Nature, aus Nature Reviews Microbiology (2018), 

Volume 16, Seite 156-17095; die Genehmigung mit der Lizenznummer 5794830422412 wurde am 23.05.2024 

über das Copyright Clearance Center, Inc. erteilt.  
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bezeichnet und konnte in vier afrikanischen Ländern, Teilen Südostasiens, Südamerika und 

Papua-Neuguinea identifiziert werden (Abbildung 8, rot).  

Daneben wurden in Südostasien Resistenzen gegen Piperaquin durch einen Anstieg 

Pf-Plasmepsin-2/3-Kopienzahlen sowie Mutationen im P. falciparum Chloroquin-Resistenz-

Transporter (PfCRT) identifiziert, ebenso wie weltweit auftretende Resistenzen gegen 

Mefloquin und Amodiaquin durch Anstieg der Pfmdr1-Kopienzahlen.2,98,99 

Neben zunehmenden Problemen bei der Behandlung von P. falciparum induzierter Malaria 

treten in Südamerika zunehmend Chloroquin-resistente P. vivax Stämme auf.100  

Somit sind gegen alle bisher zugelassenen Arzneimittel zur Behandlung der Malaria 

Resistenzen bekannt.  

Neben therapieresistenten Plasmodien, ist auch die Resistenz der Anopheles-Mücken gegen 

Insektizide, insbesondere Pyrethroide ein zunehmendes Problem.101 Von insgesamt 88 

Ländern, die das Auftreten von Insektizid-resistenten Stechmücken überwachen, berichteten 

78 bereits das Auftreten einer oder mehrerer Resistenzen seit 2010.  

Artemisinin-resistente Plasmodien und Insektizid-resistente Anopheles-Mücken gefährden die 

Eradikation der Malaria, sodass kontinuierliche Erforschung und Entwicklung neuer Wirkstoffe 

notwendig sind.  

 

Pipeline 
Aktuell konzentriert sich die Entwicklung neuer Malariawirkstoffe auf die Eliminierung und 

Ausrottung der Malaria anstatt auf die Kontrolle des Infektionsgeschehens.102 Aufgrund des 

komplexen Lebenszyklus und des Wirtswechsels stehen verschiedene Strategien zur 

Ausrottung der Malaria im Fokus, welche die Definition von Eigenschaften für einzelne 

Wirkstoffe (TCP: target candidate profiles) und Arzneimittel (TPP: target product profiles) 

erforderte.103 Neue Formulierungen sowie verschiedene Therapieregimen zugelassener 

Mehrfachkombinationen von Malaria-Wirkstoffen, die diese TPPs adressieren machen einen 

Großteil der derzeitigen fortgeschrittenen klinischen Studien aus.  

Um neue Wirkstoffmoleküle gemäß TCPs zu entwickeln, gewinnen hypothesengesteuertes 

Design und Target-basiertes Screening in Verbindung mit rationalem Design, vor allem 

phänotypische Screenings an Bedeutung. Die phänotypischen Screenings erlauben die 

Identifikation neuer Targets durch Sequenzierung spontan resistenter Mutanten.104 Die 

Pipeline füllte sich in den vergangenen Jahren mit Wirkstoffkandidaten, die neue und zum Teil 

noch unklaren Wirkmechanismen besitzen und aus strukturell diversen chemischen 

Stoffklassen stammen (Abbildung 9).105 

 



E I N L E I T U N G  

22 

 

In Phase II-Studien befindet sich Ferroquin in Kombination mit ZY19489, einem Kandidaten 

mit neuem und ungeklärten Wirkmechanismus.106 Ferroquin ist ein 4-Aminochinolin, das keine 

Kreuzresistenz zu Chloroquin, Amodiaquin und Piperaquin zeigt.107,108 AQ-13 gehört ebenfalls 

zu den 4-Aminochinolinen und weist keine Kreuzresistenz zu Chloroquin auf.109Artefenomel 

(OZ439) ist ein vollsynthetisches Ozonid mit ähnlichem oder gleichem Wirkmechanismus wie 

die Artemisinin-Analoga, welches durch verbesserte Pharmakokinetik die dreimalige Gabe von 

Artemisinin-Analoga ablösen könnte.110  

Das Dihydroisochinolin (+)-SJ733 und das Spiroindolon Cipargarmin (KAE609) befinden sich 

als Monotherapie in Phase II-Studien und wirken über einen neuen Mechanismus.111,112 Die 

Hemmung des plasmodialen ATP4-Kanals (PfATP4) in der Plasmamembran des Parasiten 

erhöht die intrazelluläre Na+-Konzentration und den pH-Wert, was zum Anschwellen und einer 

Rigidität des Parasiten und damit zur Eryptose oder Zellseneszenz führt.113 

Für einen weiteren Phase II-Kandidaten, das Imidazolopiperazin Ganaplacid (KAF156), ist der 

Wirkmechanismus noch nicht vollständig geklärt. Möglicherweise beeinflusst Ganaplacid 

einen Transporter auf der Membran des endoplasmatischen Retikulums und damit die 

Proteinsekretion. Ganaplacid wirkt auf Merozoiten und die sexuellen Gametozyten, sodass es 

auch einen Einfluss auf die Übertragung haben könnte.114,115 Das Triazolopyrimidin DSM265 

wirkt antiplasmodial im Blutstadium und Leberstadium, indem es die plasmodiale 

Dihydroorotatdehydrogenase (PfDHODH) und damit die de novo-Pyrimidinbiosynthese 

  
Abbildung 9: Pipeline der in (prä-)klinischen Studien befindlichen noch nicht zugelassenen Malariawirkstoffe. 

Die Übersicht beinhaltet keine Biologicals. DXR = 1 Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase, PfATP4 

= Plasmodiale ATPase 4, PfDHODH = plasmodiale Dihydroorotatdehydrogenase, PfEF2 = P. falciparum 

elongation factor 2, PPARγ = Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren gamma.  
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selektiv hemmt.116,117 Die Wirksamkeit der Phosphonohydroxamsäure Fosmidomycin, ein 

Inhibitor von Isoprenoid-Vorläufermolekülen sollte in Phase II-Studien in Kombination mit 

Clindamycin, Azithromycin oder Piperaquin untersucht werden, allerdings pausieren die 

Studien nach deren Ankündigung zwischen 2011 und 2015.118-120 Zudem wurden die mit 

anderen Indikationen zugelassen Wirkstoffe Imatinib, ein plasmodialer Tyrosinkinase-

Hemmer121,122, und Rosiglitazon, ein Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren gamma 

(PPARγ) Agonist123, in Phase II als Kombinationspartner zur Reduktion der Therapiedauer und 

besseren Verträglichkeit erprobt, jedoch scheinen die Studien nicht fortgesetzt zu werden.  

Trotz der vielversprechenden Malariakandidaten in der klinischen Entwicklung steht die 

Wirkstoffentwicklung vor großen Herausforderungen: die multiresistente Malaria in 

Südostasien und der Notwendigkeit, vereinfachte Therapieoptionen bereitzustellen. Zudem 

soll die Transmission durch neue Arzneistoffe zur Chemoprotektion mit lang wirkenden 

Molekülen, parenteralen Formulierungen oder Endectoziden, die zum Tod der Stechmücke 

nach Biss eines behandelten Menschen führen, gezielt unterbunden werden. Zudem muss bei 

der (prä-)klinischen Entwicklung ein ausgesprochener Wert auf Sicherheit und Verträglichkeit 

gelegt werden, damit die Therapie von vulnerablen Patientengruppen wie Schwangeren, 

Kindern, unterernährten und komorbiden Patienten erfolgreich ist. 

 

2.4. Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer Antiinfektiva 

In den vergangen Jahren konnten innovative Ansätze wie Bakteriophagen124,125, 

antimikrobielle Peptide (AMP)126,127, Antisense-Oligonukleotide128, Antikörper-Antibiotika-

Konjugate (AAC)129, antibiotische Adjuvantien130, Mikrobiom-basierte Therapien131 und 

Avirulenz-Strategien132 neue Perspektiven in die Antibiotika-Forschung bringen. Allerdings 

haben die neuen Optionen jeweils eigene Limitationen, sodass deren Anwendung noch 

eingeschränkt ist und die „klassische“ Antibiotikaforschung und Entwicklung von 

niedermolekularen Wirkstoffen natürlichen oder synthetischen Ursprungs, weiterhin notwendig 

ist.133-135 

 

2.4.1. Naturstoffe in der Antiinfektiva-Forschung 

In der Vergangenheit haben Naturstoffe eine Schlüsselrolle bei der Entdeckung von 

Arzneimitteln gespielt, insbesondere bei Infektions- und Krebserkrankungen.136,137 Seit der 

Entdeckung, Herstellung und medizinischen Anwendung von Penicillin als Antibiotikum vor 

über 80 Jahren,138 wurden über 23 000 Naturstoffe isoliert und charakterisiert, die überwiegend 

von Bakterien der Familie Actinomycetaceae stammen.139 Naturstoffe weisen im Vergleich zu 

synthetisch gewonnen Wirkstoffen meist ein hohes Molekulargewicht, eine größere Anzahl von 

sp3-hybridisierten Kohlenstoff- und Sauerstoffatomen bei weniger Stickstoff- und 
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Halogenatomen, eine höhere Anzahl von Wasserstoffbrückenakzeptoren und -donatoren, 

niedrigere berechnete Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (cLogP-Werte) und eine 

größere Rigidität auf.136,140-144 Zudem können Naturstoffe Substitutionsmuster aufweisen, die 

aufgrund von Reaktivität und/oder sterischer Hinderung synthetisch nicht oder nur schwer 

zugänglich sind.145 

Naturstoffe sind für die Entwicklung von Arzneistoffen im Bereich der Antiinfektiva 

insbesondere wichtig, weil diese von Mikrobiota produzierten Naturstoffe im Verlauf der 

Evolution strukturell optimiert wurden, um eine bestimmte biologische Funktion, wie 

beispielsweise die Abwehr von invasiven Mikroorganismen auszuüben.136,146 Der Erfolg der 

Naturstoffe in der Antibiotika-Entwicklung zeigt sich anhand der zugelassenen 

Antibiotikaklassen (Schema 10). Von diesen Klassen sind sechs natürlichen Ursprunges und 

nur die Sulfonamide, Fluorchinolone und Oxazolidinone wurden vollständig durch synthetische 

Chemie entwickelt.  

 

 

Zudem waren in den vergangenen 40 Jahren nur 38 % der 130 zugelassenen Antibiotika rein 

synthetischen Ursprunges (Abbildung 10, A).147 Ein ähnliches Bild zeigt sich bei den 

Antimalariawirkstoffen, von denen sogar 82 % als Naturstoff(-analoga) klassifiziert werden 

(Abbildung 10, B).147  

Die antiinfektiv wirksamen Naturstoffe stammen vor allem aus Pflanzen, Bakterien, Algen, 

Pilzen und Schwämmen.148 Insbesondere die aus Pflanzen stammenden Flavonoide erlangten 

  

■ Naturstoff (NP) ■ NP-Analog ■ Biologisches Makromolekül 

■ Synthetisch mit NP-Pharmakophor oder NP-Mimetikum ■ Synthetisch 
 

Abbildung 10: Anzahl der neu zugelassenen Arzneimittel 1981 bis 2019 gegen bakterielle Infektionen (A) und 

Malaria (B) aufgeschlüsselt nach Herkunft. Mit Einverständnis entnommen, übersetzt und modifiziert von Journal 

of Natural Products (2003), Volume 83, Ausgabe 3, Seite 770-803147. © 2020 American Chemical Society and 

American Society of Pharmacognosy. Open Access Artikel mit Creative Commons DEED Namensnennung-Nicht 

kommerziell 4.0 International Lizenz (CC-BY-NC-4.0 DEED, siehe https://www.creativecommons.org/licenses/by-

nc/4.0/deed.de) 
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wachsendes Interesse für die Antiinfektivaforschung aufgrund der antimikrobiellen Aktivität 

einiger Vertreter dieser Stoffklasse.149 

 

2.4.2. Flavonoide als Antiinfektiva 

Flavonoide sind Sekundärmetabolite, die von photosynthetischen Lebewesen produziert 

werden und eine Vielzahl pharmakologischer Eigenschaften aufweisen.150 Zu diesen zählen 

insbesondere fungizide, antivirale und antibakterielle Eigenschaften,149 sodass Flavonoid-

haltige Zubereitungen wie Propolis schon seit über 2000 Jahren in der Volksmedizin als 

Antiinfektiva eingesetzt werden.151,152 Die Flavonoide haben ein 3,4-Dihydro-2H-chromen 

Grundgerüst mit einem Phenylrest in 2-Position, welches auch als Flavon bezeichnet wird 

(Schema 12).153  

 

 
Schema 12: Allgemeiner Aufbau der Flavonoide mit Ring-Nomenklatur. 

 

Diese Stoffklasse zeichnet sich durch eine typische Nomenklatur aus. Der A-Ring leitet sich 

biosynthetisch vermutlich von Phloroglucin aus dem Polyketidstoffwechsel ab. Der B- und die 

C3-Brücke, welche nach Ringschluss den C-Ring bilden, stammen aus Phenylalanin als 

Produkt des Shikimisäurewegs.154,155 Verschiedene Oxidationsstufen des C-Rings führen zur 

weiteren Unterteilung in Flavanole, Flavanone, Flavanonole, Flavone und Flavanole. 153 

Forschungsgruppen sind zunehmend in der Lage, die pharmakologisch aktiven Bestandteile 

aus Rohextrakten pflanzlichen, marinen und mikrobiellen Ursprungs zu isolieren, identifizieren 

und charakterisieren, sodass die antiinfektiven Wirkstoffe der Extrakte bestimmt werden 

können.149 Auf diesem Weg wurden die Naturstoffe Chlorflavonin, Bromflavonin und Ternatin 

entdeckt, die in den folgenden Kapiteln besprochen werden.  
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2.4.2.1. Entdeckung von Chlor- und Bromflavonin 

Zuerst wurde Chlorflavonin (CF, I) 1967 in dem Patent GB1139041A „Chlorflavonin“ durch 

RICHARDS und MUNDEN beschrieben.156 Sie isolierten Chlorflavonin (CF) aus Aspergillus 

candidus-Stämmen, bestimmten dessen physikochemische Eigenschaften und klärten dessen 

Flavonon Struktur auf (Schema 13).157  

 
Schema 13: Struktur der Naturstoffe Chlorflavonin (I), Dechlorflavonin (II) und Bromflavonin (III) 

 

Im Jahr 2001 isolierten WATANABE et al.158 neben Dechlorflavonin (II) und CF die Substanz 

CJ-19,784 als Fermentationsprodukt des Pilzes Acanthostigmella sp. (Schema 13). Erstmals 

wurden umfangreichere Strukturuntersuchungen mittels 1H- und 13C-NMR-Spektroskopie 

sowie Massenspektrometrie durchgeführt. Diese bestätigten die Struktur von Chlorflavonin 

und identifizierten das neu entdeckte Analogon als Bromflavonin (BF, III) oder auch 2-(3-Brom-

2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on.  

 

Die drei Flavonoide wurden vor allem auf ihre antimykotischen Eigenschaften hin untersucht. 

Chlorflavonin zeigt Aktivität gegenüber den Schimmelpilzen der Gattung Aspergillus (MHK90 

0.08 μg/mL), Paecilomyces variotii (MHK90 2.5 μg/mL) und Botrytis cinerea (MHK90 

5.0 μg/mL)157,159 sowie eine schwache Wachstumshemmung gegenüber Candida-Arten und 

Saccharomyces cerevisae (MHK90 50-100 μg/mL)160 

Später wurden die drei Verbindungen gegen die pathogenen Pilze Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans und Aspergillus fumigatus getestet, welches einen direkten 

Vergleich der Flavonoide ermöglicht. (Tabelle 1).158 

 

 

Tabelle 1: Antimykotische Eigenschaften von Chlorflavonin (I), Dechlorflavonin (II) und Bromflavonin (III). 
 IC50 (µg/mL) 

C. albicans C. neoformans A. fumigatus HeLa Zellen 

Chlorflavonin 0.035 12 0.10 20 

Dechlorflavonin 0.42 16 0.93 79 

Bromflavonin 0.11 20 0.54 81 

Amphotericin B 0.076 0.57 0.14 50 

https://patents.google.com/patent/GB1139041A/en
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Dechlorflavonin (II) ist weniger potent als seine halogenierten Analoga, was vermuten lässt, 

dass ein Halogen in 3‘-Position essentiell für die antimykotische Aktivität ist. Brom- und 

Chlorflavonin zeigten Aktivität gegen Candida albicans und Aspergillus fumigatus (IC50 0.04-

0.93 µg/mL) ohne zytotoxisch auf HeLa-Zellen zu wirken.  

 

2.4.2.2. Chlorflavonin als Leitstruktur mit antimykobakteriellen Eigenschaften 

REHBERG et al. 6 führten eine bioaktivitätsbasierte Untersuchung verschiedener Extrakte von 

endophytischen Pilzen durch, unter der Prämisse neue Naturstoffe mit antimykobakterieller 

Aktivität zu identifizieren. Ein solcher Naturstoff konnte von Mucor irregularis, der von der 

Moraginaceae Moringa stenopetala in Kamerun gesammelt wurde, isoliert werden. NMR-

spektroskopische sowie massenspektrometrische Untersuchungen zeigten, dass es sich bei 

dieser Substanz um das bereits 1969 von BIRD und MARSHALL161 beschriebene Flavonoid 

Chlorflavonin handelt. Im Rahmen der Arbeit von REHBERG et al. konnte gezeigt werden, dass 

Chlorflavonin ausgeprägte antimykobakterielle und selektive in vitro Aktivität aufweist, da es 

neben dem Mt-Wildtyp H37Rv (MHK90 = 1.56 μM) die XDR-Stämme KZN07, KZN13, KZN14 

und KZN17 aus der südafrikanischen Provinz KwaZulu-Natal (KZN) mit vergleichbarer Potenz 

inhibiert.  

Daneben zeigt Chlorflavonin keine Zytotoxizität im getesteten Bereich (IC50 > 100 μM) gegen 

die humanen Monozyten-Zelllinie THP-1, fetale Lungenfibroblasten-Zelllinie MRC-5 und 

human embryonale Nierenzelllinie HEK-293, sodass Chlorflavonin präferenziell das 

Wachstum von Mt mit einem Selektivitätsindex (SI = IC50/ MHK90) von mindestens 64 inhibiert.6 

In einer früheren Untersuchung der Zytotoxizität gegen HeLa-Zellen zeigt sich Chlorflavonin 

mit einem IC50 = 20 µg/mL, bzw. 53 µM schwach zytotoxisch. Außerdem zeigt Chlorflavonin 

potente intrazellulare mykobakterielle Wachstumsinhibition im humanen Makrophagen (THP-

1)-Modell und in der Monotherapie einen über drei Wochen anhaltenden bakteriostatischen 

Effekt gegen Mt mit einer hohen Resistenzbarriere. Die Kombination von Isoniazid oder 

Delamid mit Chlorflavonin wirkt bakterizid gegen klinische XDR-Mt-Stämme, die gegen neun 

zugelassene Antituberkulotika resistent sind. 

Als molekulare Zielstruktur von Chlorflavonin konnte die katalytische Untereinheit IlvB1 der 

Acetohydroxysäure Synthase (AHAS) mit Hilfe von Resistenz-induzierenden Mutationen, 

Genomsequenzierung, Supplementations-Assays und Molecular-Docking-Experimenten 

identifiziert werden.6  

Die katalytisch-aktive Untereinheit IlvB1 katalysiert zusammen mit der regulatorischen 

Untereinheit IlvN zwei initiale Schritte der de novo-Biosynthesekaskade der verzweigtkettigen 

Aminosäuren 162-166 Zum einen werden zwei Moleküle Pyruvat unter oxidativer 

Decarboxylierung zu (S)-2-Acetolactat kondensiert (Schema 14). Nach weiteren enzymatisch 

katalysierten Reaktionen entstehen die Aminosäuren L-Valin und L-Leucin sowie 
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Pantothensäure (2,4-Dihydroxy-3,3-dimethylbuttersäure). Die zweite katalytische Funktion 

besteht in der Kondensation von Pyruvat und α-Ketobutyrat zu (S)-Aceto-2-hydroxybutyrat, 

welches eine Vorstufe von L-Isoleucin darstellt.162-166  

 

 
Schema 14: Biosyntheseweg der verzweigtkettigen Aminosäure (BCAAs) und Pantothensäure. Abbildung 

modifiziert mit Genehmigung von ACS Infectious Diseases (2018), Volume 4, Ausgabe 2, Seite 123–134.6 

Copyright © 2018, American Chemical Society. 

 

Die Inhibition der AHAS führt folglich zu einer kombinierten Auxotrophie der verzweigtkettigen 

Aminosäuren Val, Leu, Ile sowie Panthothensäure.6 Leucin- und Pantothensäure-auxotrophe 

Mt-Mutanten waren in verschiedenen Tiermodellen stark abgeschwächt,163,167-169 was darauf 

hindeutet, dass Mt nicht in der Lage ist, Leucin und Pantothensäure exogen aufzunehmen. 

Dementsprechend ist die Inhibition der Biosynthese dieser essentiellen Bausteine durch die 

Inhibition der AHAS ein vielversprechender Ansatz, das in vivo Wachstum von Mt zu hemmen. 

Im Gegensatz zu Bakterien, Pilzen, Algen und Pflanzen, stellen die verzweigtkettigen 

Aminosäuren und Pantothensäure für den Menschen essentielle Nahrungsbestandteile 

dar.170,171 Dementsprechend gibt es kein homologes humanes AHAS-Enzym, welches die 

Selektivität gegenüber Mt bedingt.6 Da die über 50 als Herbi- und Fungizide zugelassenen 

AHAS-Inhibitoren (Schema 15) keine bis wenig Toxizität gegenüber Säugetieren zeigen172,173, 

ist bei neuen antibiotisch wirkenden AHAS-Inhibitoren keine Target-vermittelte Toxizität zu 

erwarten. 
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AHAS-Inhibitoren aus der Stoffklasse der Sulfonylharnstoffe174 wie Sulfometuron-methyl und 

2-Imidazolinone175 wie Imazaquin sind bisher nur als Herbizide zugelassen, wobei einige 

dieser AHAS-Inhibitoren auch einen wachstumshemmenden Effekt gegen Mt 

aufwiesen.166,173,176-180 Beispielsweise inhibierte Pyrazosulfuron-ethyl die mykobakterielle 

AHAS mit einem IC50 = 0.87 μM und das Wachstum von Mt H37Rv mit einer 

MHK90 = 30 µM.178  

 

 
Schema 15: Ausgewählte Beispiele zugelassener Herbizide, die die Acetohydroxysäure Synthase (AHAS) 

inhibieren. Blau = Wirkstoffklasse, schwarz = Wirkstoffname. 

 

Für Sulfometuron-methyl konnte darüber hinaus im in vivo Mausinfektionsmodell eine 

signifikante Reduktion der mykobakteriellen Belastung in der Lunge nach Infektion mit einem 

XDR-Stamm nachgewiesen werden. Zwar ist die ex vivo Effektivität von Sulfometuron-methyl 

im Vergleich zu Isoniazid etwa drei bis sechsmal reduziert, dennoch unterstreichen diese 

Ergebnisse das therapeutische Potential der AHAS-Inihibitoren.178  

Chlorflavonin (I) zeigt keine strukturelle Ähnlichkeit zu den bisher untersuchten AHAS-

Inhibitoren und repräsentiert somit eine neue Stoffklasse innerhalb der AHAS-Inhibitoren. 

Zudem zeigte CF in einem kolorimetrischen AHAS-Assay eine stärkere Enzyminhibition als 

der bekannte AHAS-Inhibitor Pyrazosulfuron-ethyl.6 Folglich ist Chlorflavonin (I) eine 

vielversprechende Leitstruktur für weitere präklinische Strukturoptimierung und in vivo 

Effektivitätsstudien im Mausmodell zur Behandlung der Tuberkulose.   
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2.4.2.3. Das Flavonoid Ternatin 

Neben Chlor- und Bromflavonin weist das Flavonoid Ternatin (IV) (5-Hydroxy-2-(4-hydroxy-3-

methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on) ein ähnliches Substitutionsmuster auf 

(Schema 16). Während CF und BF am B-Ring einen 2‘-Hydroxy-3‘-Halogen-

Substitutionsmuster aufweisen, trägt Ternatin die Hydroxygruppe in 4‘-Position und eine 

Methoxygruppe in 3‘-Position.  

 

 
Schema 16: Struktur des Naturstoffs Ternatin (IV) aus der Melicope ternata mit Lokantensatz. 

 

1949 isolierten BRIGGS und LOCKER Ternatin (IV) aus der Rutaceae Melicope ternata.181 

Ternatin (IV) zeigt keine Aktivität gegen Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, 

Escherichia coli und Enterobacter cloacae bis zu einer Konzentration von 50 μg/mL. Zudem 

weist Ternatin keine Aktivität gegenüber Mycobacterium tuberculosis H37Rv auf, allerdings 

inhibiert es das Wachstum eines multiresistenten Mt-Stammes mit einem MHK90-Wert von 

12.5 μg/mL.182 Darüber hinaus wurden entzündungshemmende183, fiebersenkende und 

antivirale184 Eigenschaften des Naturstoffs beschrieben.  

Eine weitere Untersuchung von Ternatin (IV) bezüglich seiner Fähigkeit AHAS zu inhibieren, 

kann zur Untersuchung der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen beitragen. 
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2.4.3. Fosmidomycin  

Um der anhaltenden Zunahme multiresistenter Mikroorganismen entgegenzuwirken, ist die 

Entwicklung neuartiger Arzneimittel mit neuen Wirkmechanismen dringend erforderlich. 

Während Menschen die essentiellen Isoprenoid-Vorstufen Isopentenyldiphosphat (IPP) und 

Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) über den Mevalonat-Weg biosynthetisieren, nutzen 

pathogene Protozoen und bestimmte pathogene Eukaryoten den Methylerythritolphosphatweg 

(MEP). Wichtige Krankheitserreger, die den MEP-Weg nutzen, sind beispielsweise 

Plasmodium falciparum, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa und 

Escherichia coli. Da der MEP-Weg nicht im Menschen vorkommt, sollten Antiinfektiva, die 

Enzyme des MEP-Weges inhibieren, keine Target-vermittelte Toxizität gegen humane Zellen 

aufweisen. Fosmidomycin stellt ein solches Antiinfektivum dar, welches die 1-Deoxy-D-

xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (DXR), das zweite Enzym des MEP-Weges inhibiert.  

Neben einer umfassenden Einführung in die Thematik, beschreibt dieser Übersichtsartikel die 

Entwicklung und antiinfektiven Eigenschaften einer breiten Palette von Fosmidomycin-

Analoga, die in den letzten vier Jahrzehnten synthetisiert wurden. Es wird das Pharmakophor 

eines DXR-Inhibitors besprochen, welches als metallbindende Gruppe eine Hydroxamat- oder 

Retro-Hydroxamat-Gruppe, eine Monoalkylphosphat- oder Phosphonsäure-Funktionalität und 

einen verbindenden Linker umfasst. Darüber hinaus werden DXR-Inhibitoren, die nicht das 

typische Pharmakophor aufweisen, Bisubstrat-Inhibitoren und verschiedene Prodrug-

Konzepte beschrieben. Es werden umfassende Struktur-Aktivitäts-Beziehungen (SAR) 

vorgestellt und neue Möglichkeiten für weitere Arzneimittelentwicklungen aufgezeigt. 
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Abstract: To address the continued rise of multi-drug-resistant microorganisms, the development of
novel drugs with new modes of action is urgently required. While humans biosynthesize the essential
isoprenoid precursors isopentenyl diphosphate (IPP) and dimethylallyl diphosphate (DMAPP) via
the established mevalonate pathway, pathogenic protozoa and certain pathogenic eubacteria use the
less well-known methylerythritol phosphate pathway for this purpose. Important pathogens using
the MEP pathway are, for example, Plasmodium falciparum, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas

aeruginosa and Escherichia coli. The enzymes of that pathway are targets for antiinfective drugs that are
exempt from target-related toxicity. 2C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP), the second enzyme
of the non-mevalonate pathway, has been established as the molecular target of fosmidomycin, an
antibiotic that has so far failed to be approved as an anti-infective drug. This review describes the
development and anti-infective properties of a wide range of fosmidomycin derivatives synthesized
over the last four decades. Here we discuss the DXR inhibitor pharmacophore, which comprises a
metal-binding group, a phosphate or phosphonate moiety and a connecting linker. Furthermore,
non-fosmidomycin-based DXRi, bisubstrate inhibitors and several prodrug concepts are described. A
comprehensive structure–activity relationship (SAR) of nearly all inhibitor types is presented and
some novel opportunities for further drug development of DXR inhibitors are discussed.

Keywords: DXR/IspC inhibitor; fosmidomycin; malaria; Plasmodium falciparum; Mycobacterium

tuberculosis; PfDXR

1. Introduction

The rapid spread of multi-drug-resistant (MDR) strains of pathogenic bacteria and
parasites poses a global threat to human health. Thus, new drugs addressing unique
therapeutic targets are urgently needed. Since its discovery in the early 1990s [1] by
Rohmer et al., the 2C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway is accepted as an
attractive, and for the treatment of malaria validated, target for the development of new anti-
infective drugs. The MEP pathway is essential in several clinically relevant pathogens such
as Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli (E. coli) and apicomplexan parasites including
Plasmodium spp., and Toxoplasma spp., but is absent in mammals, fungi, archaebacteria and
most Gram-positive bacteria such as Streptococci and some Staphylococci [1–6]. Over the
course of seven enzymatic reactions, the MEP pathway leads to isopentenyl diphosphate
(IPP) and dimethylallyl diphosphate (DMAPP), precursors to the isoprenoids. Since the
enzymes of the MEP pathway have no human orthologs, target-related toxicity is not
to be expected [7,8]. However, no MEP inhibitor has so far been approved as an anti-
infective drug.
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Fosmidomycin (1) and FR9000098 (2) were first described in 1978 as antibiotics and
herbicides (Figure 1) [9–11]. Twenty years later, they were identified as inhibitors of
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase (DXR), the second and rate-limiting
enzyme of the MEP pathway [12–14].

Figure 1. Structural formula of the natural product fosmidomycin (1) and its acetyl analog
FR900098 (2).

The phosphono-hydroxamic acids 1 and 2 possess potent antibacterial and antipara-
sitic properties. Unfortunately, the main shortcoming of both lead structures 1 and 2 are
their unfavorable pharmacokinetic properties, mainly insufficient membrane permeability
due to the charged phosphonate and the polar hydroxamate moiety and the short half-life
time [15,16].

Over more than 40 years, significant efforts to improve the anti-infective properties
have led to hundreds of novel DXR inhibitors based on the lead structures fosmidomycin (1)
and FR900098 (2). In this review, we outline the physicochemical, pharmacokinetic and
anti-infective properties of the parent compounds 1 and 2 as well as their efficacy spectra
against various bacterial and parasitic pathogens. A short section of this review is dedicated
to recent results of fosmidomycin (1) in human clinical trials. In addition, an overview
of both the historical and recent development of novel DXR inhibitors with a particular
focus on their activity against various pathogenic organisms and their structure–activity
relationships (SARs) are also included.

2. Discovery and Evaluation of Fosmidomycin (1) and Related Natural Products

In 1978, fosmidomycin (1, FR-31564) and FR900098 (2) were first described as a
new class of antibiotics isolated from Streptomyces lavendulae and Streptomyces rubellomuri-
nus [9,17]. The biosynthesis of FR900098 (2) has been completely elucidated, whereas, for
fosmidomycin (1), only the biosynthesis of the putative precursor FR32863 (IV, Figure 2) is
known [18–20]. Over the past four decades, the antiparasitic and antibacterial activities
of 1 and 2 were determined, analyzed, and improved by various research groups. Along-
side 1 and 2, additional phosphono-hydroxamic acids were discovered by the Fujisawa
Pharmaceutical Co., Ltd. (Figure 2) [21].

Figure 2. Additional phosphono-hydroxamic acids published by the Fujisawa Pharmaceutical Co.,
Ltd. [21].

34
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In a 1978 patent, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd. described the first synthesis of
both 1 and 2 as shown in Scheme 1 [10]. The four-step synthesis consists of the alkylation of
an N,O-diprotected hydroxylamine (VI) with 1,3-dibromopropane, followed by a Michaelis-
Becker reaction of propyl bromide VII with dibutyl phosphonate to give the protected
phosphonic ester (VIII). After the removal of the protecting groups, the free hydroxylamine
(IX) was formylated and acetylated producing the natural compounds (1) and (2).

Scheme 1. (i) 1. Na, EtOH, 70 ◦C, 1.5 h, 2. 1,3-dibromopropane, 2 h, rt to reflux, (ii) 1. NaH, benzene,
dibutyl phosphonate, reflux, 3.5 h, 2. VII, reflux, 5.6 h (iii) 6 N HCl, acetic acid, 20 h, reflux (iva)
1. formic acid, acetic anhydride, 1.1 h, 0 to 5 ◦C, 2. NH3 (28 % aq. sol.), (ivb) acetic anhydride, water,
rt, 1.5 h, Ts = tosyl, PMB = p-methoxybenzyl.

In 1989, Shigi identified fosmidomycin as an antibiotic inhibiting isoprenoid biosyn-
thesis [22]. Towards the end of the millennium, in 1998, fosmidomycin (1) and FR900098 (2)
were identified as selective inhibitors of EcDXR by Kuzuyama et al. [12]. Additionally, in a
Science publication in 1999 Jomaa and coworkers described fosmidomycin (1) as a Pf DXR
inhibitor, inhibiting the growth of P. falciparum and also possessing curative properties in
mice infected with Plasmodium vinckei [13]. In 2002, Kremsner and coworkers conducted a
small-scale clinical trial of fosmidomycin for the treatment of uncomplicated malaria in
adults, laying the foundation for further clinical trials [23].

2.1. Anti-Infective Activity of Fosmidomycin

Fosmidomycin inhibits a broad spectrum of pathogens which rely on the MEP pathway
for the biosynthesis of DMAPP IPP. These pathogens include the apicomplexans P. falci-
parum (Pf ) and Toxoplasma gondii (Tg) as well as bacteria [24]. The majority of pathogens
use the MEP pathway, which includes Gram-negative bacteria such as E. coli (Ec) [25],
Acinetobacter baumannii [26], Klebsiella pneumonia [26], Pseudomonas aeruginosa [27] and
Gram-positive bacteria, including certain species of Staphylococcus [28]. Some bacteria use
both, the MEP and the mevalonate pathway, for the synthesis of DMAPP and IPP, with
the mevalonate pathway being a more recent addition to some species [29]. Pathogens
that feature both pathways include Listeria monocytogenes and some species of Strepto-
myces [28]. In contrast, examples of pathogenic bacteria that exclusively use the mevalonate
pathway includes Gram-positive genus of Streptococcus and the Gram-negative genus of
Borrelia [28,30]. The application of fosmidomycin is limited to species that solely rely on the
non-mevalonate pathway for isoprenoid synthesis.

To date, the DXRs of P. falciparum, E. coli and M. tuberculosis (Mt) are the best-studied
enzymes. As a result, most synthesized fosmidomycin analogs have been tested against at
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least one of these enzymes, in addition to cellular assays. Additional information about the
efficacies of 1 and 2 against these pathogens can be found in the Supplementary Materials
(Table S1).

Although the enzyme catalytic sites are highly conserved across pathogens [31,32],
whole-cell activities for inhibitors differ greatly due to significant distinctions among the
organisms as a whole, including different localization of the DXR enzymes. In bacteria, the
enzyme resides in the cytosol, whereas the homologs in parasites are located in the api-
coplast, a plastid-like cell organelle accommodating a variety of biosynthetic pathways [24].
Uptake mechanisms of fosmidomycin also differ among pathogens. In E. coli, a cAMP-
dependent glycerol 3-phosphate transporter facilitates an effective drug uptake resulting in
bacterial death.

In contrast, M. tuberculosis lacks a similar transporter, making the bacteria intrinsically
resistant to fosmidomycin as the inhibitor cannot penetrate the cell wall via passive diffu-
sion [33]. Additionally, the cell wall of Mt contains highly lipophilic mycolic acids, which
prevent cell wall penetration of polar drugs, including fosmidomycin, in typically used
concentrations [33]. For human erythrocytes infected with Pf, a parasite-induced pathway
known as the new permeability pathway was proposed to be most likely responsible for
drug uptake [15]. Treatment of Pf with fosmidomycin resulted in reduced amounts of MEP
pathways metabolites and their resulting isoprenoids [34]. Parasite growth is inhibited in
the first cell cycle after haemoglobin digestion and DNA replication has been initiated [35].

2.1.1. Parasites
In vitro and in vivo, the Pf parasites infect human erythrocytes for asexual reproduc-

tion. Besides the erythrocyte membrane, the parasitophorous vacuole membrane (PVM)
and the plasmodium cell membrane must also be overcome. Inside the Plasmodium para-
site, DXR is localized in the apicoplast which contains additional four membrane layers
(Figure 3) [36].

Figure 3. Passage of DXR inhibitors across seven membranes in Plasmodium-infected erythrocytes.
Adapted with permission from J. Med. Chem. 2015, 58, 4, 2025–2035 [37]. Copyright 2022 American
Chemical Society.

Fosmidomycin is able to kill Pf pathogens (IC50 = 0.81 µM) [37], but not Toxoplasma
gondii. In both pathogens, the DXR enzyme is located in the Apicoplast. Nevertheless,
fosmidomycin seems to be unable to penetrate the membranes of T. gondii while penetration
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through Pf membranes is possible [15]. A likely cause for fosmidomycin’s inability to act
upon T. gondii is the lack of the glycerol-3-phosphate transporter (GlpT), which is known to
be responsible for fosmidomycin uptake in E. coli and other pathogens [34]. Interestingly,
strains of T. gondii engineered to express GlpT are susceptible to fosmidomycin. Enzyme
assays performed on T. gondii DXR have shown, that both fosmidomycin (Ki = 90 nM) and
FR900098 (Ki = 48 nM) are potent inhibitors [34], paving the way for fosmidomycin-based
treatments if the permeability issues can be overcome by structural modification [15].

Babesia orientalis is a tick-borne apicomplexan parasite and the cause of water buffalo
babesiosis. While humans are not affected by this pathogen, its eradication is of interest
as it causes considerable economic loss, especially in China. Fosmidomycin was able to
limit the growth of B. orientalis, with the treatment of the pathogen leading to a significant
reduction in relative growth [38]. Similar results were reported in B. bigemina and B.
bovis, with clearance achievable in 3 days and 4 days, respectively. Both parasite species
were incapable of growth after in vitro treatment with fosmidomycin, suggesting that
fosmidomycin may be an effective drug for the treatment of bovine babesiosis [39].

Eimeria tenella causes eimeriosis in poultry and poses a major threat to food security.
Impairment of parasitic growth required higher concentrations of fosmidomycin compared
to P. falciparum to be statistically significant [40]. The poor efficacy of fosmidomycin was
attributed to different factors, including inactivation of the active drug, poor permeability,
and/or efflux of the drug. Taking similar results from T. gondii and the absence of the MEP
pathway in the Cryptosporidium genus altogether into consideration these findings imply
heterogeneity among apicomplexan parasites [40].

2.1.2. Gram-Positive Bacteria
The Staphylococcus genus is unique in that it features species that rely on either

pathway for isoprenoid synthesis. Fosmidomycin inhibited the growth of S. schleiferi
(MIC = 0.5–8 µg/mL) and S. pseudintermedius (MIC = 0.5–1 µg/mL) which are associated
with household animal infections and both possess all enzymes of the non-mevalonate
pathway. However, fosmidomycin could not cure infections with S. aureus, S. epidermidis
and S. lugdenensis, which lack the dxr gene [28,41]. These findings contradicted earlier
reports of fosmidomycin and FR900098 having shown activity against S. aureus [42]. A
recent publication by Edwards et al. showed that fosmidomycin is indeed inactive against
S. aureus. Edwards et al. also laid out a resistance mechanism towards fosmidomycin in
S. schleiferi and S. peudintermedius, mediated by mutations lowering the function of GlpT
and leading to decreased drug uptake into the aforementioned pathogens [43].

2.1.3. Gram-Negative Bacteria
The Gram-negative bacterium E. coli is often considered to be a model organism for

anti-bacterial drug research, but a survey conducted on clinical isolates in 2018 showed
that 58% of samples were resistant to current treatment options [44]. Fosmidomycin is a
moderate agent against the K12 strain of E. coli (MIC = 12.5 µM) [45]. While fosmidomycin
showed potent enzyme inhibitory activity against the wild type of EcDXR (IC50 = 0.03 µM),
several mutations have been observed that decreased activity by up to 10-fold [25]. A
fosmidomycin resistance gene (fsr) was also originally discovered in Ec, most likely encod-
ing for an efflux pump that increased resistance by more than 30-fold. This efflux pump
seems to be specific for fosmidomycin and does not act upon other antibiotics apart from
trimethoprim [46,47]. It could be shown that E. coli can grow even after the deletion of the
genes encoding for DXS and DXR. Rodríguez-Concepción and coworkers described that in
the case of dxs deletion, mutations in the ribB and aceE genes lead to enzymes capable of
supplying DXP. A mechanism for survival of DXR deletion has yet to be postulated and is
of great interest to elucidate a new possible way of fosmidomycin resistance [48,49].

Strains of the Burkholderia genus, pathogens related to opportunistic infections of the
respiratory tract in cystic fibrosis patients, were mostly resistant to both fosmidomycin and
FR900098 as well as other conventional antibiotics [50]. Resistance was mostly attributed to
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insufficient retention of inhibitors within bacterial cells, caused by the upregulation of fsr.
This resistance could be partially circumvented by the addition of glucose-6-phosphate to
the medium, prompting an increase of genes related to glycerol-3-phosphate uptake into
bacterial cells, thus facilitating FR900098 (2) uptake [50]. A combination of fosmidomycin
and colistin reduced the MIC of colistin by up to 64-fold in clinical isolates of B. multivorans,
an effect that could be attributed to increased membrane permeability [51].

Francisella tularensis is a Gram-negative bacterium and the cause of tularemia, a
zoonotic disease transmitted by rodents and lagomorphs [52]. Jawaid et al. showed that
fosmidomycin reduced in vitro growth of F. tularensis subspecies novicida by inhibition of F.
tularensis DXR (MIC = 136 µM) [53]. Clinical isolates of Francisella were resistant to β-lactam
antibiotics due to the expression of β-lactamases and spontaneously occurring resistance to
fosmidomycin has also been described. Similar to S. schleiferi and S. pseudintermedius, this
resistance was mediated by mutations in the GlpT gene [52].

The causative agent of the plague, Yersinia pestis, garnered attention over its potential
applications for bioterrorism [54] and the 2017 plague outbreak in Madagascar [55]. The
disease mostly manifests in two forms: the bubonic and pneumonic plague [55]. Both
fosmidomycin (IC50 = 0.71 µM) and FR900098 (IC50 = 0.23 µM) showed submicromolar
inhibitory activity [56]. Both agents lacked the ability to inhibit the growth of Y. pestis, even
though uptake of fosmidomycin was likely mediated by a transport protein homologous to
the E. coli GlpT transporter [57].

Acinetobacter baumannii is a Gram-negative bacterium and the cause of a plethora of
nosocomial infections, including soft-tissue infections, pneumonia, septicemia, and urinary
tract infections [58]. Treatment of emerging multidrug-resistant A. baumannii infections
often requires reserve antibiotics such as carbapenems in combination with colistin or
an aminoglycoside. Fosmidomycin (IC50 = 47 nM) and FR900098 (IC50 = 24 nM) both
exhibited nanomolar activity against AbDXR but only FR900098 showed activity against
selected A. baumannii strains in a whole-cell assay [26]. Resistance to fosmidomycin and
FR900098 in certain A. baumannii strains was theorized to be based on a lack of GlpT uptake
or poor permeability.

The Gram-negative bacterium Klebsiella pneumoniae naturally resides on the skin as
well as in the nasopharyngeal and intestinal tracts of both humans and mammals. K.
pneumoniae is opportunistically pathogenic and a leading cause of nosocomial infections.
The pathogen is not inherently resistant to antibiotics but is known for its ability to acquire
multidrug resistance plastids [59]. Both fosmidomycin (IC50 = 20 nM) and FR900098
(IC50 = 23 nM) showed equal nanomolar activity in an enzyme assay, with fosmidomycin
also exhibiting weak activity in a whole-cell assay (MIC = 64–128 mg/L). The superior
activity of fosmidomycin over its acetyl derivate (MIC = 256 mg/L) may be attributed to a
more facile uptake via the GlpT [26].

In addition to the above-listed pathogens, fosmidomycin and FR900098 have been
tested against other bacteria listed in Table S1 of the Supplementary Materials. Information
on those pathogens is limited, though noteworthy examples include Bacillus anthracis and
Pseudomonas aeruginosa.

2.2. Pharmacokinetic Profile of Fosmidomycin

Fosmidomycin and FR900098 both contain a phosphonic acid group, which is con-
nected via a propyl linker to N-formylated (1) or N-acetylated (2) hydroxylamine moieties,
leading to highly polar, water-soluble and stable compounds. Due to its dianionic struc-
ture in a physiological medium, the phosphonate group (pKa1 = 2.2, pKa2 = 6.7) [60], is
mainly responsible for the excellent aqueous solubility of both compounds. The high water
solubility on the other hand results in unfavorable permeability [61,62], as well as a com-
paratively short plasma half-life of approximately 1.87 h due to rapid renal excretion [63].
The absorption half-life of fosmidomycin via a one-compartment model was determined at
0.4 to 1.1 h [64]. No metabolites of 1 are known and the active agent is excreted renally [65].
An advantageous trait of 1 and 2 is their low cytotoxicity as determined in a mouse model.
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In addition to these early findings more recent clinical trials have confirmed the generally
low toxicity of fosmidomycin paving the way for further clinical trials in humans [66,67].

In vivo studies in humans best fit with a one-compartment model and first-order
absorption and elimination of fosmidomycin [67]. Plasma protein binding is typically low
for a hydrophilic therapeutic agent at about 1% [67]. No mutagenic potential has been
reported for fosmidomycin, although the formation of an N-substituted hydroxylamine
upon hydrolysis is theoretically possible [68]. Hydroxylamines have been reported to
have mutagenic potential [69]. Fosmidomycin is typically administered two to four times
per day with an upper daily dose of 3600 mg per day [67]. Expectedly, the fluctuation of
fosmidomycin’s plasma concentrations is lower if smaller doses are administered more
frequently compared to larger doses over a larger interval. More frequent applications of
smaller doses also result in higher minimum plasma concentrations at a steady state. The
mode of action of fosmidomycin seems to be time-dependent rather than concentration-
dependent [64]. This finding suggests more frequent applications are required to maintain
consistently high plasma concentrations of the drug.

2.3. Clinical Trials from 1985 to 2018

Since its discovery, fosmidomycin has been the subject of several clinical trials, both
as a standalone therapeutic and in combination with other approved antimalarials or an-
tibiotics. In 1985, fosmidomycin phase I and phase II clinical trials for the treatment of
urinary tract infections were conducted [70,71]. However, the study was discontinued for
unknown reasons. In their third edition of the guidelines of malaria treatment, the WHO
classifies treatments with a cure rate of 90% as acceptable [72]. A 2015 meta-analysis by
Fernandes et al. pooled the data of ten clinical trials studying fosmidomycin, of which six
were pediatric studies and the remaining four were involving adults [73]. Trials employing
1 as a single therapeutic agent failed to produce acceptable cure rates by the WHO’s stan-
dards [73]. More recent trials are focused on fosmidomycin combinations, for example with
the antibiotic clindamycin for which Wiesner et al. showed a synergistic effect [66]. While
most studies involved this combination, an approach that made use of artesunate instead
of clindamycin is also included [73]. The meta-analysis showed that the combination of
fosmidomycin with a second antimalarial led to a cure rate of 85% (95% CI: 71–98%) on
day 28 in children and 70% (95% CI: 40–100%) respectively in adults. 1 proved to be a
safe antimalarial, with adverse events mainly limited to gastrointestinal disturbance [73].
However, isolated cases of haematological changes such as neutropenia have been reported
by Borrmann et al. [74]. A temporary hiatus in the clinical evaluation of fosmidomycin may
be attributed to a 2012 trial by Lanaspa et al. that only produced a 43% cure rate on day 28
(95% CI: 27–59%) for children under the age of three [75]. In 2018; Mombo-Ngoma et al.
published the results of a Gambon-based study involving fosmidomycin in combination
with piperaquine [76]. The aim of this phase II study was to demonstrate the efficacy, tolera-
bility and safety of the combination as a treatment of P. falciparum infections in both children
and adults. The cure rate on day 28 across all age groups was reported to be 83.8% (95% CI:
75.1–90.5%). In addition to adverse effects concerning the gastrointestinal and respiratory
tract, two out of the 100 enrolled patients showed a prolonged QT interval of >500 msec [76].
None of the completed trials produced cure rates that can be considered acceptable by
the WHO’s standards, although the cure rate of 85% in children as determined in the
meta-analysis by Fernandes et al. comes close [73]. Because the dosage of fosmidomycin
is already high, further increasing the dose for fosmidomycin alone may not be feasible
and may not result in better cure rates. In vitro, a decrease in Vγ9/Vδ2 T cell response,
which can detect (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl pyrophosphate (HMB-PP) as a key
intermediary of the MEP pathway, has been observed. The significance of this observation
has not yet been assessed in vivo [77]. Fosmidomycin’s shortfall in efficacy underlines the
necessity of either inclusion of an additional antimalarial into existing fosmidomycin-based
combination therapies or the introduction of structural modifications to fosmidomycin to
improve cure rates.
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As of February 2022, there are no ongoing fosmidomycin clinical trials listed on
ClinicalTrial.gov, though the Deutsche Malaria GmbH recently announced a trial of triple
therapy using fosmidomycin, clindamycin and artesunate. The trial will be supported by
the EU Malaria Fund and aims to enroll more than 5000 patients, making it the largest
single trial of fosmidomycin in humans [78]. No timeline or further updates regarding this
study have been published.

3. 1 Targeting the Deoxy-D-xylulose-5-phosphate Reductoisomerase (DXR)

The MEP pathway begins with the synthesis of 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP)
from two glycolytic intermediates, pyruvate (X) and glyceraldehyde 3-phosphate (XI)
catalyzed by DXP synthase (DXS), concluding with the production of IPP and DMAPP
after six catalytic steps (Figure 4) [79].

 

α

Figure 4. The MEP pathway leading to the isoprenoid precursors isopentenyl diphosphate (XVII,

IPP) and dimethylallyl diphosphate (XIX, DMAPP) via an IspC/DXR-catalysed conversion of 1-
deoxy-D-xylulose 5-phosphate (XII, DXP) to 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (XIII, MEP).

In the second step 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR/IspC), a
homodimer catalyzes the intramolecular rearrangement and reduction of DXP (XII) to MEP
(XIII) [80]. The complex conversion of DXP to MEP requires the presence of the cofactor
NADPH and a bivalent metal ion, e.g., Mg2+ or Mn2+ [81].

At least two possible reaction mechanisms (Figure 5) have been proposed for the DXR-
catalyzed isomerization of XII to 2-C-methyl-D-erythrose 4-phosphate (XII c). One reaction
mechanism for the formation of intermediate XIIc is based on an α-ketol-rearrangement, in
which the C3 hydroxyl group of XII is deprotonated, followed by a subsequent 1,2-alkyl
shift. The C3-C4 carbon-carbon bond is cleaved in a way that C4 can thereafter attack the
carbonyl C2. The 1-hydroxy 2-ethyl phosphate translocates to the C2 position, forming
XIIc [82,83].
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An alternative approach is a stepwise retro-aldol/aldol-mechanism [82–84]. In the
retro-aldol step, the oxidation of the C4 carbon atom of XII causes a C-C bond break between
C3 and C4, whereby a hydroxyacetone enolate XIIa and an aldehyde phosphate XIIb are
formed as intermediates [85,86]. In the following aldolization step, the hydroxyacetone
enolate XIIa attacks the aldehyde phosphate XIIb, forming XIIc in an electrophilic attack.
A new bond is formed between the C2 carbon atom of the enolate and the C1 atom of the
aldehyde phosphate XIIb. In the last step, XIIc is reduced to MEP XIII by NADPH.

MEP is the substrate of IspD, which catalyzes the reaction with cytidine 5′-triphosphate
(CTP) to give methylerythritol cytidyl diphosphate (XIV). Subsequently, the C2 hydroxyl
group of XIV is phosphorylated by IspE using ATP as a phosphate donor. The resulting
phosphate ester 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol-2-phosphate (XV) is then cy-
clized by IspF to 2-C-methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphate (XVI). In the following step,
IspG catalyzes the reductive dehydratisation and ring opening to yield 4-hydroxy-3-methyl-
butenyl 1-diphosphate (XVII). Finally, the reductive dehydroxylation of XVII provides both
isopentenyl diphosphate (IPP, XVIII) and dimethylallyl diphosphate (DMAPP, XIX) [79].

′

 
Figure 5. Two conceivable mechanisms for the enzymatic mode of action of DXR involving a divalent
metal cation M2+ (grey sphere) and NADPH [87]. Used with permission of EUREKA SCIENCE, from
Targeting the MethylErythritol Phosphate(MEP) Pathway for Novel Antimalarial, Antibacterial and
Herbicidal Drug Discovery: Inhibition of 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphate Reductoisomerase (DXR)
Enzyme, Nidhi Singh, Volume 13, Issue 11, 2007; permission conveyed through Copyright Clearance
Center, Inc.

3.1. Crystal Structures of DXR

1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) is present in more than
400-annotated (Swiss-Prot) entries in the Uniprot database. These entries consist primarily
of bacteria with some examples of eucaryota. The length of the amino acid (aa) sequence
varies from 356 aa in Campylobacter jejuni to 488 in Plasmodium falciparum (Figure 6A) [88].
Presently, the DXR structures of E. coli (EcDXR), P. falciparum (Pf DXR), and M. tuberculosis
(MtDXR) have been more thoroughly characterized and studied [89,90].
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Figure 6. (A): Amino acid sequence alignment of bacterial and parasitic DXRs. Residues involved in
phosphate/phosphonate-, linker-, and metal and hydroxamate-binding are highlighted in blue, green,
and red, respectively. The colored ribbons above the sequence alignment represent the respective
domains in Pf DXR: the NADPH-binding (blue), catalytic (green), and C-terminal (red) domains. The
linker region and flexible loop in the catalytic domain are colored yellow and orange, respectively.
The pink bars and cyan arrows represent the secondary structure elements, namely, α-helices and β-
strands, respectively; (B): The overall structure of the quaternary (enzyme-NADPH-metal-inhibitor)
complex of Pf DXR (PDB 3AU9) [91]. Three domains, a linker region, and a flexible loop in the
catalytic domain of one subunit are colored as in (A). The other subunit is colored grey. The bound
fosmidomycin (FOS) and NADPH molecules are shown as ball-and-stick (cyan) and stick (grey)
models, respectively. The bound magnesium ions are shown as sphere models (pink).

DXRs are homodimers. The subunit of DXR consists of two large domains separated
by a cleft containing a deep pocket, a linker region, and a C-terminal domain (Figure 6B).
One of the large domains is the N-terminal NADPH binding domain and the other is the
catalytic domain which provides the groups necessary for catalysis (metal and substrate
binding). The N-terminal NADPH-binding domain is connected to a catalytic domain. The
N-terminal domain (NTD) comprises the first 150 amino acids. The structural organization
of the NTD resembles the Rossman fold, which is found in proteins showing interactions
with dinucleotides. This region shows high similarity among orthologues EcDXR, MtDXR
and Pf DXR.

The central catalytic domain comprises 125 amino acids and due to the metal-based
mechanism of catalysis, acidic amino acids responsible for the binding of the divalent metal
are found in this domain (Figure 6A). Another important characteristic of the substrate-
binding site is the flexibility of the domains, a feature necessary for the complex enzymatic
process involving both a divalent cation and NADPH. In DXR crystals, the relative position
of the NADPH-binding and catalytic domains exhibits different conformations depending
on the presence of co-crystallized ligands, cofactors, and substrates. These conformations
are highly dependent on the position of a flexible loop located at the entrance of the
substrate-binding site, causing the catalytic site to be in a closed, open, or super-open
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state [31,91,92]. The connection between the catalytic domain and the C-terminal domain is
made via a sequence of around 30 amino acids known as the linker region. In the crystal
structures of DXR, the linker region as well as a β-strand of the catalytic domain from each
subunit are involved in the dimer interface. The C-terminal domain of DXR is formed by a
four-helix bundle motif, showing a high degree of flexibility and no interface of contact
between the dimer subunits [31,92,93].

An analysis of the similarity between the orthologues EcDXR, MtDXR, and Pf DXR
using BLAST revealed that EcDXR shares 40% amino acid sequence identity with MtDXR
and 37% with Pf DXR, while MtDXR and Pf DXR share 34% identity [89]. Despite the
sequence identity of the proteins ranging from 34% to 40%, the overall three-dimensional
arrangement of the enzymes co-crystalized with both cofactors is similar [31]. The major
part of the dissimilar regions occupies solvent-exposed areas.

The first EcDXR crystal structure was independently determined in 2002 by the Stubbs
group (PDB 1K5H) [31] and the Ohsawa group (PDB 1JVS) [94]. The structure of MtDXR
was first solved in 2006 [95] and Pf DXR in 2011 [91]. Since then, solid efforts by several
groups led to the obtention of crystal structures of DXR from different organisms. Currently,
77 DXR crystal structures from twelve organisms, with or without cofactors and/or sub-
strates/inhibitors, are deposited in the Protein Data Bank (PDB) (Table S2, Supplementary
Materials). The crystal structures of DXR co-crystallized with inhibitors in the catalytic
site provided key information on both the active site architecture and the binding mode of
NADPH, DXP, and inhibitors.

Active Site
Since DXR from P. falciparum is an attractive target for inhibitor design, we have used

it for our analysis of both the active site and binding mode of fosmidomycin (1, Figure 6B).
However, due to the N-terminal insertion of ca. 70 amino acids in Pf DXR (Figure 6A),
the residue number of Pf DXR significantly differs from other DXRs. So, in the following
description, EcDXR numbering is shown in parentheses.

The substrate-binding cavity of DXR is highly conserved in all organisms and consists
mainly of three regions: a positively charged phosphate/phosphonate binding pocket,
a hydrophobic region around the linker backbone, and a metal binding pocket [31,32].
Note that the residues involved in inhibitor binding described below are conserved among
DXRs (Figure 6A). The substrate and substrate-analogous inhibitors bind to the cleft of the
catalytic domain and induce a conformational change that tether the N-terminal and the
catalytic domains in the closed conformation. Concomitantly with the movement of the
catalytic domain, the C-terminal domain also shows a closed conformation. In addition,
the flexible loop (residues 291–299 in Pf DXR, colored orange in Figure 6) in the catalytic
domain adopts a conformation that allows it to function as a lid over the active site. The
highly conserved residues Trp296 (212), Met298 (214), and Met360 (276) form a barrier
between the active site and the solvent. The indole ring of Trp296 (212) provides the
key hydrophobic interaction with the alkyl chain of the substrate and the backbone of
fosmidomycin, which lies parallel within a distance of 4 Å. The acidic residues Asp231
(150), Glu233 (152), and Glu315 (231) are conserved at the active site and coordinate the
divalent metal cation essential for enzyme activity. Met298 (214), Met360 (276), and the
nicotinamide ring of NADPH also contribute to the formation of the hydrophobic binding
pocket. The phosphonic acid moiety of fosmidomycin is bound similarly to the phosphate
group of DXP in EcDXR, forming hydrogen bonds with Ser270 (186) and Asn311 (227).
The phosphonate group also forms a hydrogen bond with His293 (209). The hydroxamic
acid moiety of fosmidomycin coordinates the divalent metal cation that is bound by the
side chains of Asp231 (150), Glu233 (152), and Glu315 (231). The hydroxamate group also
interacts with Ser232 (151) and Asn311 (227) (Figure 7).
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Figure 7. The binding mode of fosmidomycin in the active site of Pf DXR. Residues involved in the
inhibitor binding are colored as in Figure 6A. The number in the parentheses indicates the residue
number for the equivalent residue of EcDXR.

The hydroxamic acid moiety of fosmidomycin (1) mimics the hydroxyl ketone structure
and the phosphonic acid the monoalkyl phosphonate structure of DXP (XII, Figure 8A).
Therefore, the substrate analog fosmidomycin binds in the active site with a comparable
binding mode. Fosmidomycin acts as a slow, tight-binding competitive inhibitor with the
substrate while acting uncompetitively towards the cofactor NADPH [84]. Based on the
structure and interaction of fosmidomycin and its analogs with the binding site of DXR,
this class of inhibitors can be described by a pharmacophore model presented in Figure 8B.
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Figure 8. (A) Binding of 1 and natural substrate DXP (III) to a metal ion, represented by a grey
sphere. (B) Simplified pharmacophore model of fosmidomycin-based DXR inhibitors MGB: Metal-
binding group.

4. Structural Modifications of Fosmidomycin and FR900098

Based on the pharmacophore model defined in the previous section (Figure 8B),
modifications of fosmidomycin and FR900098 will be discussed. These structural changes
to both lead structures were introduced to overcome their poor pharmacokinetic properties
and to especially improve the permeability. To assess structure–activity relationships (SAR),
a wide array of structural modifications will be presented as well as their impact on the
anti-infective activity. Docking studies and co-crystal structures are included to further
illustrate this SAR.

4.1. Modifications of the Retro-Hydroxamate Moiety

Chemically, fosmidomycin is often described as a retro-hydroxamate. More specifically,
with respect to the hydroxamate moiety, fosmidomycin is an N-substituted formohydrox-
amic acid. Regarding fosmidomycin analogs, the term reverse fosmidomycin derivative is
commonly used for analogs, where the carbonyl group of the reversed hydroxamic acid is
attached to the propyl linker and not to the nitrogen. The hydroxamic acid (HA) function-
ality is a common bidentate metal binding group (MBG) capable of chelating metal cations
such as Zn2+, Fe2+, Fe3+, Mg2+ and Mn2+ in the active sites of metalloenzymes [96]. The
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chelation of the catalytically essential metal cation (Mg2+ or Mn2+) in the active site of DXR
by the retro-hydroxamate group of fosmidomycin is essential to its anti-infective effects.

4.1.1. Inversion of the Retro-Hydroxamate Moiety
The concept of reversing the orientation of the hydroxamate moiety was pioneered

by the Rohmer group which synthesized compounds 3 and 4 (Figure 9) as analogs of fos-
midomycin and FR900098. Both reverse analogs exhibited inhibitory activity comparable
to that of fosmidomycin against EcDXR with IC50 values of 0.17 (3) and 0.05 µM (4), respec-
tively [97]. One year later, Woo et al. showed that compound 3 is a slower Synechocystis
DXR binder in comparison to fosmidomycin [98]. In 2010, Zinglé et al. demonstrated that
the superior EcDXR inhibition of 4 was attributed to the hydrophobic interaction between
the N-methyl group and the indole of Trp212 of EcDXR [99]. Homolog 5 with an ethyl
residue showed two orders of magnitude decrease in activity compared to 4 [99].

α
α

 
Figure 9. Structures, antibacterial, and antiplasmodial activities of the reverse fosmidomycin
analogs 3–6.

In parallel, reverse fosmidomycin analogs with a phenyl substituent in the α-position
of the propyl linker were reported by Kurz and co-workers (6a–d, Figure 9). α-Phenyl
analog (6a) served as a lead compound for the reverse inhibitor type. Furthermore, the
compounds were decorated with small alkyl substituents (Me, Et, iPr) at the hydroxamic
acid nitrogen. The N-methylated carba analog 6b was the most active inhibitor in the first
reverse series, outperforming fosmidomycin and FR900098 in EcDXR and Pf DXR inhibition
with IC50 values of 0.24 µM and 3 nM, respectively. Enzyme inhibition data demonstrated
that the strength of EcDXR and Pf DXR inhibition decreased as the size of the substituent
on the hydroxamic acid nitrogen increased. While the N-methyl-substituted DXR inhibitor
6b is a potent Pf growth inhibitor, the N-ethyl substituted derivative 6c already showed a
5-fold reduction in cellular antiplasmodial activity against Pf -K1. The bulkier N-isopropyl
group of compound 6d led to a loss of inhibitory activity against the Pf DXR and EcDXR
enzymes and Pf -K1 [100,101].

4.1.2. Alteration of the Acyl Moiety and Replacement of the Hydroxamic Acid Moiety
In order to create beneficial hydrophobic interactions in the hydrophobic sub-pockets

of Ec and Pf DXR, Giessmann et al. [102] and Ortmann et al. [103] replaced the formyl
group of fosmidomycin with aliphatic and aromatic acyl residues (7, 8, Figure 10). Within
these series, the pentafluoro benzoyl derivative (7c) and the 4-phenoxybutanamide analog
(8b) were the most active representatives with IC50 values of 1.3 (7c) and 1.0 µM (8b)
against EcDXR [102,103]. Flexible docking studies suggested that the acyl residues of
compounds 7a–e prevented the formation of the preferred geometry of the hydroxamate-
metal complex [103].
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Figure 10. Structures and biological activities of compounds 7–9 with modified MBGs.

Andaloussi et al. developed the N-hydroxypyridone 9 (Figure 10) as an MBG [104],
which only showed very weak MtDXR enzyme inhibition with an IC50 value of 53 µM and
no in vitro growth inhibition of Mt [104].

To confirm the importance of the hydroxamic acid functionality, the hydroxamic acid
MBG was replaced with various amide moieties (10a–e, Figure 11) [102,105]. The IC50
values of amides 10a–e against EcDXR was > 30 µM. This was also demonstrated for
fosmidomycin and FR900098 by Woo et al. who replaced the N-hydroxyl group of the
retro-hydroxamate moiety with a methyl group in compounds 11a, b (Figure 11) resulting
in a complete loss of inhibitory activity against Synechocystis DXR [98]. Chofor et al.
reported a series of ortho-substituted arylamide derivatives (12a–c, Figure 11) [16]. These
ortho-substituents were expected to contribute to the chelation of the active site metal
cation. However, none of the synthesized derivatives 12a–c inhibited EcDXR and MtDXR
at a concentration of 100 µM nor the growth of Pf -K1 parasites in human erythrocytes.
According to Chofor et al., the low flexibility of the amide bond might be responsible for
the lack of metal-binding and, therefore, inhibitory activity [16].

 

Figure 11. Structures and biological activities of analogs 10–29 with alternative chelating functionalities.
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Kaye and colleagues studied the replacement of the hydroxamate MBG with a variety
of N-arylalkyl substituted amides (13a, b, Figure 11), in which the benzyl group was
intended to occupy the hydrophobic sub-pocket of the substrate binding site. However,
the synthesized analogs 13a, b were completely inactive against the Pf DXR enzyme [106].
Secondly, they introduced aryl and heteroaryl carboxamide groups (14a–c, Figure 11)
in addition to shortening the propyl linker, but these modifications also led to inactive
analogs [107,108].

Further work on replacing the hydroxamate MBG with different nitrogen-containing
metal chelating moieties such as hydroxyureas (15a–c), hydrazide (16), O-methylated
hydroxamate (17, 18), dithiocarbamate (19) or hydantoin (20) functionalities (Figure 11)
was performed [109]. For the hydroxyureas (15a–c) results regarding antiplasmodial or
antibacterial activity have not been published [109]. Furthermore, the potential metal
chelators 16–20 did not display any inhibitory activity towards EcDXR. The authors sug-
gested that the protonation of the hydrazide group of 16 under the assay’s conditions
(pH = 7.5) could explain the loss of its chelation capability. In the case of 19, the authors
reported decomposition of the dithiocarbamate moiety under the conditions of the enzyme
assay [110]. The negligible MtDXR inhibition of 20 is not surprising given that the hy-
dantoin moiety of derivative 20 is not an established MBG [104]. Mercklé et al. showed
that, as expected, the removal of the hydroxamic acid MBG as in the propyl phosphonic
acid 21 and the aminopropyl phosphonic acid 22 (Figure 11) resulted in a complete loss
of activity towards EcDXR [105]. Mancini reported a chemically interesting derivative
with a boronic acid unit as a potential MBG (23, Figure 11), though it was inactive in the
EcDXR enzyme assay. Prodrug 24 (Figure 11) to boronic acid 23 showed negligible activity
towards E. coli [111]. Additionally, phosphinic acids with an aryl (25) or heteroaryl residues
(26) were synthesized, but not evaluated against DXR (Figure 11) [112]. Furthermore, the
bisphosphonic acid (27) was also inactive against DXR of Ec, Pf and Mt (Figure 11) [93].
The two catechol derivatives with a 3,4-catechol (28) and 2,3-catechol moiety (29) stood in
contrast to the previously mentioned inactive derivatives (Figure 11). Compound 28 was
at least weakly active against MtDXR (IC50 = 41 µM) but no in vitro growth inhibition of
Mt was observed. Interestingly, when tested against EcDXR, the 2,3-catechol derivative 29
(IC50 = 25 µM) was weaker than the 3,4-catechol analog 28 (IC50 = 4.5 µM). These results
confirmed the importance of the position of the two catechol hydroxyl groups for sufficient
metal coordination [110,113].

So far, all attempts to replace the hydroxamate group with alternative chelating groups
greatly reduced or resulted in a complete loss of inhibitory activity. The above-summarized
results illustrate the predominant role of the hydroxamic acid MBG in DXR inhibitors.

4.1.3. Development of Bisubstrate Inhibitors
Since the adenosine-binding pocket of the cofactor NADPH returned a good score on

a druggability test conducted by Hirsch and coworkers [114], a new bisubstrate inhibitor
approach has been explored, aimed at simultaneously targeting the substrate and cofactor
binding sites of DXR.

Guided by an MtDXR fosmidomycin co-crystal structure, the Dowd group was the first
to develop a series of fosmidomycin analogs aimed to occupy both binding pockets. Two
series of compounds, fosmidomycin-like hydroxamic acids with large acyl residues (30a–d,
Figure 12) and arylalkoxyamides (31a–d, termed O-linked bisubstrate inhibitors, Figure 12),
were synthesized as potential bisubstrate inhibitors. While none of the derivatives was
more active than fosmidomycin against MtDXR, compounds 30a and 30b showed at least
weak IC50 values of 18 and 27 µM. Docking experiments suggested that compound 30a
could interact with MtDXR via an alternative non-bisubstrate mode of binding. So far, the
Dowd group concluded that the hydroxamic acids 30a, b are more potent MtDXR inhibitors
than the arylalkoxyamide derivatives (31a, b) [41,115]. Later on, compound 30a was tested
for its ability to inhibit the Pf DXR enzyme, but the compound showed only moderate
activity with an IC50 of 1.34 µM [115,116].
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≥

 
Figure 12. Biological activities of the potential bisubstrate inhibitors 30–37. Values marked with
* indicate the percentage of inhibition at 100 µM.

To improve the antibacterial activity and confirm that both hydroxamic acid and ary-
lalkyloxyamide analogs can act as DXR bisubstrate inhibitors a larger series of hydroxamic
acids (30c, d, Figure 12) and arylalkyloxyamides (31c, d, Figure 12) was developed by San
Jose et al. [41]. When tested against MtDXR, the most active compound was the arylalky-
loxyamide 31c with an IC50 value of 1.5 µM. However, 31c and 31d required concentrations
of ≥200 µg/mL to be effective against Mt, while compound 31d inhibited the growth of
Mt at 25–50 µg/mL [41]. With an IC50 value of 0.33 µM against YpDXR, compound 31c
was the most potent analog. Therefore, the authors suggested that a free hydroxamic acid
functionality to strongly chelate the metal cation is not necessary for YpDXR inhibition in
the case of these potential bisubstrate inhibitors [41]. To assess whether 30c and 31c are
bisubstrate inhibitors, Lineweaver-Burk analysis of 30c and 31c, tested against MtDXR and
YpDXR, respectively, indicated that both compounds competitively inhibit NADPH and
DXP. In 2021 Girma et al. tested alkoxyamides 31c, d for their activity against Pf DXR. 31d
showed superior activity to 31c with an IC50 of 0.80 to 3.36 µM, respectively. To determine
the mechanism of inhibition of 31d, Lineweaver-Burk analysis against Pf DXR enzyme was
also performed. 31d showed the lowest inhibition constant (Ki) with respect to both the
substrate DXP and the cofactor NADPH. This finding demonstrated that 31d is a bisubstrate
inhibitor of Pf DXR [116].

The retro-hydroxamate 32 (Figure 12) showed submicromolar inhibitory activity to-
wards MtDXR (IC50 = 0.32 µM) in addition to potent in vitro growth inhibition in a Pf
parasite assay (IC50 = 0.04 µM). A co-crystal structure of 32 in complex with MtDXR in the
presence of NADPH (PDB 3ZHY) showed that the terminal phenyl ring binds close to the
NADPH binding site at a distance of 3.5–3.7 Å of the NADPH nicotinamide ring. In this
position, the terminal phenyl ring can also interact with Met267. Inspired by the crystal
structure, additional substituents were introduced at different positions on the phenyl
ring, aimed at reaching the cofactor-binding pocket (32–34, Figure 12). The presence of
methyl (32) or 1,2,4-triazole (33) substituents in the ortho-position of the phenyl moiety
did not improve the inhibition. Isomers 35 and 36 (Figure 12) featuring the 1,2,4-triazole
substituent in the meta- and para-position displayed enhanced inhibitory activity against
MtDXR compared to 34, with IC50 values of 0.14 µM (35) and 1.2 µM (36).

In contrast, the introduction of the phenol ester substituent in compound 37 (Figure 12)
resulted in a complete loss of activity towards MtDXR. The strong in vitro growth inhi-
bition of compounds 35 and 36 in a Pf growth assay and their potent MtDXR inhibition
suggested that the terminal triazole moiety might be involved in specific interactions with
the DXR binding site [117]. Current efforts to develop DXR bisubstrate inhibitors provided
novel compounds with heterogenous biological activities, with some inhibitors (32, 35)
showing very promising MtDXR inhibition and antiplasmodial in vitro activity. Analog 37
showed that larger residues within the NADPH binding site are tolerated. This provides an

49



Pharmaceuticals 2022, 15, 1553 18 of 56

interesting starting point for the development of further inhibitors of this class. To further
elucidate the binding modes of potential bisubstrate inhibitors, co-crystallization with an
occupied NADPH binding site is required.

4.2. Modifications of the Propyl Linker

Earlier studies already highlighted the importance of the phosphonic acid and hydrox-
amate groups and a well-defined linker length between both pharmacophores. In contrast,
the linker modifications provided a wide spectrum of options for further improvements
of anti-infective activity against various microorganisms. The synthesized derivatives
are structurally diverse. These modifications encompass alterations of the linker length
(38–41), insertion of a double bond (42–46) or hetero atoms (47–54), restriction of the linker
flexibility (55–60) and substitution of the linker in the α-, β- and γ-position.

4.2.1. Linker Length Variation
In an initial effort to determine the ideal linker length, the Fujisawa Pharmaceutical

Co., Ltd. was the first to explore modifications of the carbon backbone. However, the short-
ened ethylene analogs 38 did not show any antibacterial activity against, e.g., P. aeruginosa
(Figure 13) [118]. The Dowd group synthesized a series of FR900098 analogs with two to five
methylene units separating the MBG and phosphonic acid moiety (39a–c, Figure 13) [119].
The results showed that compounds with chain lengths of two, four or five methylene
groups weakly inhibited MtDXR at 100 µM (74-86%) [119]. Later, Zinglé et al. prepared
reverse fosmidomycin (3) and reverse FR900098 (4) homologs bearing a shortened ethylene
(40a, 41a, Figure 13) or extended butylene linker (40b, 41b, Figure 13). The derivatives with
an ethylene linker were weakly active (41a) or lacked activity (40a) against EcDXR, while
the reduction was less drastic for the butylene homologs (40b, 41b), with IC50 values of
0.27 and 0.11 µM, respectively [99].

α β γ

 

α β

α β α
α

Figure 13. Biological activities of analogs 38–41. Values marked with * indicate the percentage of
inhibition at 100 µM.

4.2.2. α,β-Unsaturated Propenyl Linker
FR32863 (IV), a natural antibiotic isolated from Streptomyces lavendulae in 1980, is the

dehydro-congener of fosmidomycin (1). FR32863 and its acetylated analog 42 showed
activity similar to 1 and 2 against a panel of Gram-negative bacteria including P. aerugi-
nosa [21,118]. Biological evaluation showed that FR32863 is an excellent inhibitor of Pf DXR
(IC50 = 9 nM) that also potently inhibits the growth of Pf 3D7 with an IC50 of 19 nM. Com-
pound 42 was further active against MtDXR with an IC50 of 1.1 µM. Based on these results,
Devreux synthesized Z- (43a–e, 44d) and E-configured (44a–c, Figure 13) α,β-unsaturated
DXR inhibitors with additional substituents in the α-position and tested them against
EcDXR [119]. The Z-configured α-bromo derivative 44d was the most active compound,
displaying a submicromolar IC50 value of 0.45 µM. Furthermore, the E-configured.

Analogs (44a–c) were active in the micromolar range (IC50 = 5.5–16 µM), while the Z-
configured derivatives 43a–e were inactive. This suggested that the relative trans-conformation
of the phosphonic acid and hydroxamate moiety towards each other is essential for activity.
However, the combination of an α-substituent and an α, β-unsaturated linker constrained
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the rotational freedom, thus leading to reduced activity against EcDXR [120]. The Dowd
group also designed and synthesized a series of FR32863 (IV) analogs 45 and 46a–d
(Figure 14). Although, none of the derivatives exceeded the activity of FR32863 against
Pf DXR, compounds 45 and 46a–c showed moderate inhibitory activity in vitro with IC50 of
2.1–14 µM [121].

α α β

 
α β

α

β γ

β

β γ
β

HO
P
O

O NHO O

R

OH

49: R = H
50: R = methyl

IC50 DXR IC50 3D7

1.1 µM
87 nM

4.9 µM
0.36 µM

HO
P
O

OHO N
OH

R

O

51: R = H
52: R = methyl

> 3 µM
72 nM 0.24 µM

HO
P
O

OHO N
OH

R

O

53: R = H IC50 DXR >3 µM
54: R = methyl IC50 DXR >3 µM

IC50 DXR IC50 3D7

n.d.

HO
P

O

O
NHO O

R

OH

47 (Fosfoxacin): R = H
48: R = methyl

α

Figure 14. Biological activity of the fosmidomycin and FR900098 derivatives (42–46) with an α,β-
unsaturated linker. * Ammonium salts were prepared. a Values in parentheses are the percent remaining
enzyme activity at 100 µM.

4.2.3. Oxa Analogs
Fosfoxacin (47, Figure 15), the naturally occurring phosphate congener and α-oxa ana-

log of fosmidomycin as well as fosfoxacin’s acetyl analog (48), are more potent inhibitors of
Synechocystis DXR compared to fosmidomycin [122]. These results encouraged Haemers
et al. to synthesize a series of β- and γ-oxa-isosteres (49–54, Figure 15) as the electronegative
oxygen might increase the acidity of the phosphonic acid and hydroxamic acid moiety.
While compounds 49 and 50 are β-oxa-isosteres of fosmidomycin and FR900098, respec-
tively, analogs 51–54 are reverse derivatives. The results showed that the β-oxa analogs
49–52 are more active EcDXR inhibitors than the γ-counterparts (hydroxycarbamates) 53
and 54. The β-oxa isosteres 50 and 52 were almost as potent as FR900098 displaying IC50
values of 87 nM (50) and 72 nM (52) against EcDXR and submicromolar activity against
strain Pf 3D7 [123].
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Figure 15. Structure and biological activity of the oxa analogs 47–54.

4.2.4. Conformationally Restricted Analogs
In 2006, the Van Calenbergh group incorporated a cyclopropyl (55–57, Figure 16) [124]

and cyclopentyl (58–59, Figure 16) [125] ring into the linker to restrict rotational freedom.
The racemic trans-cyclopropyl N-acetyl analog 55 resulted in submicromolar inhibition
of EcDXR with an IC50 of 0.16 µM, while the enantiomerically pure (1R,2S)-55 showed
enhanced activity (IC50 = 50 nM) that was comparable to fosmidomycin. Additionally,
(1R,2S)-55 was similarly active compared to fosmidomycin (IC50 = 0.32 µM) in an in vitro
Pf 3D7 assay. The replacement of the acetyl moiety of (1R,2S)-55 by a formyl moiety (56)
reduced the activity against EcDXR and Pf 3D7 by approximately 6-fold.
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Figure 16. Biological activity of conformationally restricted analogs 55–60.

The racemic mixture of an α-phenyl substituted cis-cyclopropyl derivative (57) was
inactive towards EcDXR. Unfortunately, it is not clear whether the loss of activity was
caused by the bulky α-phenyl moiety or by the cis-conformation of the phosphonic acid
and hydroxamate moieties [124]. Haemers et al. gave some insights regarding the pre-
ferred configuration of restricted analogs as they synthesized the cis- and trans-cyclopentyl
derivatives of fosmidomycin (1) and FR900098 (2). The cis isomers of 58 and 59 (IC50 values
of 0.20 and 2.3 µM, respectively) were more active than their trans-isomers (IC50 values of
2.3 and 12 µM, respectively).

One year later, the synthesis and antiplasmodial activity of three conformationally
restrained aromatic analogs 60a–c (Figure 16) were reported by Walter and colleagues.
The analogs 60a–c were tested as bis(pivaloyloxymethyl) (POM) ester prodrugs and the
POM prodrugs of 1 and 2 were prepared for direct comparison. While the POM-prodrugs
of 1 and 2 were moderately active against Pf 3D7 (IC50 = 0.4–2.1 µM), the activity of the
corresponding rigidized analogs (60a–c) was very weak [126].

4.3. α-, β- and γ-Substituted Fosmidomycin Analogs

4.3.1. α-Phenyl and α-Biaryl-Substituted Analogs
To date, most attempts to improve the anti-infective properties of fosmidomycin

are related to the substitution and modification of the α-position of the propyl linker
(Figure 17) [45,125,127–131]. The first chain-substituted derivatives were decorated with
an α-phenyl-substituent and were synthesized and patented in 2005 by Kurz et al. [132].
The diethanolammonium salt of α-phenyl-fosmidomycin (61, Figure 17) was the first
inhibitor to exceed the antiplasmodial activity of FR900098 (61 IC50 = 0.4 µM and FR900098
IC50 = 0.8 µM) against Pf Dd2.
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Figure 17. Antibacterial and antiplasmodial activities of α-phenyl derivatives (61–76). a Diethanolam-
monium salt was prepared. b Ammonium salts were prepared.

In 2006 and 2007, Van Calenbergh and coworkers presented a comprehensive series
of α-phenyl substituted analogs with electron-rich and electron-deficient substituents at
the phenyl moiety (62–74, Figure 17) [130]. The authors aimed to investigate the influence
of lipophilicity and electronic properties with respect to their inhibitory activity against
EcDXR and the Pf Dd2 strain [45]. Whereas several α-phenyl-substituted compounds of
this series showed slightly lower inhibitory activity than lead structures fosmidomycin (1)
and FR900098 (2) against EcDXR, the inhibition of Pf growth (Dd2 and 3D7 strains) was
consistently superior. The authors suggested the 3,4-dichlorophenyl unit of the derivatives
63 and 69 increased the lipophilicity and facilitated entry into P. falciparum cells and/or
enabled more selective interactions with Pf DXR. The α-3,4-dichlorophenyl substituted
analog 63 was a milestone in lead optimization, as it was the first inhibitor which exceeded
the potency of 2, with an IC50 value of 59 nM against EcDXR. In addition, 63 exhibited
potent in vitro activity with IC50 values of 28 and 90 nM against Pf Dd2 and Pf 3D7 strains,
respectively. Unfortunately, Pf DXR inhibition was not reported [45].

In accordance with previous studies [45], the potency of the most active N-acetyl-
(4-cyano)phenyl analog 73 was exceeded by its N-formyl analog 64. Furthermore, both
compounds exceeded 1 and 2 in an antiplasmodial growth assay (IC50 = 0.27 µM) using
intraerythrocytic stages of the Pf D2d strain [130]. A 2-thienyl and 3-thienyl analog (75–76,
Figure 17) exhibited submicromolar activity (IC50 = 0.48–0.60 µM) as well, which confirmed
that thiophene can be used in this case as a phenyl bioisoster [130].

Achieving whole-cell activity for fosmidomycin-like DXR inhibitors against M. tuber-
culosis is particularly challenging as Mt lacks the GlpT-type transporters, responsible for
inhibitor uptake in other bacteria.

In 2011, FR900098 (2) was first tested against MtDXR by the Karlén group [128]. Al-
though significant MtDXR inhibition was observed, no antimycobacterial activity was
detected. In response, the Karlén group developed more lipophilic inhibitors based on the
work of Van Calenbergh and Kurz [120,130,131,133]. Both research groups demonstrated
that α-phenyl substituents increased the activity of Pf and EcDXR inhibitors. Employing the
same strategy, the Karlén group synthesized several α-phenyl derivatives with different sub-
stituents in the ortho-position of the phenyl moiety, α-biaryl derivatives, and inhibitors with
bicyclic ring systems in the α-position (77–91, Figure 18) [128,129]. The ortho-substitution
of the α-phenyl moiety completely reduced the activities of the inhibitors against MtDXR.
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Docking experiments proposed possible clashes between the ortho-substituents and the
enzyme, which could explain the loss of activity. Furthermore, none of the derivatives
(77–91, Figure 18) inhibited the growth of Mt H37Rv. The inhibitors with bulky moieties in
the α-position (84–88) inhibited MtDXR with IC50 values between 1.5 and 27 µM. The α-4-
(pyridine-3-yl)phenyl analog (89) exhibited the best activity against MtDXR (IC50 = 0.8 µM),
which is comparable to the α-3,4-dichlorophenyl derivate (90, IC50 = 0.7 µM). No correlation
between calculated logP and IC50 values of this compound series (77–91) was found. Dock-
ing experiments of 89 with MtDXR suggested that the biaryl moiety of 89 interacts with the
flexible loop formed by Gly198-Met208 (Figure 19). This possible interaction provided the
basis for further inhibitor optimizations.
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analog 91 and their activity against MtDXR.
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Figure 19. Compound 89 (turquoise carbon atoms) docked in the X-ray structure of MtDXR in
complex with 3 orange carbon atoms (PDB code 2Y1G) [128]. The Gly198-Met208 flap (colored in pink)
from the 2JVC structure representing MtDXR bound to fosmidomycin (1). Reprinted with permission
from J. Org. Chem. 2011, 76, 21, 8986–8998 [129]. Copyright 2022 American Chemical Society.
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4.3.2. α-Halogenated Phosphonic Acid Derivatives
Verbrugghen et al. [127] tried to mimic the acidity of the phosphate group of fosfoxacin

(47, Section 4.2.3) with α-chloro (92) and α-fluoro (93) phosphonic acid moieties (Figure 20).
Additionally, the group conducted P31-NMR-titrations of FR900098 and its α-chloro and
fluoro analogs (92, 93). This experiment revealed that the decreased pKa2 value of the
phosphonic acid moiety of both analogs (pKa2 ~ 6 vs. pKa2 ~ 7.35 for 2) is isoacidic to
a monoalkyl phosphate group. The corresponding SAR data led to the conclusion that
DXR inhibitors with a dianionic phosphonate group are more potent inhibitors than the
corresponding monoprotonated phosphonate anions (further explanations are discussed in
Section 5) [98,104,127,134].
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Figure 20. Biological activities of α-halogenated phosphonic acid derivatives (92–96). * Ammonium
salts were prepared.

Furthermore, the Van Calenbergh group synthesized the α-fluoro analog (94) of the
reverse FR900098 [127]. The three racemic compounds (92–94) were screened for their
activity against asexual blood stages of Pf and found to inhibit their growth with IC50
values in the micromolar range (IC50 = 0.29–0.31 µM), surpassing the activity of FR900098
(IC50 = 0.42 µM). Both fluorinated analogs (93–94) were further evaluated in the Plasmodium
berghei (GFP ANKA strain) mouse model by intraperitoneal (i.p.) application of high doses
(50 mg/kg) for 5 consecutive days. Chloroquine (CQ) eradicated parasitemia after 4 days
post-infection, while FR900098 only led to 93% suppression of parasitemia. Compared
to the reference substances CQ and FR9800098, the in vivo activity of 93 (88%) and 94
(85%) was slightly weaker on day 4. In summary, 93 and 94 exhibited significant in vivo
antimalarial activity at day 4 after i.p. application, but none of the monohalogenated DXR
inhibitors (93–94) demonstrated curative antimalarial activity [127]. This was an important
outcome and provided a starting point to investigate inhibitors with further substitutions
at the α-methylene group.

Recently, Dreneau et al. extended the mono α-halogenation into difluorination synthe-
sizing the α,α-difluorophosphonic acid derivatives of fosmidomycin and FR9000098 (95a, b,
Figure 20) as well as their reverse analogs (96a, b, Figure 20). The difluorinated analogs
were tested for their inhibitory activity against EcDXR and a fosmidomycin-resistant E. coli
(FosR) strain [135]. Against EcDXR, the N-acylated and N-methylated derivatives (95b,
96b) showed excellent IC50 values of 9 and 17 nM, respectively. Therefore, the potency
of 95b and 96b is in the same range as fosmidomycin and FR900098. In contrast, the
non-methylated difluoromethylene compound 96a was significantly less efficient than
its N-methylated congener 96a (IC50 = 4.6 µM) against EcDXR. The same observation
was made in the E. coli growth inhibition assay paper determined with the disc diffusion
method, where 96a was inactive, while 95b and 96b effectively inhibited bacterial growth.
Moreover, no spontaneous resistance to these compounds occurred in E. coli as was ob-
served for fosmidomycin [136]. This increase in activity was attributed to the formation
of phosphonate dianions under test conditions. The isoacidic nature and the isosteric
geometry of the fluorinated phosphonic moiety, together with improved electrostatic and
van der Waals interactions, are possible explanations for the pronounced activity. None
of the derivatives could prevent the growth of the fosmidomycin-resistant E. coli strain
FosR, in which the GlpT transporter is dysfunctional and did not facilitate the uptake of
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these inhibitors. This suggested that uptake of inhibitors 95a, b and 96a, b relied on an
active transport mechanism by intact and functioning GlpT transporters. In summary,
the introduction of two fluorine atoms in the α-position of the linker improved EcDXR
inhibition significantly and enhanced the antimicrobial activity compared to phosphate
analogs (47, 48) or non-fluorinated lead structures in E. coli (1–4, Figure 9).

4.3.3. Structurally Diverse Substituents in the α-Position
The promising results obtained with the α-phenyl substituted DXR inhibitors

(Section 4.3.1), encouraged the Van Calenbergh group to extend the scope of α-substituents
to benzamido (97), a phenylurea moiety (98), methoxy (99), phenoxy (100), substituted
1,2,3-triazolyl groups (101a–c), azido (102) and a hydroxyl group (103, all Figure 21) [137].
Of the structurally diverse inhibitors, only the α-azido derivative (102) and the α-hydroxy
derivative (103) showed pronounced EcDXR inhibition. The electron-rich α-triazole deriva-
tives (101a–c) did not inhibit EcDXR and only moderately suppressed the growth of Pf -K1.
This behavior was postulated by the authors to be caused by the inability of the triazole
ring to form π–π interactions with Trp211. Later, a reverse analog (104, Figure 21) was syn-
thesized and showed weak inhibition of Pf and EcDXR with IC50 values of 9–11 µM [138].

 
Figure 21. Biological data of structurally diverse α-substituted analogs 97–104.

The α-pyridinyl-substituted fosmidomycin analogs (105a, b and 106a, b, Figure 22)
were designed by Xue et al. [139] and assessed with respect to their inhibitory potential
against EcDXR, Pf DXR, Pf Dd2 and Pf 3D7 (data of the latter not shown). The pyridine-
containing derivatives 105a, b and 106a, b showed similar IC50 values to fosmidomycin
when tested against EcDXR (IC50 = 35–87 nM vs. IC50 (1) = 34 nM), while being 2-fold
more active than fosmidomycin towards Pf DXR (IC50 = 2-13 nM vs. IC50 (1) = 21 nM). The
antiplasmodial activity of the four compounds was stronger compared to fosmidomycin.
Similar to fosmidomycin, the four pyridine derivatives (105a, b and 106a, b) exhibited no
cytotoxicity against human noncancerous fibroblast WI-38 cells (>300 µM) resulting in
extraordinarily high selectivity indices of >1700.
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Figure 22. Rational design of α-pyridinyl DXR-inhibitors 105a, b and 106a, b. Ki values are given
in µM (black) or nM (blue) against EcDXR, Pf DXR and Pf Dd2.

To elucidate the interactions between 106b and Pf DXR, the crystal structure in complex
with NADPH and Mn2+ was solved and analyzed (Figure 23). In the crystal structure,
the backbone of 106b showed similar interactions to previously analyzed DXR inhibitors
with α-phenyl substituents (e.g., 66, Figure 17) [32,94,140,141]. In addition, the pyridine
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nitrogen atom formed a hydrogen bond with the thiol group of Cys338. This interaction is
not possible for the unsubstituted phenyl analog 66 and is thus a conceivable explanation
for the weaker activity of 66 compared to 106b.

α

α
α

α

Figure 23. (A) overall structure of Pf DXR in complex with Mn2+ (brown sphere), 106b (green) and
NADPH. (B) Close-up view of the active site of Pf DXR:106b. Reproduced from Xue et al. (PDB:
4GAE [139].

4.3.4. α-Substituted Reverse Carba Analogs
Focusing on reverse fosmidomycin analogs, Kurz and coworkers broadly investigated

the effects of the substitution at the α-position of the propyl linker [93,100,101]. The
comprehensive biological data of α-substituted reverse analogs (107–111) are summarized
in Figure 24. Several reverse carba analogs (107b, 108a, 109 and 110a, b, 111b) inhibited
Pf DXR with IC50 values in the low nanomolar range and outperformed fosmidomycin.
The IC50 values against EcDXR are 1–3 orders of magnitude higher than the corresponding
IC50 values for Pf DXR, but comparable to fosmidomycin. This finding is of significant
importance since EcDXR was initially used as a surrogate for Pf DXR inhibition due to its
difficult production and handling [100]. Kurz and coworkers concluded based on this series
that α-phenyl derivatives with a free or N-methylated hydroxamic acid (107a, b) moiety
are very promising derivatives for further drug development [93,100,101]. Introduction
of electron-withdrawing chloro- and fluoro-substituents (109, 110a, b) led to excellent
inhibitors of Pf DXR (IC50 = 3–4 nM), while electron-donating groups (111) decreased
activity (Figure 24). Derivative 110b was furthermore a potent inhibitor of Pf Dd2 in vitro
(IC50 = 40 nM).

Interestingly, the in vivo efficacy of the difluorophenyl derivative 110a (application
of 80 mg/kg i.p. for 5 days) in a P. berghei ANKA mouse model at day 5 post-infection
was almost similar to fosmidomycin. Compounds 110a and 110b reduced the percentage
of infected erythrocytes significantly (89% and 78%, respectively), but the effect on mice
survival was less pronounced, and no curative antimalarial activity was observed [100].
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Figure 24. Biological data of α-substituted reverse fosmidomycin analogs (105–109).

Moreover, the X-ray crystal structure of EcDXR in complex with fosmidomycin and
Mn2+ (Figure 25) revealed that fosmidomycin fits perfectly into the closed conformation
of the catalytic site, whereas the difluorophenyl ring of 110b would clash with the flexible
loop region and therefore binds to the open conformation of the catalytic site.
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Figure 25. Schematic overview between 110b (green) and the active site of EcDXR. Intramolecular
van der Waals interactions (light blue) between the N-methyl group with the difluorophenyl ring
and the linker atoms of 110b. Distances are in Å [100]. Reprinted with permission from J. Med. Chem.

2011, 54, 6796–6802 [100]. Copyright 2022 American Chemical Society.
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4.3.5. Reverse α-Substituted Oxa, Thia and Aza Analogs
Based on the promising α-phenyl-substituted reverse carba analogs, Kurz and

coworkers developed bioisosteric α-substituted β-thia and β-oxa analogs (112–115,
Figure 26) [93,138,142,143]. Compounds 112–115 were tested against Pf, Mt and EcDXR
enzymes as well as in antiplasmodial growth assays towards Pf Dd2 and Pf 3D7. The
β-oxa analogs with an unsubstituted hydroxamic acid group (113) were at least 2 orders
of magnitude less potent than their N-methylated analogs 112a–h in all DXR enzymes
and Pf growth assays. Derivatives 112a–h were good to excellent inhibitors of Pf DXR
(IC50 = 12–65 nM), but were less efficient in Pf growth assays (IC50 = 0.2 µM–1.3 µM). These
results indicated that the N-methylation of the hydroxamic acid moiety is often beneficial
for potent antiplasmodial in vitro activity of α-phenyl-substituted reverse analogs. The
positive impact of N-methyl substitution was later confirmed for the β-thia-analogs (115a–h)
as the non-methylated derivatives 114a–f were in general less efficient compared to the N-
methyl-substituted analogs. Analysis of the crystal structures of N-methylated derivatives
showed, that the methyl group forms beneficial van der Waals interactions [100,138].

α
β

 

−

α

α

α
α

Figure 26. Antibacterial and antiplasmodial activity of thia (112+113), oxa (114+115), sulfone (116)
and aza (117) analogs.

Furthermore, carba, oxa and thia analogs showed potent inhibitory activity towards
the DXRs of E. coli, P. falciparum and M. tuberculosis (Figures 17 and 26). The thia-analogs
115a–h were more active against EcDXR and MtDXR than the carba analogs (107b–111b,
Figure 24) while the carba derivatives displayed the strongest activity against Pf DXR. The
oxa analogs (112a–h, 113) demonstrated the weakest inhibitory activity against all tested
DXR enzymes.

The higher activity of the thia analogs was explained by the interaction of the large
polarizable sulfur atom with the highly conserved Met298 of the flexible loop. In oxa
analogs, the considerably smaller electronegative oxygen atom would lead to a repulsive
effect, while the carbon atom does not interact with the enzyme [138]. Kunfermann et al.
identified the remarkable enantioselectivity of thia analog 115a towards Pf DXR [138]. The
highly active S-(+)-enantiomer of 115a gave a IC50 of 9 nM, whereas the R-(−) enantiomer
was virtually inactive with an IC50 of >10 µM. This was confirmed by the co-crystallization
of the S-(+)-isomer of 115a with Pf DXR. In addition, the α-3,4-dichlorophenyl-substituted
derivative 115d showed excellent inhibition of all tested DXR enzymes (Ec, Mt, Pf ) with
excellent IC50 values of 5-10 nM. In a later publication, the thioethers were oxidized

59



Pharmaceuticals 2022, 15, 1553 28 of 56

to their corresponding sulfones with the general structure 116 (Figure 26). The sulfone
derivatives were 2–3 orders of magnitude weaker inhibitors than their corresponding
thioethers in respect to the three enzyme orthologs. The majority of the sulfone derivatives
showed no significant inhibition of Pf 3D7 growth in vitro. One exception is the α-3,5-
dimethoxy substituted sulfone derivative (structure not shown), which displayed at least
moderate antiplasmodial in vitro activity [143]. Adeyemi et al. recently synthesized a
series of α-benzyl analogs (117a–c, Figure 26), where the benzyl residues were attached to a
nitrogen atom instead of the sp3-hybridized α-carbon atom of the propyl linker, resulting in
phosphoramidate analogs of reverse FR900098. The α-benzyl derivatives (117a–c) were non-
cytotoxic to the mammalian cells, but only weakly active or inactive against P. falciparum.
Docking studies suggested that the benzyl substituent would not fit into the substrate
binding site of Pf DXR due to its size and conformational constraint [144].

4.3.6. β- and γ-Substituted Analogs
Compared to α-substituted DXR inhibitors, there are fewer β- and γ-substituted DXR

inhibitors available due to their more difficult synthetic accessibility. Earlier in the develop-
ment of fosmidomycin analogs, Geffken and coworkers synthesized some moderately to
weakly active POM-prodrugs of 1 and 2 with γ-methyl and γ-phenyl substitution (118–119,
Figure 27) [133]. While the POM-prodrug of 1 inhibited 100% growth of the Pf 3D7 strain at
100 µM, the activity for γ-methyl (118a, b) and γ-phenyl (119a, b) derivatives dropped to
or below 60% growth inhibition. The weak antiplasmodial activity was attributed to the
γ-methyl and γ-phenyl residues which could interfere with the interaction between the
hydroxamic acid moiety and the divalent cation in the active site of DXR [133].
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Figure 27. Antiplasmodial activity of β- and γ-substituted analogs (118–121).

Van Calenbergh and coworkers [145] introduced aryl (120a–e, Figure 27), alkyl (120f),
and aryl alkyl substituents (121a–d) at the β-position of lead structure 4 (Figure 9).

If a β-aryl moiety (120a–e) is directly attached to the carbon linker, the derivatives
are weak to poor inhibitors of Ec, Pf and MtDXR. The reduction in inhibitory activity
was lower in the β-methyl substituted analog (120f), but still significant. A small activity
improvement was observed for inhibitors with arylalkyl residues in the β-position (121a–d).
For example, compound 121c with a phenyl-propyl residue inhibited EcDXR and Pf DXR
with IC50 values of 0.8 and 0.1 µM, respectively. In contrast, the β-phenyl-butyl derivative
121d was more active against Pf DXR with an IC50 of 69 nM, surpassing the inhibitory
activity of fosmidomycin. However, 121d was less active towards EcDXR and inactive
against MtDXR.

X-ray structures of 121c and 121d in complex with Pf DXR revealed that the longer,
more flexible phenyl alkyl residues led to different flap structures in the case of Pf DXR.
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The β-phenyl residues of these compounds are in a boomerang shape and able to interact
with their own N-methylated hydroxamic acid moiety as well as with Trp296 through
an acyl-group-to-ring interaction. Additionally, the X-ray structures revealed that the
R-enantiomer is primarily bound to the enzyme.

Expanding their prior work, van Calenbergh and coworkers synthesized a series of β-
arylpropyl derivatives (121e–g, Figure 27) bearing various substituted phenyl moieties [146].
The introduction of a methyl group in the 3-position in the case of 121e improved inhibitory
activity to 50 nM against EcDXR compared to the unsubstituted phenyl ring (121c). An
improvement of Pf -K1 inhibition was realized by the introduction of a methyl group in the
4-position of the phenyl ring (121f), leading to an IC50 value of 1.4 µM. The replacement of
the phenyl moiety with a biphenyl substituent (121g) slightly decreased inhibitory activity
against Pf DXR (IC50 = 1.6 µM) while significantly reducing inhibitory activity against Pf -K1
(IC50 > 64 µM). X-ray structure analysis of 121e and other members of this series revealed
that upon inhibitor binding the flap covering the active site was disordered resulting in key
interactions of Trp296 with 1 and 2 being no longer possible.

5. Phosphonic Acid Isosteres and Bioisosteres

Fosfoxacin (47), first isolated from P. fluorescens in 1990 [122], is the phosphate bioisoster
of fosmidomycin (Figure 15). In 2006, fosfoxacin (47) and its acetylated congener 48
(Figure 15) were first synthesized by Woo et al. and identified as more potent inhibitors
of Synechocystis DXR than 1 (Ki 47 = 19 nM and Ki 48 = 2 nM vs. Ki 1 = 57 nM, data
not shown in Figure 28) [98]. Munier et al. [147] continued investigating the replacement
of the phosphonic acid moiety of 1–4 (Figure 9) by a phosphate moiety and evaluated
the antibacterial efficacy of bioisosteres 47–48 and 122–123 against DXRs of E. coli and M.
smegmatis (Figure 28, data for M. smegmatis not presented). The organic phosphates 123
(IC50 = 46 nM) and 48 (IC50 = 77 nM) inhibited EcDXR in a similar range as fosmidomycin
(IC50 = 42 nM) but are still 12–20-fold weaker inhibitors than 2 (IC50 = 4 nM, Figure 1).
Surprisingly, the formyl analog 47 and the non-methylated hydroxamic acid analog 122
are only moderate to weak inhibitors of EcDXR (IC50 = 0.34 µM and 2.6 µM, respectively).
Furthermore, 47–48 and 122–123 were tested in bacterial growth assays but were less
effective than 1 and 2 (Figure 1) in Ec and a fosmidomycin-resistant Ec strain (FosR). In
general, it was unexpected that all phosphonic acid derivatives were more potent than
their phosphate analogs because phosphate derivatives should fit better into the phosphate-
binding site of DXR [147,148].

Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., performed one of the earliest attempts to replace
the phosphonic acid with a phosphinic acid group (124–125, Figure 28). However, both
phosphinic acid analogs (124–125) were less active against selected Gram-negative bacteria
than 1 and 2 [118].

Perruchon et al. [134] retained the phosphonic acid group and synthesized biolog-
ically stable monoalkyl phosphonates (126–133, Figure 28) that are not rapidly cleaved
by phosphatases [149,150]. To further investigate the possible presence of an extended
binding region, compounds (131–133, Figure 28) were synthesized [134]. Indeed, the ac-
tivity against EcDXR increased with the chain length of the alkyl residue (IC50 = 50 µM
for 126 with methyl group vs. IC50 = 2.1 µM for 130 with isopentyl group), suggesting
the presence of the proposed lipophilic binding region. However, the alkyl monoesters
showed no measurable antiplasmodial activity (IC50 > 10 µM) with the exception of the
arylethyl monoesters (131–133), which showed weak inhibitory activities against Pf Dd2
strains (IC50 = 5–6 µM). In summary, it was demonstrated that both hydroxy groups of the
phosphonic acid moiety are mandatory for potent inhibitory activity and all synthesized
derivatives displayed low in vitro inhibitory activity against Pf Dd2 and EcDXR.
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Figure 28. Biological data of phosphonic acid isosteres. Light blue: hydroxamate moiety. Grey:
hydroxamic acid moiety. a: R = H. b: R = methyl. n.d. = not determined. Fosmidomycin (1) as a
reference compound.

Furthermore, different research groups replaced the phosphonic acid group with
isosteric groups, which are summarized in the second half of Figure 28. Derivatives with a
carboxylic acid moiety (136–138, Figure 28) were inactive against Synechocystis, Ec or Mt
DXR [98,99,151]. A possible explanation for the loss of inhibitory activity resulting from the
phosphonic acid replacement is the planar geometry of a carboxylic acid moiety compared
to the pyramidal geometry of the phosphonic acid group.

In 2011, Andaloussi et al. [104] tried to identify less polar MtDXR inhibitors, which
can penetrate the highly lipophilic cell wall by replacing the phosphonate with carboxylic
acid bioisosters (139–141, Figure 28). Only the isoxazole carboxylic acid analog (140)
showed negligible MtDXR inhibition with an IC50 of 150 µM (IC50 1 = 0.08 µM), while the
hydantoin (139) and C-substituted tetrazoles (141) showed no inhibition [104]. Nguyen-
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Trung et al. [152] developed analogous C- and N-substituted tetrazole derivatives (142–144,
Figure 28), which demonstrated no inhibitory activity towards EcDXR. The loss of activity
was explained by the planar rigid structure of the tetrazole, which could disrupt several
potential interactions between the heterocycle and various amino acids in the active site of
DXR. The authors hypothesized that 142–144 were unable to occupy the hydroxamate and
phosphonic acid binding sites simultaneously.

In addition, several working groups studied the importance of the phosphonic acid
pharmacophore by replacing this moiety with charged and uncharged sulfur-containing
functional groups.

The mono alkyl sulfate analogs (145–146), sulfonic acid (147) and sulfamate analog 148
(Figure 28) were weak or inactive against EcDXR [98,99,151], likely due to their different
abilities to form hydrogen-bond interactions compared to the phosphonic acid moiety [153].
Perruchon et al. [134] synthesized derivatives with polar, but uncharged, sulfone or sulfon-
amide moieties (149–151, Figure 28). Both groups contain two oxygen atoms which could
act as hydrogen bond acceptors and form hydrogen-bond networks with Ser186, Ser222,
Asn227 and Lys228, akin to the interactions of the phosphonic acid group. Furthermore,
Perruchon et al. analyzed the surface of the phosphonic acid binding site and identified
a small sub-pocket that eventually permits the attachment of small additional residues.
The sulfone derivatives with small alkyl (149) and arylalkyl moieties (150) can only act
as hydrogen bond acceptors, while the N-H moiety of the sulfonamide (150) might form
hydrogen bonds with Ser186 and Ser222 due to their side-chain flexibility, which allows
rotational and conformational changes. However, no derivative showed inhibitory activity
against EcDXR (Figure 28). In 2015, Gadakh et al. [154] continued the efforts regarding pos-
sible replacements for the phosphonic acid pharmacophore by modifying the unsubstituted
sulfonamide moiety. The authors synthesized four N-acylated sulfonamides with methyl,
phenyl, benzyl and phenylethyl residues (151, Figure 28). Even though molecular mod-
elling results indicated the occupation of a larger hydrophobic pocket like for the arylethyl
esters (131–133), the compounds with an N-acyl sulfonamide moiety (152, Figure 28) were
completely inactive against EcDXR. At least, 29% inhibition of MtDXR was observed for the
N-(methylsulfonyl)amide (153, Figure 28) at a concentration of 100 µM. A possible explana-
tion for the lack of activity of compounds 151–153 could be the strong delocalization of the
negative charge weakening the hydrogen bond network in the phosphate-binding site.

In summary, derivatives with sulfamate or N-substituted tetrazole derivatives as neu-
tral molecules, as well as carboxylic acid, sulfonate and C-substituted tetrazole derivatives
as monoprotonic acids and mono- and diesters of the phosphonic acid moiety do not inhibit
DXR enzymes.

The data presented underscore the importance of two negatively charged groups
which are present in the (monoalkyl)phosphate and the phosphonate moiety. However,
differences between phosphonate and phosphate-based inhibitors (47–48 and 122–123)
observed in antimicrobial growth assays could be related to the cell wall and/or membrane
penetration and chemical/metabolic stability. Interestingly, the fact that phosphate-based
derivatives (47–48) inhibited Ec growth indicated that highly hydrophilic phosphates can
penetrate into cells, likely via the glycerol 3-phosphate transporter (GlpT) and/or the hexose
6-phosphate (UhpT) transporter [155–157]. This hypothesis is supported by the lack of
inhibition observed in a fosmidomycin-resistant Ec strain in which GlpT/UhpT transporters
are not active [158]. Besides this, the metabolic instability of organic phosphates due to
their cleavage and inactivation by phosphatases is well described and can contribute to the
different activities of phosphates compared to the phosphonic acid-based inhibitors [98].
Consequently, further investigation by several groups concentrated on the synthesis of
phosphonic acid prodrugs and derivatives.

6. Conclusions Regarding Structure–Activity Relationship

The hydroxamate and retro-hydroxamate moiety are thus far the only suitable MBGs
that result in potent DXR inhibitory activity. Inhibitors with hydroxamate and retro-
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hydroxamate MBGs showed comparable activity and no enhanced selectivity for specific
bacteria or parasites. All analogs with (bio)isosteric replacements for these groups were
only weakly active or inactive (Figure 29). The tight structure–activity relationship was also
demonstrated for the phosphonic acid moiety. Only the naturally occurring monoalkylphos-
phate fosfoxacin (47) and the phosphate analogs 48, and 122–123 (Figure 15) showed com-
parable or slightly superior activity against DXRs compared with fosmidomycin. All other
tested di- and monoprotonic acids (carboxylates, sulfonates, phosphonic acids) as well as
non-dissociating moieties (sulfamates, N-substituted tetrazoles) showed no DXR inhibition.
Furthermore, it has been demonstrated that both hydroxy groups of the phosphonic acid
moiety are essential for potent inhibitory activity.

α β γ
α

γ β
β

α
α

β γ

Figure 29. Structure–activity relationship (SAR) of fosmidomycin derivatives. EW = electron with-
drawing, ED = electron donating, o = ortho, MBG = metal binding group.

To optimize the linker, several structurally diverse inhibitors were synthesized: The
optimal linker consists of three atoms being classified as α-, β- and γ-atoms, which in most
inhibitors are carbon atoms. Nitrogen atoms in the α-position and oxygen atoms in the
γ-position were not tolerated, while β-oxa analogs were partly tolerated. However, a sulfur
atom in the β-position of the linker (115, Figure 26), led to the most potent known inhibitors
and showed increased selectivity for MtDXR. The majority of conformationally restricted
linkers were not tolerated. Two exceptions are a trans-configured cyclopropyl linker (55,
Figure 16), which displayed similar activity as fosmidomycin (1), and an unsaturated
propenyl linker as in FR32863 (IV, Figure 2), which was active in the nanomolar range.

In the α position electron-withdrawing chlorine and fluorine atoms increased activity
and the acidity of the phosphonate moiety. Furthermore, α-phenyl substituents, especially
with electron-withdrawing residues in para- and meta-position such as fluorine (110a, b,
Figure 24 and 114c, 115c, Figure 26), were beneficial. β- and γ- substituted analogs are
scarce and these types of modifications are mostly not well tolerated.

Despite the promising anti-infective activity of DXR inhibitors in vitro, to date, none
of the inhibitors exhibited significant curative antimalarial in vivo activity in infectious
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mouse models. However, among emerging diverse inhibitors, some derivatives showed
excellent DXR enzyme inhibition in the low nanomolar range.

7. Prodrugs of Fosmidomycin and Its Analogs

Phosphonic acid groups in drugs and drug candidates are often associated with
unfavorable and challenging physicochemical and ADME properties. Despite their stability
towards phosphatases, the membrane permeability and subsequent cellular uptake of small
molecules containing phosphonic acid groups are often insufficient [159–161]. The poor
membrane permeability of phosphonic acids is due to their anionic nature at physiological
pH. To mask the anionic structure and to overcome the limitation described above, various
types of phosphonic acid prodrugs were and are still under development. The overall goal
of this prodrug concept is to enable efficient oral administration of phosphonic acid-based
small molecules.

Particularly challenging organisms include Mt due to its highly lipophilic mycolic
acid-containing cell wall, and parasites with apicoplasts, in which the DXR enzyme is
located. In Pf erythrocyte models, prodrugs need to pass seven membranes and the exact
compartment of bioactivation is not known [36]. To date, all in vivo studies with DXR
inhibitors have been conducted with mice infected with Plasmodia.

To mask the highly polar phosphonic acid moiety of fosmidomycin and its analogs and
to achieve in vivo efficacy against malaria, established prodrug concepts commonly used
for antiviral drugs were employed. These concepts include lipophilic phosphonate esters,
e.g., tenofovir disoproxil (Viread, 2001) [162] containing a bis-POC (isopropyloxycarbony-
loxymethyl) moiety and adefovir dipivoxil (Hepsera, 2002) [163] with a bis-POM (pivaloy-
loxymethyl) moiety, aryloxyphosphoramidate (e.g., remdesivir, sofosbuvir) [161,164–167],
aryloxyphosphonamidate prodrugs (e.g., tenofovir alafenamide) [162,168,169] phospho-
bisamidates [170], cyclic esters and monoalkylphosphonates [163].

7.1. Lipophilic Phosphonic Acid Esters

Aiming to overcome the poor permeability and absorption as well as the relatively
short half-life time of fosmidomycin and FR900098 (Figure 1) [61,62], several groups devel-
oped phosphonic acid prodrugs to increase oral bioavailability and in vivo efficacy. Most
prodrug moieties increase the lipophilicity of the phosphonic acid group. The different
structure types of lipophilic prodrugs presented in the following chapters are summarized
in Figure 30.

 
Figure 30. Lipophilic phosphonate prodrugs used for fosmidomycin and its analogs.

7.1.1. Ester Prodrugs of Fosmidomycin and FR900098
In 2001, the first in vivo studies with FR900098 (2, Figure 1) and its diaryl ester pro-

drugs were conducted by Wiesner et al. (154a–c, Figure 31). While a significant increase in
the in vivo antimalarial efficacy for the bis(4-methoxyphenyl) diester prodrug (154c) was
observed, no curative properties have been detected [171].
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Figure 31. Results of in vivo studies of lipophilic FR900098 (2) esters. Blue indicates improvement
and grey reduction of efficacy/plasma concentration of the prodrug compared to parent compound 2.
p.o. = per os, p.i. = postinfection.

Due to toxicity concerns for the liberated phenols upon bioconversion, alternative
lipophilic phosphonic acid derivatives such as acyloxyalkyl and alkoxycarbonyloxyethyl
esters (Figure 30) of FR900098 (2) have been synthesized by the Schlitzer group. These
derivatives were designed to reduce toxicity while increasing bioavailability and anti-
malarial in vivo activity [172–174]. Initial investigations documented an improved in vitro
antiplasmodial activity of the FR900098-prodrug 155 against Pf 3D7 and Dd2 strains as
well as increased oral bioavailability. To prove the bioconversion of 155 and verify oral
bioavailability, 40 mg/kg of ester prodrug 155 and 2 were orally administered to mice.
2 showed a plasma concentration of 1.2 µM after 30 min while application of 155 led to
an improved plasma concentration of 3 µM of 2 after cleavage of the prodrug moiety by
plasma esterases. The plasma levels of 155 and 2 were below the detection limit 2 h after
application underlining the poor pharmacokinetic properties of 2 and its prodrugs [173].

Following up on this concept, the Schlitzer group synthesized further bis[(acyloxy)alkyl]
(157–159, 162–166, Figure 31) and bis[(alkoxycarbonyloxy) ethyl] ester (160–161) prodrugs
of 2 and tested them in a P. vinckei mouse model over 6 to 11 days. Even though the prodrug
158 was more active than its parent compound 2, the formation of formaldehyde from the
dioxymethylene group was classified as unfavorable. In contrast, prodrugs containing a
1,1-dioxyethylene group (157, 159–161, 163–165) released less problematic acetaldehyde
during bioactivation.
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The most promising derivative 157 was tested in vivo and compared with FR900098.
10 mg/kg of 157 showed the same activity as 40 mg/kg of FR900098, while higher dosages
up to 40 mg/kg of 157 exceeded the efficacy of FR900098 after 8 days [174]. Although
the in vivo efficacy of 2 has been improved through the development of prodrugs, further
improvements are necessary in order to provide candidates with curative properties.

In 2017, Courtens et al. [175] described acyloxybenzyl and alkoxyalkyl phosphonate ester
prodrugs of the reverse FR900098 (167–168, Figure 32). The acyloxybenzyl prodrugs 167a–e
surpassed the inhibitory activity of fosmidomycin against Pf -K1 (IC50 (1) = 1.7 µM) and Mt
H37Ra strains (IC50 (1) > 64 µM). Among the tested compounds, the acetyl ester 167a was
the weakest inhibitor, while 167c and 167e were highly active derivatives (IC50 = 0.4 µM)
against Mt. However, prodrugs 167a–e showed cytotoxic effects in the MRC-5 fibroblast
cell line. In contrast to alkyloxymethyl prodrugs, acyloxybenzyl prodrugs release the
reactive electrophile quinone methide during bioactivation, which could be the reason for
the observed cytotoxicity [175]. The synthesized monoalkoxyalkyl phosphonates (168a–d)
were not active against Mt, but the antiplasmodial activity of dodecyl 168c and hexadecyl
analog 168d exceeded the efficacy of fosmidomycin. The authors hypothesized that the long
alkyl chains could improve passive diffusion. The Dowd group elucidated the activity of
phosphonate ester as potential prodrugs of 2 against a panel of Gram-positive (B. anthracis,
E. faecalis, S. aureus (MSSA and MRSA)) and Gram-negative bacteria (Acinetobacter and
E. coli) as well as Mt (Figure 33) [42]. Consistent with previous results with dialkyl ester
prodrugs, the prodrugs 169, 173 and 175 showed weak or reduced activity against these
bacteria (for results of all tested bacteria, see Uh et al. [42]), which was expected due to
insufficient bioactivation of small aliphatic dialkylphosphonates.

 
Figure 32. Antiplasmodial and antimycobacterial activity of acyloxybenzyl (157) and alkoxyalkyl
phosphonate ester prodrugs (158).

 
Figure 33. Inhibitory activity of different FR900098 prodrugs (169–177) against M. tuberculosis H37Rv
in growth assay.
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The bis-POM ester (176) (MIC = 50–100 µg/mL) and the bis-[benzoyloxymethyl]
ester (177) (MIC = 25–100 µg/mL) were moderately active against Mt H37Rv. In general,
the antimycobacterial activity increases with the size of the prodrug moiety [42]. In Mt,
the uptake of hydrophilic DXR inhibitors does not occur via the GlpT transporter due
to its absence. Consequently, the effectiveness of the prodrugs 176 and 177 mainly relies
on their lipophilicity, which enables penetration of the membranes by passive diffusion.
Moreover, it was hypothesized that prodrugs 176 and 177 circumvent resistance caused
by glpT mutations observed in bacteria where uptake of DXR inhibitors is reliant on the
GlpT. The second observation made in this study is that ester prodrugs of primary alcohols
(176, 177) are more active than esters prodrugs of secondary alcohols (170, 172, 174). It
was hypothesized that cellular esterases are unable or only partially able to hydrolyze
substrates with a substituted acyl moiety [42,176].

In 2012, Ponaire et al. reported further acyloxymethyl phosphonate prodrugs of 3
and 4 (178–180, Figure 34) and tested their activity in an M. smegmatis growth assay using
a paper disc diffusion method with a concentration of 400 nmol/disk. (Figure 34) [177].
The phosphonic acids 1 and 2 inhibited the growth of M. smegmatis, whereas the prodrugs
178a–c showed no growth inhibition. Prodrugs of N-methylated DXR inhibitors (180a–c)
moderately inhibited mycobacterial growth. The n-propionyloxymethyl prodrug 180a was
more active than the lipophilic POM (180b) and benzoyloxymethyl (180c) prodrugs [178].
This suggested that the uptake of bulky and rigid prodrugs might be restricted. As the most
active prodrug 180a contained an n-propionyloxymethyl moiety, the n-propionyloxymethyl
prodrugs of 1 and 2 were prepared (179a, b). However, 179a, b demonstrated no growth
inhibitory effects.

 

β

α

α

α α

Figure 34. Antimycobacterial activity of prodrugs (178–180) against M. smegmatis determined by
paper disc diffusion method.

7.1.2. Ester Prodrugs of Fosmidomycin Analogs
Haemers et al. synthesized the β-oxa isostere of 4 (54, Figure 15) and the corresponding

POM-prodrug (181, Figure 35), which showed a 4-fold improvement in in vitro efficacy
against Pf 3D7 compared to the parent compound 54 [123]. The Dowd group designed
and synthesized POM prodrugs (182a, b) of the natural product FR32863 (IV) and the
acetylated analog 42 (Figure 35). Both prodrugs (182a, b) Prodrug 182a was identified as a
potent inhibitor of Pf growth with an IC50 of 13 nM [179].
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α α

Figure 35. Structure and antiplasmodial activity of prodrugs 181 and 182.
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The POM prodrug 182a was further evaluated for in vivo efficacy in a P. berghei-
infected mouse model of malaria, where groups of mice were infected with luciferase-based
blood-stage P. berghei ANKA (PbA). Prodrug 182a reduced parasitemia in the mice treated
with a dose of 20 mg/kg for 5 days. Moreover, 182a was well tolerated and showed no
evidence of cytotoxicity in vitro [121]. The POM-prodrug 182b was only tested in vitro in
an Mt growth assay and compared to parent compound 45 (Figure 14) increased the MIC
from >200 µg/mL to 9.4 µg/mL [119].

In 2006, Schlüter et al. published a series of α-benzylated POM-prodrugs shown in
Figure 36. These prodrugs contain benzyl (183), 2,5-dimethyl-benzyl (184), 3,4-dichlorobenzyl
(185), 4-methoxybenzyl (186) and (5,6,7,8)tetrahydronaphthalen-eylmethyl (THN) (187–188)
substituents in the α-position of the propyl linker (Figure 36). While the prodrugs with a 3,4-
dichlorobenzyl (185) moiety retained most of their antiplasmodial activity (59% inhibition at
1 µM) compared to 1 and 2 (32% and 71% at 1 µM), all other bulky substituents at the phenyl
moiety drastically reduced antiplasmodial potency [131]. Schlüter et al. expanded the
SAR analysis of the substitution pattern in the α-position by comparing the antiplasmodial
activities of a number of α-alkyl-substituted (methyl, dimethyl, ethyl, n-propyl and i-propyl)
inhibitors (189, 191–194) with POM-prodrugs of 1 and 2 (Figure 36) [131] The α-methyl-
substituted prodrugs (189a, b) exerted significant antiplasmodial activity (IC50 = 0.7 µM),
while longer alkyl chains led to a considerable loss of antimalarial activity (less than 50% Pf
growth inhibition at 25 µM, data and structures not shown). The α-phenyl derivatives
(190a, b) exhibited similar antiplasmodial activity to (189a, b). Extending this concept, the
N-acetylated and N-formylated derivatives with α-hydroxymethyl (195a, b) and fluorinated
α-phenyl substituents (196–198) were prepared and evaluated. The α-hydroxymethyl
moiety compromised the inhibitory effects and reduced activities of inhibitors with IC50
values of 6.7 µM for 195a and 3.7 µM for 195b. The presence of the α-2,6-dimethyl-phenyl
group in 198a led to reduced activity. In contrast, the introduction of an α-3,4-difluoro
phenyl substituent (196a) increased the potency towards Pf compared to the analog bearing
an unsubstituted phenyl ring (43.7% inhibition @ 0.5 µM for 196a vs. 39% for 190a with an
α-phenyl substituent) [133].
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Figure 36. Antiplasmodial activity of α-benzyl and α-alkyl analogs 183–198. Derivatives were
screened for their inhibition of P. falciparum 3D7 growth at 0.5, 1 and 25 µM.
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The Kurz group also synthesized phosphonate ester prodrugs of reverse β-oxa and
carba analogs with a 3,4-difluorophenyl substituent in the α-position of the linker (110a,
110b and 114b, Figure 37). The phosphonic acid group of the inhibitors 110a, 110b and
114b was masked with n-butyloxycarbonyloxymethyl (A), POC (B) and POM (C) prodrug
moieties (Figure 37). All prodrugs of this series (199–205, Figure 37) were excellent to potent
inhibitors of Pf 3D7 and Dd2 with IC50 values between 8 and 49 nM and were more potent
than their respective parent compounds (IC50 = 0.075–0.54 µM) [37]. Significant growth
inhibition was achieved by the introduction of the POM prodrug moiety unit into the β-oxa
analog 205 with an IC50 value of 13 nM against Pf 3D7. 205 was more than 40-fold more
active than the parent compound 114b (IC50 value of 0.54 µM). The antiplasmodial activity
of 114b was further surpassed by the carba analog 203 with an excellent IC50 value of 8 nM.
The inhibitors with an n-butyloxycarbonyloxymethyl prodrug unit (A) outperformed the
inhibitors with a POC prodrug unit (B), which could be due to less steric hindrance during
enzymatic or chemical cleavage. Notably, the n-butyloxycarbonyloxymethyl (199, 200, 201)
and POM (205) prodrugs exhibited the same antiplasmodial potency (IC50 = 13–39 nM) in
a whole-cell assay as their parent phosphonic acids 110a, b and 114b in a Pf DXR enzyme
assay. Finally, it should be mentioned that, to date, no prodrugs of the highly active reverse
thia analogs were synthesized, which could be an interesting strategy, especially for Mt
drug research.

 

α

−

Figure 37. Antiplasmodial activity of parent compounds (110a, 110b, 114b) and prodrugs (199–205)
against Pf 3D7.

Faísca Phillips et al. [180] combined several concepts that increased antiplasmodial ac-
tivity and synthesized the rigidized 1-hydroxy-piperidin-2-one analogs 206 and 1-hydroxy-
azepan-2-one 207 (Figure 38). In accordance with the design, the cyclic POM-prodrug 208
surpassed the activity of fosmidomycin, FR900098, and its POM-prodrug (IC50 = 72 nM)
against Pf Dd2.

An interesting example of an intramolecular cyclic phosphonate is the potential pro-
drug 208 synthesized by Andaloussi et al. (Figure 38) [128]. While the parent compound
with a free phosphonic acid (83, Figure 18) showed 36% growth inhibition of MtDXR at
100 µM, the cyclic ester was 3-fold less active and showed little activity. Both compounds
lacked activity against Mt H37Ra.
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Figure 38. Inhibitory activity of rigidized prodrugs 206–208 against Pf Dd2 or Mt H37Ra.

7.2. Double Prodrugs

In 2012 and 2015 Kurz and collaborators also published the first double ester pro-
drugs of the reverse α-3,4-difluorophenyl-substituted DXR inhibitors (108b and 112b, see
Section 4.3.5) containing acyloxymethyl or alkoxycarbonyloxymethyl phosphonate pro-
drug moieties. [127] Since the penetration of several membranes is necessary to reach the
target DXR in the plasmodial apicoplast, the hydroxy group of the hydroxamic acid moiety
was also masked by acetate, pivalate, carbonate and carbamate (Figure 39) [37]. By masking
the phosphonic acid and hydroxamate structures concurrently, the calculated log p values
increased significantly (log p = −2.5 for 1 vs. log p > 2.5 for all double prodrugs) [37].

α βFigure 39. Schematic overview of reverse α-3,4-difluorophenyl-substituted β-oxa and carba analogs.

As expected, none of the double prodrugs inhibited Pf DXR. Surprisingly, despite
the nanomolar antiplasmodial in vitro activity against Pf Dd2 (IC50 = 4–70 nM) and 3D7
(IC50 = 8–20 nM) no significant in vivo antimalarial activity in a P. berghei and a humanized
SCID P. falciparum mouse model was observed.

By combining the concept of POM-phosphonate prodrugs with different hydrox-
amic acid prodrugs such as carboxylic acid esters, carbonates and carbamates, the Van
Calenbergh group synthesized novel double prodrugs (209–219, Figure 40). The biological
evaluation of this series was performed via whole-cell assays against Pf -K1 and Mt H37Rv
or H37Ra [181]. Although, the majority of compounds (209–214, 217–219) did not inhibit Mt
growth, prodrugs with a 2-nitrofuran (215) and 2-nitrothiophene (216) moiety were weak
Mt H37Rv inhibitors with MIC of 12.5 µM. The authors hypothesized that 215 and 216 are
bioreductive prodrugs. Unfortunately, significant cytotoxicity of 215 and 216 against MRC-
5 fibroblasts was observed, diminishing their selectivity indices to approximately 2. The
carbonate prodrug 219 and the nonanoyloxybenzyl ester prodrug 218 showed low activity
against Pf-K1, while the ester prodrugs 210–212 were equipotent to fosmidomycin. The
N-benzyl substituted carbamate prodrug 209 was the only retro-hydroxamate to surpass
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the activity of its parent compound 180b (IC50 of 209 = 0.64 µM vs. IC50 of 180b = 0.73 µM).
To date, no in vivo data of these double prodrugs have been published.

α β

 
Figure 40. Antiplasmodial activity of double prodrugs 209–219 against asexual blood stages of Pf -K1
(IC50 in µM) and Mt H37Rv (MIC in µM).

In conclusion, while the bioconversion of the POC- and POM-prodrug is well studied,
further studies regarding the bioactivation of hydroxamate prodrugs in vitro and in vivo
are required.

7.3. Amino Acid Esters and Phosphonamidate Prodrugs

A third prodrug strategy, that is already well-studied and applied to improve phar-
macokinetic properties in hepatitis and HIV therapies is the phosphonoamidate prodrug
concept. Aryloxyphosphoramidate prodrugs that are currently in clinical use are sofosbuvir
(Sovaldi, 2013) [166,167] and remdesivir (Veklury, 2020) [161] while tenofovir alafenamide
(Vemlidy, 2015) [168] is the only aryloxyphosphonamidate in clinical use.

The Calenbergh group published two series of amino acid-based reverse N-methyl-
fosmidomycin derivatives (220–223) and their in vitro inhibitory activity was tested against
Mt H37Rv and asexual blood stages of Pf -K1 (Figure 41) [182,183]. In the first series, they
focused solely on the conversion of the phosphonate moiety into bis-phosphonamidate
prodrugs. These modifications were performed by varying amino acid residues (220a–f).
Only the L-lysine-based bis-phosphonamidate prodrug (220e) showed submicromolar
activity against Pf (IC50 = 0.96 µM), while the other derivatives showed activity simi-
lar to fosmidomycin. The L-tyrosine 222a (IC50 = 0.23 µM) and N-acetyl-tyrosine 222b
(IC50 = 0.31 µM) prodrugs showed improved inhibition of Pf -K1 growth in comparison
with fosmidomycin (IC50 = 1.73 µM). According to the authors, the likely protonation of
222a at physiological pH did not appear to affect the uptake into red blood cells. Against
the H37Rv wild-type strain of Mt, only the L-leucine 221b and L-alanine 220f based pro-
drugs exhibited weak activity with MIC values of 50 and 20 µM, respectively. The other
derivatives did not show activity, which might be attributed to a lack of uptake. Further-
more, 220e and 222b were evaluated in a P. berghei malaria mouse model with a dose of
50 mg/kg applied intraperitoneally for 5 consecutive days. Compound 220e failed to show
a reduction of parasitemia post-infection, probably due to chemical/metabolic stability
or insufficient bioactivation, while 222b was able to initially reduce parasitaemia at day 4
(82% suppression). However, the in vivo activity was reduced stepwise after 7 days (66%)
and reached 50% of suppression after 14 days.
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Figure 41. Biological data of amino acid-based prodrugs 220a–f, 221a–f, 222a–b, and 223a–f against
asexual blood stages of Pf -K1 (IC50 in µM) and Mt H37Rv (MIC in µM). AAS = Amino acid side chain.

The α-3,4-dichlorophenyl substitution of reverse fosmidomycin derivatives is a key
structural element responsible for potent DXR inhibition and anti-infective in vitro activ-
ity [100]. Based on this successful modification, the L-alanine ethyl ester and N-acetyl
L-tyrosine ethyl ester prodrugs (structures not shown) have been synthesized. Both deriva-
tives lacked antiplasmodial activity, while the parent α-3,4-dichlorophenyl compound (109)
exhibited nanomolar activity [37].

The Dowd group recently published arylalkyloxyamide analogs of 2 which potentially
act as bisubstrate inhibitors for the natural substrate DXP and the NADPH cofactor [41].
Van Calenbergh and coworkers combined these findings with their phosphodiamidate
prodrug strategy and developed prodrugs with improved penetration capabilities due
to increased lipophilicity [183]. The promising whole-cell antimycobacterial activity of
L-leucine ethyl ester phosphondiamidate (221b) was used as a starting point for further
modification combined with different N-alkoxy residues (223a–g, Figure 41). All tested
derivatives were less active against Pf -K1 (IC50 = 4.2–8.9 µM) compared to fosmidomycin
(IC50 = 1.73 µM) and less active than 220f against the nonvirulent Mt H37Ra strain. These
derivatives were inactive against H37Rv Mt, but cytotoxicity against MRC-5 fibroblasts
was significant.
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In summary, the phosphobisamidate prodrug 220f exhibited moderate in vitro activ-
ity against Mt H37Hv strains, whereas fosmidomycin was inactive, suggesting that this
prodrug strategy may allow permeation through the highly lipophilic Mt cell wall. The
combination of a phosphodiamidate prodrug and arylalkyloxyamide moieties (223a–g) was
unsuccessful. In Pf, the tyrosine ester strategy was more promising than the phosphodiami-
date strategy as N-acetyl- and L-tyrosine esters (222a, b) were the most active compounds.

In 2019, Munier et al. synthesized aryl phosphoramidate prodrugs of fosfoxacin (47)
and its N-methylated analog 48 bearing an L-alanine methyl ester and a 4-methoxyphenyl
moiety (Figure 42) [184].

α

α

 
Figure 42. Structures of aryl phosphoramidate prodrugs of fosmidomycin (224) and FR900098 (225).

Both compounds (224–225) did not inhibit the growth of E. coli and M. smegmatis at
the highest concentration of 400 nmol/disc in a paper disc diffusion assay. The authors
demonstrated that 225 was not stable in the buffer used during the 48 h assay. Furthermore,
the bioconversion into fosfoxacin was determined via incubation with carboxypeptidase
Y (CPY), which catalyzes the hydrolyses of the carboxylic acid ester as the first step in
bioactivation. While the results are not meaningful for 225 due to its instability in the buffer,
224 was completely converted to the amino acyl phosphoramidate intermediate with a
half-life time of 20 h [184]. This new prodrug strategy for DXRi is interesting and should be
used for phosphonic acid analogs, as this moiety is more stable compared to the phosphate
moiety of the fosfoxacin analogs.

In summary, the Van Calenbergh group successfully implemented the synthesis of a
new prodrug type for DXR inhibitor discovery. However, significant in vivo activity was
not achieved. To date, none of the applied prodrugs concepts presented in this chapter led
to curative properties of the parent DXR inhibitors. However, the opportunities are not
yet exhausted, and a combination with other concepts and the development of bisubstrate
inhibitors may help accomplish the desired curative in vivo activity.

8. Fosmidomycin Conjugates and Hybrids

Sparr et al. addressed the poor permeability of fosmidomycin analogs by facili-
tating cellular uptake via a carrier. Cell-penetrating peptides (CPPs), e.g., polycationic
oligoarginins are able to transport physiologically active compounds across membranes
and act as a carrier or delivery vehicle [185–188]. The authors synthesized a salt of fos-
midomycin and 6-carboxyfluorescein (FAM) labeled octaarginine amide in a 4-to-1 ratio
(226, Figure 43). For the second target molecule, octaarginine was attached to the retro-
hydroxamate group of diethyl phosphonate ester of FR900098 using a glutaric acid linker
(227, Figure 43). First, the activity against asexual blood-stage Pf 3D7 in comparison to
fosmidomycin was determined. While the covalent conjugate 227 was less active than
fosmidomycin, the salt 226 was 40-fold more active (IC50 = 4 nM). It was demonstrated
that the FAM-octaarginine alone is no plasmodial growth inhibitor at concentrations up to
100 µM, suggesting the improved activity of 226 is caused by enhanced uptake rather than
synergistic effects. In contrast, neither fosmidomycin nor salt 226 inhibited the growth of
T. gondii (strain RH) in infected human foreskin fibroblasts (HFF). The authors demonstrated
that this is due to the inability of both compounds to cross the parasite’s membranes.
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Figure 43. Structure and antiplasmodial activity of fosmidomycin (226) and FR900098 (227) octaargi-
nine conjugates.

It has been demonstrated that artemisinin–spermidine conjugates were up to 10-fold
more active against the chloroquine-sensitive Pf3D7 strain [189]. This inspired Palla et al.
to synthesize fosmidomycin conjugates and hybrids using the following fragments: the
diethyl phosphonate ester of fosmidomycin (blue), a propyl carboxylic acid linker (grey)
attached to the fosmidomycin hydroxamate nitrogen, a second linker (black), and the
second pharmacophore (green). The artemisinin (ART) conjugates used the polyamines
spermidine (228) or homospermidine (229) as a second linker, while the desalkylchloroquin
(DCQ) hybrids were connected via an ethylenediamine (230) or piperazine (231) linker
(Figure 44).

 
Figure 44. Antiplasmodial activities of artemisinin (ART)-conjugates 228–229 and desalkylchloroquin
(DCQ) hybrids (230–231) against chloroquine-resistant P. falciparum FcB1 strain with ART and CQ
as references.

Compared to the diethyl phosphonate ester of fosmidomycin (structure not shown),
which was completely inactive towards P. falciparum FcB1, the artemisinin conjugates
228 and 229 exhibited potent activity with IC50 values of 0.36 and 0.65 µM, respectively.
However, these values are one order of magnitude higher than the IC50 value of artemisinin
(IC50 = 55 nM). Compared to 228 and 229, the DCQ hybrids 230 and 231 were active in the
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low micromolar range, but are still less active than the parent compound chloroquine. As
demonstrated in this and previous studies, the phosphonic acid moiety of fosmidomycin
is crucial for activity against DXR and its alkyl esters are not cleaved by plasma esterases.
This suggests that the fosmidomycin pharmacophore of the reported conjugates is also
inactive against DXR. Consequently, the potency of 228–231 in the conducted plasmodial
growth assay is likely caused by the pharmacological effect of the second drug (ART, DCQ).

To compensate for the poor physicochemical properties of fosmidomycin, the novel
concepts of covalent and noncovalent attachment to drug delivery vehicles as well as
drugs-conjugates and hybrid molecules have been demonstrated to be sufficient, but not
well examined for DXR inhibitors. These first explorative studies were auspicious and
provide opportunities for further improvement, e.g., application of more labile linker units
for drug delivery vehicles for complete drug release or the use of DXR inhibitors bearing a
free phosphonic acid moiety or proven ester prodrugs instead of stable dialkyl phosphonate
esters. Furthermore, DXR assays must be conducted to elucidate if the inhibitory effect
of the drug-drug and hybrid conjugates can be attributed to DXR inhibition and/or other
target-based effects.

9. DXR-Inhibitors Not Based on Fosmidomycin

Non-fosmidomycin-based DXR inhibitors are herein defined as molecules that inhibit
the isolated enzyme but do not follow the classical pharmacophore of fosmidomycin and
reverse analogs. The number and success of these inhibitors have so far been limited. Due
to the similarity of nitrogen-containing bisphosphonates to DMAPP and its antimalarial
activity, Yajima et al. screened a library of bisphosphonic acid derivatives and identified
compounds 232 and 233 as moderate DXR inhibitors with IC50 values of 4 and 7 µM, respec-
tively (Figure 45). Interestingly, the crystal structures of 232 showed that the bisphosphonic
acid group acts as the metal chelator and does not occupy the phosphonic acid pocket [190].

 
Figure 45. Structure and biological data of non-fosmidomycin-based DXR inhibitors 232–240.

Aiming to increase the lipophilicity of bisphosphonic acid-based inhibitor 232,
Deng et al. tested phenyl and benzyl derivatives containing different cyclic metal-binding
moieties against EcDXR, including inhibitor 234 (Figure 45). Among the tested com-
pounds, 1-hydroxypyridin-2(1H)-one 234 inhibited EcDXR at low micromolar concentra-
tions (IC50 = 1.4 µM) [113]. To expand on the concept that an increase in lipophilicity is
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beneficial to the design of DXR inhibitors, the authors synthesized a series of arylphosphates
containing electron-deficient aromatic moieties. Compounds containing pyridine rings
(236 and 237, Figure 45) were active in micromolar concentrations, while compound 235
(Figure 45) inhibited the enzyme at submicromolar concentrations (235 IC50 = 0.8 µM) [191].
The EcDXR cocrystal structure demonstrated that the phosphonic acid group of 235 oc-
cupied the phosphate binding site of DXP and is not interacting with the catalytic metal
(Figure 46).

 

Figure 46. Superposition of fosmidomycin (green) PDB 1ONP, compound 235 (blue) PDB 3ANM and
compound 232 (pink) PDB 1T1R in the structure of EcDXR (salmon) PDB 1ONP.

To design a molecule that can interact with the catalytic metal ion and occupy the
NADPH binding site, Zinglé et al. synthesized catechol-rhodanine-based DXR inhibitors.
The compounds were found to be promiscuous inhibitors due to the formation of aggregates.
With the inclusion of a detergent in the assay media, compounds 238 and 239 (Figure 45)
showed inhibition at micromolar concentrations (238 IC50 = 6.1 µM and 239 IC50 = 4.4 µM).
Alteration of NADPH concentration in the assay did not alter the inhibition of 238 and
239, suggesting that the compounds indeed did not interact with the NADPH recognition
site [192].

More recently, in silico studies identified N-substituted phosphoramidate derivatives
with a free phosphonic acid as potential DXR inhibitors. However, only the corresponding
phosphonic acid esters were tested against the enzyme and compound 240 (Figure 45) was
the most active compound of this series [193].

Theaflavins have been found to be non-competitive inhibitors of DXR. Theaflavin-
3,3′-digallate (241, Figure 47) showed IC50 of 14.9 µM [194]. Docking studies suggested
the compounds interact with the entrance of the substrate-binding site, supporting its
non-orthosteric inhibition. A recent high throughput screening (HTS) campaign to identify
inhibitors of the MEP pathway focusing on IspC and IspD used LOPAC (Library of Phar-
macologically Active Compounds), a mixed library of 1280 commercial compounds, and
150 natural products [195]. The result of this work was the identification of novel chem-
ical scaffolds as DXR inhibitors 241–246 shown in Figure 47. However, no experimental
validation of these scaffolds has been conducted.
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Figure 47. Structures of natural products (241–246) that potentially act as DXR inhibitors. Lead
structures for the design of DXRi identified via HTS by Haymond et al. [195].

10. Summary

The importance of the MEP pathway for the development of anti-infective drugs has
been demonstrated by target- and cell-based assays in animal models and clinical trials
with fosmidomycin. The majority of DXR inhibitor development focused on the structural
optimization of the natural products fosmidomycin (1) and FR900098 (2). Both natural
compounds potently inhibited the DXR enzymes of a panel of pathogenic bacteria and
parasites such as E. coli, M. tuberculosis, and P. falciparum.

Different design strategies have been employed to optimize the inhibitor profile
and thereby pharmacokinetic (PK) and pharmacodynamic (PD) properties of 1 and 2.
The most promising analogs reported are α-phenyl and α-fluoro-substituted derivatives,
which exhibited low nanomolar activity towards the DXR enzymes of P. falciparum and
M. tuberculosis. However, this success was only in part transferred to whole-cell activity,
and the in vivo efficacy of fosmidomycin has never been exceeded by an analog. The main
shortcomings of 1 and 2 are their insufficient membrane permeability due to the charged
phosphonic acid group and the short half-life as demonstrated by several unsatisfactory
clinical trials.

To enhance the permeability of 1, 2, and their analogs, which are present as phospho-
nate anions at physiological pH of 7.4, several phosphonate prodrug concepts were applied,
including lipophilic ester and phosphonamidate prodrugs. Some mono and double pro-
drugs showed significantly improved antiparasitic and antibacterial activity compared to
their parent compounds. However, even nanomolar in vitro activity could not be translated
into potent or, at best, curative in vivo properties.

Recent results suggest that addressing the hydrophobic subpocket within the substrate
binding site or the NADPH binding site (e.g., the adenosine-binding pocket) are promising
strategies toward more lipophilic and druglike DXR inhibitors. However, so far, the
postulated bisubstrate inhibitors have not been validated by co-crystal structures with DXR
enzymes. Bisubstrate inhibitors are recent developments in the field of DXR inhibitors, and
thus their potential may not have been fully explored.

In more than 40 years of fosmidomycin drug research, no new highly active structure
types have been developed based on numerous DXR crystal structures or discovered in
drug screening approaches. A few examples of innovative drug design concepts have
been used, including the conjugation of fosmidomycin to cell-penetrating-peptides (CPP)
or fragments of other antimalarials. These concepts have so far not yielded improved
anti-infectives, leaving room for further optimization. Since competitive catalytic site
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inhibitors of the phosphonohydroxamic acid type have not shown the expected in vivo
efficacy, possible strategies include the development of small molecules with more druglike
properties such as allosteric DXR inhibitors or DXR dimerization inhibitors. It remains to
be seen whether the application of novel prodrug concepts from the field of antivirals will
be more successful than the concepts used to date.

Despite the widespread distribution of the MEP pathway, significant antiparasitic
activity has only been achieved against Plasmodia, but even here, no inhibitors with cu-
rative properties in animal models have been developed. Various studies revealed that
the antiplasmodial properties of DXR inhibitors are more pronounced than their antibac-
terial effects, although several bacterial DXRs are inhibited with nanomolar IC50 values.
Among the bacterial pathogens, studies with M. tuberculosis dominate, while studies with
Gram-negative bacteria are underrepresented. To improve the antibacterial properties of fos-
midomycin analogs, the design of siderophore conjugates to target resistant Gram-negative
bacteria is another promising opportunity as demonstrated by the recently approved
antibiotic Cefiderocol (Fetroja, 2020).

In conclusion, since no further clinical studies with fosmidomycin as an antibiotic have
been carried out since 1985, it cannot currently be assessed whether fosmidomycin could
gain importance as a reserve antibiotic against certain bacteria. Current data provide hardly
any arguments for the suitability of fosmidomycin for this purpose. Although approval
for the treatment of Malaria could not be achieved so far, fosmidomycin in combination
with approved antimalarials showed promising in vivo activity in humans with curative
potential. On the other hand, the required repeat application of high doses of fosmidomycin
and unimprovable cure rates as a standalone antimalarial are both unsatisfactory. As
novel clinical studies with fosmidomycin in combination with clindamycin and artesunate
are set to begin in 2022, fosmidomycin-based combination therapy for malaria is still
possible. In our view, the DXR enzyme and the MEP pathway remain viable targets for
anti-infective drug research, not only because of the vital importance of isoprenoids for
the survival of pathogens, but also due to the pathway’s widespread prevalence and its
absence in mammals.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/ph15121553/s1. In this file, we describe obtained IC50 or MIC values
of fosmidomycin (1) and FR900098 (2) for all tested microorganisms and the PDB codes from DXR
crystal structures. Table S1: Antiparasitic and antibiotic data of fosmidomycin (1) and FR900098 (2)
obtained from enzyme assays and growth inhibition assays; Table S2: Existing co-crystal structures of
DXR enzymes.
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Table S1: Antiparasitic and antibiotic data of fosmidomycin (1) and FR900098 (2) obtained from enzyme assays 
and growth inhibition assays 

Fosmidomycin (1) FR900098 (2) 
DXR IC50

a Whole-cell MICb DXR IC50
a Whole-cell MICb 

Plasmodium 
falciparum Dd2 0.16 µM*1 

IC50 = 0.81 µM1 
0.015 µM*1 

IC50 = 0.16 µM1 

Plasmodium 
falciparum 3D7 IC50 = 0.88 µM1 IC50 = 0.16 µM1 

Toxoplasma gondii Ki = 0.090 µM*2 
32% growth 

inhibition at 2.5 
mM3 

Ki = 0.048 µM*2

Eimeria tenella 
30% growth 

inhibition at 3.3 
mM3 

Synechocystis sp. Ki = 4 nM**4 Ki = 2 nM**4

Gram (+) 
Bacillus anthracis 0.78 µg/ml5 50 µg/ml5 
Bacillus subtilis 

(wild strain) 8 mM6

Enterococcus 
faecalis > 200 µg/ml5 > 200 µg/ml5

Mycobacterium 
tuberculosis 0.31 µM7 > 500 µg/ml5 2.91 µM8 > 500 µg/ml5

Staphylococcus 
aureus (MSSA) > 200 µg/ml5 > 200 µg/ml5

S. aureus (MRSA) 200 µg/ml5 50 µg/ml5 
Staphylococcus 

epidermidis n.i.10

Staphylococcus 
ludgenensis n.i.10

Staphylococcus 
pseudintermedius 0.5 – 1 µg/ml10

Staphylococcus 
schleiferi 0.5 -8 µg/ml10

Gram (-) 
Acinetobacter 

baumannii 46.8 nM11 > 512 µg/ml11 23.9 nM11 128 - > 512 µg/ml11 

Burkholderia 
cepacia LMG 1222 > 512 µg/ml12 256 µg/ml12 

Burkholderia 
multivorans LMG 

13010 
> 512 µg/ml12 256 µg/ml12 

Burkholderia 
cenocepacia LMG 

16656 
> 512 µg/ml12 > 512 µg/ml12

E. coli K12 0.03 µM*13 > 12.5 µg/ml5
0.03 µM*13 200 µg/ml5 

E.coli tolc > 6.25 µg/ml5 12.5 µg/ml5 
Francisella 
tularensis 247 nM14 230 nM14

Francisella 136 µM14 254 µM14 
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novicida 
Pseudomonas 

aeruginosa 150 nM9 150 nM9

Klebsiella 
pneumoniae 20.2 nM11 64 – 128 µg/ml11 23.1 nM11 256 µg/ml11 

Yersinia pestis 710 nM15 128 µg/ml16 231 nM15

a IC50 values for enzyme assays are given unless denoted otherwise 
b MIC (minimum inhibitory concentration) values for whole cell assays are given unless denoted otherwise 
* recombinant enzyme
** listed value obtained by preincubation studies
n.i. = no inhibition
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Table S2: Existing co-crystal structures of DXR enzymes 

 

Organism PDB ID Co-crystallized elements Publication year 

 
Mycobacterium tuberculosis 

4OOF NADPH, 1, Mn2+ 2014 
3ZHZ DXRi,  

2013 
 

3ZI0 DXRi, Mn2+ 
3ZHX DXRi, Mn2+ 
3ZHY DXRi, NADPH, Mn2+ 
2Y1C Mn2+ 

2011 
 

2Y1D DXRi, Mn2+ 
2Y1E Mn2+ 
2Y1F NADPH, DXRi, Mn2+ 
2Y1G DXR, Mn2+ 
2JCV NADPH, 1 

2007 

2JCX NADPH, 1 
2JCY None 
2JD0 NADPH 
2JD1 NADPH, Mn2+ 
2JD2 Mn2+ 
2C82 None  2006 
4AIC NADPH, 1, Mn2+ 2012 
4RCV NADPH, Mn2+ 2015 
4A03 NADPH, 2, Mn2+ 2012 
3RAS NADPH, DXRi, Mn2+ 2011 

Plasmodium falciparum 

3AU8 Mn2+, NADPH 
2011 3AU9 Mg2+, NADPH, 1 

3AUA Mg2+, NADPH, 2 
4Y67 DXRi, Mn2+ 

2015 
4Y6S DXRi, Mn2+ 
4Y6R  DXRi, Mn2+ 
4Y6P DXRi, Mn2+ 
3WQS NADPH, DXRi, Mg2+ 

2014 3WQR NADPH, DXRi, Mg2+ 
3WQQ NADPH, DXRi,  Mg2+ 
5JMP DXRi, Mn2+ 

2016 

5JO0 DXRi,  Mn2+ 
5JNL DXRi, Mn2+ 
5JBI DXRi, Mn2+ 
5JC1 DXRi, Mn2+ 
5JAZ DXRi, Mn2+ 
5JMW DXRi, Mn2+ 
4QJB Mg2+ 2014 
4GAE DXRi, NADPH, Mn2+ 2013 
4KP7 DXRi, NADPH, Mn2+ 2013 
4QOX Mg2+, DXRi 2014 
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Organism PDB ID Co-crystallized elements Publication year 

Escherichia coli 

2EGH NADPH, 1, Mg+2 2007 
3ANL NADPH, DXRi  

2011 
 

3ANM NADPH, DXRi  
3ANN NADPH, DXRi  
1Q0L NADPH, 1 

2004 1Q0Q NADPH, DXP 
1Q0H NADPH, 1 
1T1R  DXRi  

2004 
1T1S DXRi, Mg2+ 
1K5H None  2002 
3R0I DXRi, Mn2+ 2011 
1JVS NADPH 2002 

Zymomonas mobilis 1R0K None  2004 
1R0L NADPH 

Thermotoga maritima 3A06 NADPH, 1, Mg2+ 
2010 

3A14 NADPH, Mg2+ 

Yersinia pestis 3IIE Mg2+ 2009 
5DUL NADPH 2015 

Staphylococcus schleiferi 
6MH4 None  2020 6MH5 1 

Brucella abortus 
3UPY 1, Mg2+ 

2012 
3UPL Mg2+ 

Acinetobacter baumannii 
4ZN6 None  2015 
7S04 NADPH, Mg2+, 2 2021 

Moraxella catarrhalis 

4ZQE None  

2016 
4ZQF Mg2+, 1 
4ZQH NADPH, Mg2+, 1 
4ZQG NADPH, Mg2+, 1 

Vibrio vulnificus  

5KRR Mn2+ 

2017 
5KS1 Mn2+ 
5KRV Arginine 
5KRY None  
5KQO None  
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2.4.4. Bakterielle Siderophore  

Eisen ist für das Wachstum von Bakterien essentiell.185 Um Eisen (Fe3+) zu akquirieren, haben 

GRAM-negative und GRAM-positive Bakterien verschiedene Möglichkeiten entwickelt dieses 

vom Wirt aufzunehmen. Darunter fällt die Produktion von Siderophoren, die sezerniert werden 

und Eisen von humanen Eisenspeicherproteinen wie beispielsweise Transferrin (Tf), 

Lactoferrin (Lf) oder Ferritin lösen und komplexieren. Die Siderophor-Fe3+-Komplexe können 

über eine Vielzahl an Transportsystemen und -mechanismen in die Bakterienzellen 

aufgenommen werden.186-188 Unter dem Begriff „Siderophor“ werden kleine Moleküle mit einem 

Molekulargewicht zwischen 100 und 2000 Da und einer starken Affinität zu Fe3+-Ionen mit 

KA-Werten bis zu 1052 M−1 zusammengefasst.189 

 

2.4.4.1. Struktur bakterieller und mykobakterieller Siderophore 

Insgesamt wurden über 500 bakterielle Siderophore identifiziert und die überwiegende Anzahl 

der Siderophore tragen als chelatisierende funktionelle Gruppen Catechole, Phenole, 

Carbonsäuren oder Hydroxamsäuren (Schema 17).190,191  

 

 
Schema 17: Struktur ausgewählter Siderophore aus verschiedenen Stoffklassen. Blau = Catechole, rot = 

Carbonsäuren, orange = Phenole, grün = Hydroxamsäuren. 

 

Zudem gibt es Siderophore mit gemischten chelatisierenden funktionellen Gruppen wie die 

von Mykobakterien produzieren Mycobactine. Diese unterteilen sich aufgrund ihrer Variation 

des Restes R5 in hydrophobe Zellwand- und Membran-assoziierten Mycobactine mit langen 
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aliphatischen Ketten und hydrophilere, wasserlösliche Carboxymycobactine mit terminalen 

Carboxlgruppen (Abbildung 12, A).192-196 Beide Klassen teilen ein identisches Grundgerüst, 

bestehend aus einem 2-(2-Hydroxy-)Oxazolin, N-hydroxyliertem und N-acyliertem L-Lysin, 

β-Hydroxy-Carbonsäure und einem N-Hydroxy-ε-Lactam (Abbildung 12, A).192,197 Basierend 

auf diesem Grundgerüst zeigen verschiedene Spezies innerhalb des Mycobacterium Genus 

Variationen an den Resten R1-R5.192,197 Die Mycobactine besitzen mit zwei 

Hydroxamsäuregruppen und dem 2-(2-Hydroxy-)Oxazolin-Strukturmotiv drei chelatisierenden 

Gruppen, um als sechs-zähniger Ligand mit Fe3+ -Ionen einen stabilen binären Komplex zu 

bilden, der KA-Werte von 1010 – 1025 M-1 aufweist (Abbildung 11, B + C).198-200  

 

 
Abbildung 11: Allgemeine Struktur der (Carboxy-)Mycobactine. A Strukturformeln mit definierten Resten für 

die von Vertretern des Mycobacterium Genus produzierten Mycobactine. B Ein Mycobactin T-Analogon mit 

R5 = Me in Komplex mit Fe3+ in 2D-Darstellung. C 3D-Darstellung von B mit analogem Farbcode. Mit 

Einverständnis entnommen aus dem Journal of Organic Chemistry (2021), Volume 86, Ausgabe 21, Seite 

15453–15468.201 Copyright © 2021 American Chemical Society. 

 

2.4.4.2. Ablauf der Siderophor-vermittelten Fe3+-Aufnahme in M. tuberculosis 

GRAM-positive, GRAM-negative Bakterien und Mykobakterien haben verschiedene 

Möglichkeiten entwickelt, um Siderophore zu synthetisieren, sezernieren und 

aufzunehmen.202,203 Am Beispiel von M. tuberculosis soll die Eisenaufnahme mittels 

Siderophoren exemplarisch besprochen werden.  

Die mykobakteriellen Siderophore aus den Stoffklassen der Mycobactine (MB) und 

Carboxymycobactine (CMB) haben unterschiedliche physikochemische Eigenschaften, 

sodass sie dedizierte Aufgaben beim Eisenimport und -export erfüllen.  
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Abbildung 12: Mycobactin-abhängige Aufnahme von Fe3+-Ionen in Mycobacterium tuberculosis. Rote Kreise 

stellen Fe3+-Ionen, grüne Pfeile Carboxymycobactine und grüne Pfeile mit Alkylketten Mycobactine dar. A 

Import von Mycobactinen, die Eisen von humanen Speicherproteinen komplexieren und über Membran-

assoziierte Mycobactine zur periplasmatischen Seite der inneren Membran transportiert. Dort übernehmen 

FecB und FecB2 den Transport über den periplasmatischen Raum zu dem IrtA/IrtB-System, welcher den 

Transport über die innere Membran transportiert.204,205 Im Zytosol erfolgt die Freisetzung der Eisen-Ionen über 

die N-terminale Domäne von IrtA (IrtA-NTD) und ViuB, zwei Eisen(III)-Reduktasen, unter gleichzeitigem 

Recycling der Mycobactine. B Export der recycelten Mycobactine mittels MmpL4/S4 und MmpL5/S5. C Der 

ESX-3 Komplex ist über einen unbekannten Mechanismus am Import und Export von Mycobactin beteiligt. Mit 

Einverständnis entnommen und modifiziert aus Chemical Reviews (2019), Volume 119, Ausgabe 2, Seite 

1193–1220.203 Copyright © 2019 American Chemical Society. 

Weil Carboxymycobactine vergleichsweise gut wasserlöslich sind, können sie in den 

Extrazellulärraum sezerniert werden (Abbildung 12, B), wo sie Eisen von humanen 

Eisenspeicherproteinen wie Tf und Lf komplexieren können (Abbildung 12, A).206 

Der aktuelle wissenschaftliche Konsensus ist, dass die lipophilen Mycobactine Zellwand-

assoziiert sind, bzw. als Zell-Oberflächen-Rezeptoren fungieren könnten,203 indem sie im 

Extrazellulärraum Fe3+ von dem Fe3+-CMB-Komplex übernehmen und Fe3+ an die innere Seite 

der Zellwand transportieren (Abbildung 12, A).192,193 Im Periplasma sind die periplasmatischen 

Fe3+-Siderophor Bindungsproteine (PPBP) FecB (Rv3044) and FecB2 (Rv0265c) 

lokalisiert.207,208 Zu deren Funktion und Rolle gibt es drei Hypothesen: Die erste Hypothese 

postuliert, dass FecB Zellwand-assoziiert ist, während sich FecB2 im Periplasma befindet und 
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beide im Zusammenspiel Fe3+-CMB oder Fe3+-MB über die Zellwand an die periplasmatische 

Seite der inneren Membran transportieren.203 Dabei sollen Affinitätsunterschiede von FecB 

und FecB2 gegenüber Fe3+-CMB und/oder Fe3+-MB einen unidirektionalen Transport ins 

Zytosol ermöglichen. Alternativ könnte ein komplexerer Mechanismus zugrunde liegen, bei 

dem Fe3+ im Periplasma von den Siderophoren dissoziiert wie es auch für P. aeruginosa 

beschrieben ist.209-212 Die dritte Hypothese beschreibt einen FecB-unabhängigen 

Mechanismus, da Mt ΔfecB Mutanten unabhängig von der Eisenkonzentration im Nährmedium 

wachsen können.213 Allerdings könnte FecB2 den Verlust von FecB auch funktionell 

kompensieren.213 

Im nächsten Schritt könnte FecB- oder FecB2- gebundenes Fe3+-MB und/oder Fe3+-CMB auf 

den IrtAB-Transporter übertragen werden, um ins Zytosol transloziert zu werden (Abbildung 

12, A).203,204 IrtAB ist ein Heterodimer bestehend aus IrtA und IrtB und gehört zu den primär 

aktiven Transportern mit ATP-bindender Kassette (Abbildung 13).204  

 
Abbildung 13: Struktur des Heterodimers IrtA (türkis) / IrtB (magenta) an der inneren Zellmembran von 

M. tuberculosis und dessen Rolle bei der Aufnahme von Mycobactinen (MB) (grün) und Carboxymycobactinen 

(CMB) (blau). Eisenbindende MB/CMB sind in dunklen und die freien Siderophore in hellen Farbtönen 

dargestellt. Für die Aufnahme von Fe3+-MB ist die Siderophor-Interaktionsdomäne (SID, blau) essentiell, die 

mit der N-terminalen Domäne von IrtA (IrtA-NTD) fusioniert ist. Die SID bindet Mycobactin (gelb). Die 

Aufnahme Fe3+-CMB ist nicht SID-abhängig und könnte auch mittels passiver Diffusion erfolgen (gestrichelte 

Linie). Abbildung verwendet mit der Genehmigung von © 2020 Springer Nature Limited, aus Nature (2020), 

Volume 580, Seite 413–417214; die Genehmigung mit der Lizenznummer  5794840925562 wurde am 

23.05.2024 über das Copyright Clearance Center, Inc. erteilt. 
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Obwohl IrtAB eine ABC-Exporterfaltung aufweist, ist es funktional betrachtet ein Importer. Eine 

weitere strukturelle Besonderheit stellt der N-Terminus von IrtA (IrtA-NTD) dar, an welche eine 

Siderophor-Interaktionsdomäne (SID) fusioniert ist (Abbildung 13).  

 

Zudem wurde die Substratspezifität von IrtAB gegenüber Fe3+-CMB und Fe3+-MB und der Rolle 

der SID untersucht. Zum einen kann die SID sowohl in vivo215 und in vitro214 im Zusammenspiel 

mit der IrtA-NTD Fe3+-MB und Fe3+-CMB reduzieren und Fe2+ ins Zytoplasma abgeben 

(Abbildung 12, A). IrtAB benötigt für die Aufnahme von Fe3+-MB die SID, für die Aufnahme von 

Fe3+-CMB allerdings nicht (Abbildung 13, rechts).214 Im Gegensatz zu initialen 

Erkenntnissen,204 suggerierten Messungen der ATPase-Aktivität in Kombination mit in vivo 

Wachstumsstudien, dass IrtAB eine Präferenz für MB im Vergleich zu CMB habe.214 Beide 

Beobachtungen lassen sich dadurch erklären, dass Fe3+-MB Membran-assoziiert und somit in 

räumlicher Nähe zu IrtAB ist, wodurch die lokale Konzentration höher ist als die von Fe3+-CMB. 

Umgekehrt könnte die Membranassoziation von MB die Notwendigkeit der SID erklären, die 

eine Verbindung zwischen IrtAB und Fe3+-MB ermöglicht.214,216,217  

Darüber hinaus konnte ARNOLD et al. zeigen, dass die Länge des aliphatischen Rests (R5) der 

(Carboxy-)Mycobactine keinen Einfluss auf die Affinität IrtAB zu CMB oder MB hat.214  

Aufgrund weiterer Untersuchungen an M. smegmatis Knockout-Mutanten und der Tatsache, 

dass die SID für eine CMB-Aufnahme nicht essentiell ist, schlussfolgerten die Autoren, dass 

es neben IrtAB ein weiteres Transportprotein für Fe3+-CMB geben müsse oder wasserlösliches 

CMB auch mittels passiver Diffusion die innere Membran überwinden könnte (Abbildung 13, 

rechts). 

Nachdem Fe3+-MB oder Fe3+-CMB von IrtAB ins Zytosol importiert wurde, muss Fe3+ zu Fe2+ 

reduziert werden. Dies ermöglicht die Dissoziation des Eisens vom Siderophor, da Fe2+ eine 

deutlich geringe Affinität als Fe3+ zum Siderophor aufweist.218 Es wird postuliert, dass die 

Reduktion durch den Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-abhängigen Komplex aus IrtA-NTD und 

SID erfolgt.215,219 IrtA-NTD und SID katalysieren zum einen die Reduktion von Fe3+ zu Fe2+ und 

sorgen dabei für das Recycling von CMB, zum anderen ist die Bindung von FAD an IrtA-NTD 

essentiell für die volle Funktionstüchtigkeit der IrtA/IrtB-Permease.215 215 Neben IrtA-NTD wird 

auch die Rolle einer weiteren Fe3+-Siderophor-Reduktase ViuB (Rv2895c) untersucht. 

Der Export von CMB und MB über die innere Membran erfolgt über die Proteine MmpL4 und 

MmpL5 (engl.: mycobacterial membrane protein large) zusammen mit den kleineren, 

Membran-assoziierten akzessorischen Proteinen MmpS4 and MmpS5 (engl.: mycobacterial 

membrane protein small) (Abbildung 12, B).220 Die 14 bekannten MmpL-Proteine gehören zur 

RND (engl.: resistance-nodulation-division) Superfamilie der Transmembranproteine,221 

welche mit Faktoren der äußeren Membran assoziiert sind.222 Zusammen mit 

periplasmatischen Membranfusionsproteinen entsteht ein ternärer Komplex, der eine 
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Effluxpumpe bildet.223 Die MmpL-Proteine transportieren neben Siderophoren eine Vielzahl an 

Substraten wie Lipide über die innere Zellmembran der Mykobakterien.224,225 

Weiterhin konnte in Ansätzen gezeigt werden, dass das Sekretionssystem ESX-3 ebenfalls 

eine Rolle beim Siderophortransport spielt, da Fehlfunktionen von ESX-3 zur intrazellulären 

Akkumulation von MB führt (Abbildung 12, C).226 

 

2.4.4.3. Die Strategie des trojanischen Pferds 

Wenn sich eisenbindende Strukturelemente in Antibiotika widerfinden, können die Antibiotika 

über die aktiven Aufnahmewege der Siderophore in Bakterien aufgenommen werden.190  

Dieser Effekt zeigt sich zum einen bei natürlich vorkommenden, antimikrobiell wirkenden 

Sideromycinen wie Albomycin227, aber auch in dem 2019 durch die amerikanische 

Zulassungsbehörde Food and Drug Administration (FDA) zugelassenen Cefiderocol (Fetroja®) 

(Schema 18).228-231 

Während Albomycin ein Ferrichrom-Siderophor mit drei Acetohydroxamsäuregruppen besitzt, 

trägt Cefiderocol mit der 3-Chlorcatecholgruppe ein Siderophor-Fragment, welches bisher 

nicht als Siderophor gemäß der herkömmlichen Definition (Kapitel 2.4.4) identifiziert worden 

ist.  

 

 
Schema 18: Struktur von Albomycin (links) und Cefiderocol (rechts). blau = chelatisierende funktionelle 

Gruppen, rot = Pharmakophor des Antibiotikums. 

 

In beiden Fällen fungieren die Siderophor(-fragmente) als „trojanisches Pferd“, welche den 

aktiven Transport des Antibiotikums in den periplasmatischen Raum der Bakterien 

ermöglichen.229,232 Neben Cefiderocol konnten in der präklinischen Entwicklung durch 

Antibiotika-Siderophor-Konjugate eine Steigerung der antibakteriellen Aktivität im Vergleich zu 

den alleinigen Antibiotika gegen GRAM-negative und GRAM-positive Bakterien erzielt 

werden.185,232  
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Für Mt ist diese Strategie bisher wenig verfolgt. Die MILLER Gruppe konnte anhand eines 

Artemisinin-Mycobactin-Konjugats (Schema 19) zeigen, dass der antiplasmodial wirksame 

Naturstoff Artemisinin, welcher allein keine in vitro Wachstumsinhibition von Mt zeigt, als 

Konjugat an ein Mycobactin-Analogon das Wachstum mit einer MHK90 von 0.39 μg/mL 

hemmt.233 Ebenso konnten MDR- und XDR-Stämme von Mt gehemmt werden, während das 

Wachstum anderer Bakterien nicht eingeschränkt wurde.233  

 

 

Somit ist die Konjugation von Siderophoren mit Antibiotika eine neue und interessante 

Möglichkeit, um Permeabilitätsprobleme der Antibiotika zu überwinden und die Potenz der 

Antibiotika zu erhöhen. 

 
Schema 19: Struktur eines Artemisinin-Mycobactin-Konjugates synthetisiert von MILLER et al.233  
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3. Zielsetzung 

3.1. Chlorflavonin und Bromflavonin 

Die natürlich vorkommenden Flavonoide Chlor- und Bromflavonin (Schema 20) stellen mit 

ihrer mykobakteriellen in vitro Wachstumshemmung gegenüber dem virulenten Mt-Stamm 

H37Rv (MHK90 = 1.56 µM (I) und 0.78 µM (III)), keiner Zytotoxizität gegenüber humanen 

Zelllinien (THP-1, HEK-293, MRC-5) und somit guten Selektivitätsindices interessante 

Leitstrukturen für die präklinische Strukturoptimierung dar.  
 

Für Chlorflavonin (I) konnte weiterhin gezeigt werden, dass es das Wachstum extensiv 

resistenter (XDR) klinischer Isolate ebenso wie das Wachstum von Mt H37Rv in einem 

infizierten Makrophagen-Modell hemmt. Als molekulare Zielstruktur konnte die katalytische 

Untereinheit IlvB1 der Acetohydroxysäure Synthase (AHAS) identifiziert und zusammen mit 

der Gruppe von PROF. DR. HOLGER GOHLKE ein Homologie-Modell generiert werden, sodass 

mittels Docking-Experimenten ein rationales Wirkstoffdesign möglich ist.6  

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Synthese nach einer etablierten Synthese von DR. 

ALEXANDER BERGER von Chlor- (I) und Bromflavonin (III) im Hundert-Milligramm-Maßstab 

erfolgen, um die Evaluation physikochemischer und pharmakokinetischer Eigenschaften zu 

ermöglichen. 
 

 
Schema 20: Chemische Struktur von Chlor- (I) und Bromflavonin (III) mit Angabe der Flavonoid-

Ringnomenklatur und Lokantensatz.  

 
Abbildung 14: Konzept zur Synthese und Untersuchung der Chlor- und Bromflavonin-Analoga. 



Z I E L S E T Z U N G  

102 

Basierend auf ersten Ergebnissen des phänotypischen ganzzellbasierten Aktivitätsassays aus 

der Gruppe von PROF. DR. RAINER KALSCHEUER und den daraus abgeleiteten Struktur-

Aktivitäts-Beziehungen, dem Homologie-Modell der GOHLKE Gruppe und den Ergebnissen der 

physikochemischen und pharmakokinetischen Evaluation sollte ein rationales Design und die 

Synthese von Analoga der Leitstrukturen realisiert werden, um die Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen eingehender zu untersuchen (Abbildung 14).  

Bei dem Design der Analoga sollten im Verlauf der Arbeit zum einen die Ergebnisse der 

präklinischen Evaluation und die Ergebnisse der antimykobakteriellen in vitro Ganzzellaktivität 

einbezogen werden, um die Leitstrukturen in einem iterativen Prozess zu optimieren. Parallel 

zu den Synthesearbeiten dieser Dissertation sollte DR. ANNA-LENE KIFFE-DELF aus der 

Arbeitsgruppe von PROF. DR. RAINER KALSCHEUER ein IlvB1-Assay zur Bestimmung der 

Enzyminhibition etablieren. Dies stellt einen fundamentalen Bestandteil zur Evaluation des 

Pharmakophormodells dar, um Disparitäten zwischen Enzym- und Wachstumsinhibition und 

somit Permeabilitäts- oder Stabilitätsprobleme zu identifizieren.  

 

3.2. Synthese neuartiger β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga 
Fosmidomycin ist aufgrund der nanomalen DXR-Hemmung verschiedener Parasiten, 

Mykobakterien und GRAM-negativer Bakterien eine interessante Leitstruktur in der 

Antiinfektivaforschung. Vor kurzem konnte die Arbeitsgruppe von PROF. DR. THOMAS KURZ in 

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PROF. DR. NOBUTADA TANAKA eine neue lipophile 

Seitentasche mittels strukturbiologischer Untersuchungen entdecken, welche optimal mit der 

Einführung eines N-Phenylpropyl-Substituenten (MAMK89) adressiert werden kann 

(Abbildung 15).234 Zudem könnte die erhöhte Lipophilie von MAMK89 die passive Diffusion 

durch die lipophile Zellwand der Mykobakterien und GRAM-negativen Bakterien verbessern.  

Die Einführung eines Schwefel-Atoms in β-Position von inversen Fosmidomycin-Analoga wie 

bei CL1 führte bei sechs von sieben Beispielen zu einer 9- bis 35-fachen Steigerung der 

Aktivität gegenüber EcDXR und MtDXR.235 Dies indiziert, dass β-thia-isostere Fosmidomycin-

Analoga potentere DXR-Inhibitoren und damit potentiell bessere bakterielle 

Wachstumsinhibitoren als die Carba-Analoga sein könnten. Diese Tatsache sollte genutzt 

werden, um die gute bis sehr gute (myko-)bakterielle DXR-Inhibition von MAMK89 mit einem 

IC50 von 3000 nM (MtDXR) und 35 nM (EcDXR) durch Einführung eines Schwefelatoms in 

β-Position weiter zu optimieren.  

Folglich sollte eine effiziente Syntheseroute für β-thia-isostere MAMK89-Analoga etabliert 

werden (Abbildung 15, Strukturtyp 1). Als Ausgangspunkt dienten die Synthese- und 

Schutzgruppenstrategien von DR. CLAUDIA LIENAU und DR. MONA MAHMOUD. 
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Abbildung 15: Geplante Strukturtypen von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga. VE = Verbindungseinheit. 

Basierend auf Kristallstrukturanalysen und der bisher ableiteten Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen sollte im zweiten Teil dieses Projektes eine weitere neue Syntheseroute etabliert 

werden, welche eine vielfältige Substitution des α-Phenyl-Rings mit langen lipophilen Resten 

und verschiedenen Verbindungseinheiten ermöglicht (Abbildung 15, Strukturtyp 2). Die 

Darstellung von Analoga mit Amid-substituierten oder geschützten funktionellen Gruppen war 

mit den bisher verwendeten Synthesewegen weder bei den Carba- noch bei den Thia-Analoga 

möglich, weil bei beiden Synthesewegen n-Butyllithium in einem Schlüsselschritt verwendet 

wird. n-Butyllithium ist inkompatibel mit den entsprechenden Amiden oder möglichen 

Schutzgruppen.  

Beide neuen Strukturtypen sollen in Kooperationen mit PROF. DR. MARKUS FISCHER, DR. JANA 

HELD und PROF. DR. RAINER KALSCHEUER hinsichtlich ihrer DXR-Inhibition und antibakteriellen 

sowie antiplasmodialen Eigenschaften evaluiert werden. Zudem sollten ausgewählte Beispiele 
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einer strukturbiologischen Untersuchung durch die Arbeitsgruppe von PROF. DR. NOBUTADA 

TANAKA unterzogen werden. 

 

3.3. Synthese von Siderophor(-fragmenten) und β-thia-isosteren 
Fosmidomycin-Siderophor-Konjugaten  

Antibiotika können neben der passiven Diffusion über aktive Transporter oder Carrier in das 

Zytosol der Bakterien gelangen. Sollte eine aktive Aufnahme des Antibiotikums selbst über 

einen aktiven Transport nicht möglich sein, können neue Konzepte wie die Strategie des 

„trojanischen Pferds“ herangezogen werden.185,233,236 Bei diesem Konzept wird das 

Antibiotikum über einen Linker mit einem Fe3+-komplexiernden Siderophor verbunden, 

welches aktiv ins Zytosol der Bakterien aufgenommen wird. Auf diese Weise gelangt das 

Antibiotikum in das Bakterium.  
 

 

Um dieses Konzept auf β-thia-isostere Fosmidomycin-Analoga anwenden zu können, sollte 

der Strukturtyp 2 als Edukt zur weiteren Funktionalisierung eingesetzt werden (Abbildung 16). 

Komplementär dazu sollten ausgewählte Siderophore mit eisenbindenden Catechol-, 

Hydroxamsäuren- und Oxazolin-Strukturen sowie einer Carboxylgruppe dargestellt werden. 

Final sollte die Verknüpfung beider Bausteine zu einem Antibiotika-Siderophor-Konjugat 

optimiert werden (Abbildung 16).  

 
Abbildung 16: Konzept zur Darstellung von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Siderophor-Konjugaten.  

VE = Verbindungseinheit. 
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4. Literaturübersicht  

4.1. Literaturübersicht zur Darstellung von Flavonolen  
Die AUWERS-Synthese wurde von dessen Namensgeber und MÜLLER im Jahr 1908 erstmals 

beschrieben.237 Die Autoren synthetisierten ausgehend von 2-Chlor-4’-methylacetophenon (V) 

und Benzaldehyd 3-Hydroxy-6-methyl-2-phenyl-4H-chromen-4-on (VII) über ein Auron (X) als 

Zwischenstufe (Schema 21, A). 

 

 

COREY postulierte im Konsens mit der publizierten Literatur einen nachvollziehbaren 

Mechanismus.238 Zunächst wird Bromid vom Dibrom-Cumaron (VIII) abgespalten, sodass ein 

Oxonium-Ion (VIIIa) entsteht, gefolgt von einer nukleophilen Addition eines Hydroxid-Ions an 

 
Schema 21: AUWERS-Flavonolsynthese.237 

(A) Reagenzien und Bedingungen. (a) Na2CO3 • 10 H2O (1.5 Äq.), EtOH, 100 °C, 10 min; (b) Benzaldehyd, 

konz. HCl, EtOH, 60 °C; (c) Br2, CHCl3; (d) KOH (2.0 Äq.). (B) Postulierter Reaktionsmechanismus der 

AUWERS-Flavonolsynthese.238 
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den C2-Carbonylkohlenstoff. Das Zwischenprodukt (VIIIb) wird deprotoniert und eine 

Ringöffnung des Benzofuran-3(2H)-on resultiert, sodass Verbindung VIIIc entsteht. Durch eine 

MICHAEL-analoge Addition des Phenolates an die α, β-ungesättigte Carbonylverbindung 

entsteht ein 2H-Chromen-3,4-diol (VIIId). Nach Abspaltung eines zweiten Bromid-Ions entsteht 

das Flavonol (IX). 

In den kommenden Jahren untersuchten AUWERS et al.239,240 den Reaktionsverlauf und 

versuchten weitere Derivate zu synthetisieren. Sie kamen zu dem Schluss, dass die 

entwickelte Synthese nur begrenzt anwendbar sei. Schon bei wenig substituierten 

Acetophenonen wurde initial nur wenig Benzofuran-3(2H)-on (VI) gebildet. Dagegen verlief die 

Kondensation von VI mit Benzaldehyden zu den entsprechenden Auronen (VII) in guter 

Ausbeute. Bei der nukleophilen Addition von Brom an die Benzyliden-Struktur entstanden bei 

hydroxylierten Benzolringen Nebenprodukte mit bromierten Aromaten. Zudem gestaltete sich 

die eigentliche AUWERS-Synthese als schwierig, da die Addition von Brom reversibel war, 

sodass sich durch die Eliminierung von Brom statt des Flavonols (IX) das Auron (VII) bildete. 

Außerdem verlief der Ringschluss nicht quantitativ, sodass die Reaktion auf Stufe der 

α, β-ungesättigte Carbonylverbindung (VIIIc) stehen blieb.  

Weder gelang es DEAN und NIERENSTEIN241 Myricetin (3,5,7-Trihydroxy-2-(3,4,5-

trihydroxyphenyl)-4H-chromen-4-on) noch KALFF und ROBINSON242 Datiscetin (3,5,7-

Trihydroxy-2-(2-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-on) mittels AUWERS-Synthese darzustellen. 

Datiscetin ähnelt in Bezug auf das Substitutionsmuster Chlorflavonin, jedoch fehlen die 

Substituenten in 8- und 3‘-Position. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass eine 

analoge Synthese von Chlorflavonin schwierig sein könnte. MINTON und STEPHAN243 gelang 

zwar unter leicht modifizierten Bedingungen die Darstellung von 8-Chlorflavonol in guter 

Ausbeute, dies dürfte jedoch auf die spärliche Substitution des Benzofuran-3(2H)-ons 

zurückzuführen sein. Dass bereits AUWERS et al. die Limitation ihrer Synthese erkannten, in 

Kombination mit der spärlichen Literatur zu weiteren Synthesen, die alle fast über 100 Jahre 

in der Vergangenheit liegen, zeugen von der schlechten Durchführbarkeit, sodass diese 

Syntheseroute für Chlorflavonin(-analoga) nicht infrage kam. 

Eine erfolgreiche Möglichkeit zur Darstellung von Flavonolen bietet die ALLAN-ROBINSON-

Kondensation (ARK). Bei dieser Synthese reagieren 2‘-Hydroxyacetophenone (X) aus ihrer 

Enolform (Xa) mit aromatischen Carbonsäureanhydriden (XI) in Anwesenheit ihrer 

korrespondieren Alkalisalze zu 1,3-Diketonen (XIII), welche wiederum zum entsprechenden 

Enol (XIIIa) tautomerisieren können (Schema 22). Die Deprotonierung des Phenols (XIV) 

ermöglicht einen intramolekularen nukleophilen Angriff an die Enol-Funktionalität unter 

Ausbildung eines Sechsringes (XV). Anschließende Protonierung und Tautomerisierung des 

Enolats folgt die Dehydratisierung zum Flavonol (XVII).  
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Schema 22: Reaktionsmechanismus der ALLAN-ROBINSON-Kondensation.244,245  

 

Auch die BAKER-VENKATARAMAN Reaktion stellt eine weitere etablierte Möglichkeit zur 

Flavonolsynthese dar (Schema 23). Ausgehend von 2’-Hydroxyacetophenonen (X) und 

Carbonsäurechloriden werden im basischen Milieu α-Acyloxyacetophenone (XVIII) als Edukte 

für die BAKER-VENKATARAMAN Umlagerung hergestellt.245-251 Die Enolisierung des 

α-Acyloxyacetophenons (XVIII) ermöglicht die intramolekulare Cyclisierung zu (XX), sodass 

nach Umlagerung und Protonierung das 1,3-Diketon XIII entsteht. Anschließende 

säurekatalysierte Aktivierung der Carbonylfunktion des 1,3-Diketons XIII ermöglicht den Angriff 

des Phenols an die Carbonylfunktion und damit den zweiten intramolekularen Ringschluss 

zum Halbacetal XXII. Abschließende Dehydratation des Halbacetal XXII führt zum Flavonol 

XVII. 
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Schema 23: Reaktionsmechanismus der die BAKER-VENKATARAMAN-Umlagerung.245,247 

 

Die BAKER-VENKATARAMAN-Umlagerung zeigt im Vergleich zu den beiden zuvor 

beschriebenen einen deutlich breiten Anwendungsbereich und wurde in den letzten Jahren 

durch den Einsatz von Lewis-Säuren, verschiedener Säuren sowie Festphasen- oder 

Mikrowellen-unterstützte Synthesen stetig optimiert.245 

Eine ebenfalls weit verbreite Möglichkeit zur Darstellung von Flavonolen ist die ALGAR-FLYNN-

OYAMADA-Reaktion.245 Für diese muss zunächst in einer basenkatalysierten CLAISEN-

SCHMIDT-Kondensation (CSK) aus einem 2‘-Hydroxyacetophenon XXII und Benzaldehyd XXIV 

ein 2-Hydroxy-Chalkon XXV als Intermediat hergestellt werden (Schema 24, oben links).252-255  

Der zugrundeliegende Reaktionsmechanismus ist zwar intensiv untersucht worden, dennoch 

existieren immer noch zwei Möglichkeiten, bei denen die Reaktion über die Bildung eines 

Epoxids in zwei Schritten oder konzertiert ablaufen könnte (Schema 24). Bereits 1975 

postulierte FERREIRA et al. 256, dass das 2-Hydroxychalkon XXV im Basischen deprotoniert 

werde, und die β-Position nukleophil angreifen könne, wobei das nicht-isolierbare Enolat XXVI 
entstehe. An das Enolat XXVI kann Wasserstoffperoxid elektrophil addieren, sodass sich das 

Flavanonol XXVII bildet, welches zum Flavonol IX oxidiert wird (Schema 24, rechts).255 

Die zweite Hypothese geht von einer Deprotonierung im basischen Reaktionsmilieu und 

simultanen Reaktion des Alkens mit einem Hydroperoxid-Anion zum Epoxid XXVIII aus. 

Anschließend kann intramolekular ein nukleophiler Angriff des Phenolats an den α-Kohlenstoff 

erfolgen, sodass nach subsequenter Dehydratisierung des Auron Hydrates XXIX ein Auron VII 
entsteht. Alternativ kann der Angriff am β-Kohlenstoff erfolgen, sodass ein Flavanonol XXVII 
entsteht, welches folglich zum Flavonol IX oxidiert wird (Schema 24, links).255 
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SHEN et al. konnten mittels Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) und 
1H-NMR-Spektroskopie zudem zeigen, dass durch einen kompetitiven intermolekularen Angriff 

eines Hydroperoxid-Anions an den β-Kohlenstoff das Peroxid-Intermediat XXX gebildet 

werden kann, welches schnell zu Salicylsäure XXXI und Benzaldehyd XXIV zerfällt (Schema 

24, mittig). Die Hypothese, der Reaktionsmechanismus verlaufe über ein Epoxid, erklärt die 

Bildung eines Aurons und diverser weiterer Nebenprodukte sinnvoller als der konzertierte 

Reaktionsmechanismus. Der Vollständigkeit halber sollte auch erwähnt werden, dass unter 

den Reaktionsbedingungen ebenfalls eine Retro-CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation zu den 

Edukten stattfinden kann (Schema 24, oben links).255 

SHEN et al. untersuchten zudem die kompetitive Bildung von Flavonolen IX und seinen 

Analoga durch Variation des Lösemittels, der Base, Temperatur sowie der Anzahl der 

 
Schema 24: Mögliche Reaktionsmechanismen der ALGAR-FLYNN-OYAMADA-Reaktion.252-256 
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eingesetzten Äquivalente an Basen und Wasserstoffperoxid (Schema 25).255 Die Wahl des 

Lösemittels hatte dabei nur einen geringen Einfluss, allerdings zeigte sich, dass die optimale 

Temperatur für die Bildung von Flavonolen (IX) 27 °C, bzw. Raumtemperatur betrug, während 

niedrigere Temperaturen die Auron (VII)- und Flavanon (XXXII)-Bildung induzierten (Schema 

25, grün). Die Verwendung von starken Basen führte in einer Retro-CSK zur Rückgewinnung 

der Edukte XXIII und XXIV, während schwache Basen zur Bildung von Flavanonen (XXXII) 
führte (Schema 25, blau). Als optimal für die Bildung der Flavonole IX ergaben sich Natrium- 

und Kaliumhydroxid sowie Natriumcarbonat als mittelstarke Basen. Um den Einfluss der 

verwendeten Äquivalente beispielhaft an Natriumcarbonat zu untersuchen, wurden 5.00 

Äquivalente Natriumcarbonat und 2.50 Äquivalente Wasserstoffperoxid eingesetzt, welche als 

Standard definiert wurden (Schema 25, rot). Bei Reduktion der Wasserstoffperoxid-

Äquivalente bildete sich vorwiegend Flavon XXXIII, während eine Erhöhung der 

Wasserstoffperoxid-Äquivalente neben dem gewünschten Flavonol IX auch Salicylsäure 

(XXXI) und Benzaldehyd (XXIV) durch intermolekulare Reaktion mit einem Hydroperoxid-

Anion gebildet wurden (Schema 24, mittig). Außerdem vermerkten die Autoren, dass eine 

Reaktionszeit von 24 h nicht überschritten werden sollte, da die Zersetzung zur oxidierten 

Salicylsäure (XXXI) und Benzaldehyd (XXIV) auch bei den optimalen Reaktionsbedingungen 

zunahm.  
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Neben den Reaktionsbedingungen beeinflusst zudem das Substitutionsmuster des 

eingesetzten 2‘-Hydroxyacetophons XXIII und des Benzaldehyds XXIV, welches Hauptprodukt 

gebildet wird. Eine eingehende Analyse der Literatur254,255,257-266 zeigte, dass beispielsweise 

elektronenschiebende (EDG) oder elektronenziehende (EWG) Substituenten in 6‘-Position 

oder elektronenschiebende Substituenten in 4‘-Position vorwiegend zum α-Angriff und damit 

zur Bildung des entsprechenden Aurons VII führen (Schema 26, rot).267,268 Dieser Effekt 

scheint additiv zu sein, da sich bei elektronenschiebenden Rest in 4‘- und 6‘-Position 

ausschließlich die Aurone VII bildet.255,268 Hingegen führen vor allem elektronenschiebende 

Reste in 2-, 3- oder 4-Position vermehrt zur Bildung der Flavonole IX (Schema 26).257,268 

Schema 25: Einfluss verschiedener Parameter auf die Produktbildung bei der ALGAR-FLYNN-OYAMADA-Reaktion 
a Standardbedingungen waren 5.00 Äq.Na2CO3 und 2.50 Äq. H2O2. 
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Schema 26: Einfluss der Substituenten des Chalkons auf die Bildung des Hauptproduktes der ALGAR-FLYNN-

OYAMADA-Reaktion. EDG = Elektronenschiebend, EWG = Elektronenziehend. 

 

Aus den Beobachtungen der Autoren lässt sich ableiten, dass je nukleophiler das Phenolat ist, 

desto mehr Auron VII wird gebildet. Ist die negative Ladung des Phenolates hingegen aufgrund 

ausgeprägter Mesomerie durch elektronenziehende Reste stark delokalisiert, findet kein 

Reaktionsumsatz des Chalkons XXV statt.  
 

Neue Synthesemöglichkeiten stellen die Dimethyldioxiran (DMDO)-vermittelte Oxidation der 

entsprechende Flavane XXXIII dar, wobei sich die Handhabung von DMDO schwierig gestaltet 

(Schema 27, Methode A).269 Zudem können Flavone XXXIII in 3-Position lithiiert, anschließend 

boryliert und der entsprechende Boronsäureester XXXV oxidativ zum Flavonol IX hydrolysiert 

werden (Schema 27, Methode B).258,270 Zudem konnten KRAUS et al. eine neue Methode 

etablieren, bei der die phenolische Gruppe von 2-(2-Hydroxyphenyl)-2-oxoessigsäureestern 

(XXXVI) mit 2-Brom-2-phenylacetonitril (XXXVII) alkyliert und die 2-Oxo-Funktionalität mit 

Natriumborhydrid zum 2-Hydroxyessigsäureester XXXVIII reduziert wurde. Ein 

Lithiumdiisopropylamid (LDA)-induzierter Ringschluss lieferte das gewünschte Flavonol IX 
(Schema 27, Methode C).259 

 
Schema 27: Neue Synthesemöglichkeiten zur Darstellung von Flavonolen.  
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4.1.1. Literaturbekannte Synthesen von Chlorflavonin und Analoga 

Die erste synthetische Darstellung von Chlorflavonin (I) beschrieben TOEKES et al. im Jahr 

1980 ausgehend vom kommerziell erwerblichen 3-Chlorsalicylaldehyd (XXXIX) und 

2-Hydroxy-2‘,4‘,6‘-trihydroxyacetophenon (XLIII) (Schema 28). Um den Aufbau des 

Flavonolgerüstes mittels ALLAN-ROBINSON-Kondensation (ARK) durchzuführen, musste die 

phenolische Hydroxygruppe von 3-Chlorsalicylaldehyd (XXXIX) zunächst Benzyl-geschützt 

werden, sodass das Intermediat XL erhalten wurde. Der geschützte Aldehyd XL konnte 

anschließend zur Carbonsäure XLI oxidiert und Thionylchlorid-vermittelt zum 

Carbonsäureanhydrid XLII kondensiert werden (Schema 28, A). Die Synthese des zweiten 

Edukts 2-Hydroxy-2‘,4‘,6‘-trihydroxyacetophenon (XLIII) wurde von TOEKES et al. nicht 

beschrieben. Die Edukte XLII und XLIII wurden anschließend in einer ALLAN-ROBINSON-

Kondensation zum Flavonol XLIV umgesetzt (Schema 28, B). Die 8-Position wurde mittels 

ELBS-Persulfat-Oxidation zum 5,7,8-Trihydroxyflavonol (XLV) oxidiert und die 

Hydroxygruppen in 7- und 8-Position selektiv methyliert (XLVI). Im letzten Schritt wurde die 

 
Schema 28: Synthese von Chlorflavonin (1) nach TOEKES et al.271  

(a) Benzylchlorid, K2CO3, DMF, erhitzen, 1 h; (b) NaOH, AgNO3, H2O, erhitzen, 30 min; (c) Thionylchlorid, 

Pyridin, Benzol, 14 h; (d) Et3N, 175 °C, 1 h; (e) KOH, K2S2O8, H2O, 12 h; (f) Dimethylsulfat, K2CO3, Aceton; (g) 

Pd/C, H2, Aceton.272 
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Benzyl-Schutzgruppe hydrogenolytisch mit Palladium auf Aktivkohle als Katalysator entfernt 

und Chlorflavonin (I) über sieben Schritte in einer Gesamtausbeute von 0.8 % erhalten. 

 

In einem ersten Versuch konnte DR. BERGER die freie phenolische Hydroxygruppe von Antiarol 

(XLVII) mit Iodmethan methylieren und eine FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung zum 

2‘-Methoxyacetophenon XLVIII durchführen (Schema 29, A).  

 

 
Schema 29: Versuche zur Darstellungen von Chlorflavonin nach BERGER.  

(A) über die ALLAN-ROBINSON-Kondensation oder (B) mittels Oxidation einer Flavon-Zwischenstufe.  

(a) 1.33 Äq. K2CO3, 2.00 Äq. CH3I, Aceton, Reflux; (b) 1.30 Äq. Methoxyacetylchlorid, 2.00 Äq. AlCl3, 

Et2O, -15 °C – RT; (c) 1.20 Äq. AlCl3, CH2Cl2, -20 °C – RT, 59 %; (d) 3.00 Äq. Dimethylsulfat, 3.00 Äq. K2CO3, 

Aceton, Reflux; (e) i) 3.15 Äq. AlCl3, ACN, 70 °C; ii) 6 % HCl, ACN/H2O, 60 °C; (f) 5.00 Äq. NaOH(aq.), EtOH, 

50 °C; (g) 0.10 Äq. I2, DMSO, 140 °C; (h) 7.30 Äq. Oxon®, NaHCO3/Na2CO3-Puffer/Aceton/CH2Cl2, 0 °C – 5 °C. 
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Anschließend sollte die 2-Methoxygruppe selektiv demethyliert werden, um das 

2‘-Hydroxyacetophenon XLIX als Edukt für eine ALLAN-ROBINSON-Kondensation zu gewinnen 

(Schema 29, A). Die partielle selektive Demethylierung von Flavonoiden ist in der Literatur 

zwar zahlreich beschrieben,273-275 allerdings konnte das 2‘-Hydroxyacetophenon XLIX von 

BERGER auch nach Variation der LEWIS-Säuren zu Bortrichlorid, Bortribromid, 

Aluminiumtribromid, Lithiumchlorid oder Magnesiumiodid nicht isoliert werden. Da die freie 

2‘-Hydroxygruppe für die ARK essentiell ist, konnte dieser Versuch zum Aufbau des 

Flavonolgerüstes nicht weiterverfolgt werden.  

 

In einem zweiten Ansatz sollte eine neue Möglichkeit neben der ARK erprobt werden. Dazu 

wurde Antiarol (XLVII) in einer FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung mit Acetylchlorid zum 

6’-Hydroxyacetophenon umgesetzt und die phenolische Hydroxygruppe anschließend mit 

Dimethylsulfat zu Tetramethoxyacetophenon (LII) methyliert (Schema 29, B). Mittels partieller 

selektiver Demethylierung unter Verwendung von Aluminiumtrichlorid wurde das 

2’-Hydroxyacetophenon LIII gewonnen, welches in einer CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation mit 

dem Benzyl-geschützten Benzaldehyd XL zum Chalkon LIV kondensiert wurde. In einer 

oxidativen Cyclodehydratisierung konnte das Flavonol LVI, insgesamt über sechs Schritte in 

einer Gesamtausbeute von rund 4 % gewonnen werden (Schema 29, B). Die Oxidation des 

Flavons LV zum Flavonol LVI war mit einer schlechten Ausbeute von 14 % der limitierende 

Schritt dieser Syntheseroute. Trotzdem intensiver Optimierung ließ sich die Ausbeute dieser 

Reaktion nicht verbessern (Schema 29, B). Da ausgehend vom Flavonol LVI noch die 

3-Hydroxygruppe methyliert, die 5-Methoxygruppe partiell und selektiv demethyliert und die 

Benzylschutzgruppe entfernt werden müssten, wurde diese Synthesestrategie nicht weiter 

verfolgte, da bereits absehbar war, dass diese Synthesestrategie weder zu einer Reduktion 

der Gesamtschritte noch Verbesserung der Gesamtausbeute im Vergleich zu BOGNÁR et al.271 

geführt hätte. 

Letztlich gelang BERGER die Synthese von Chlorflavonin und –analoga über eine AFO-

Reaktion und späte Einführung der 5-Hydroxygruppe mittels Ruthenium-katalysierter ortho-

C(sp2)-Hydroxylierung (Kapitel 4.1.3). 

 

4.1.2. Literaturbekannte Synthese von Ternatin 

Im Jahr 1950 publizierten BRIGGS und LOCKER eine Totalsynthese von Ternatin (IV) mittels 

ALLAN-ROBINSON-Kondensation und ELBS-Persulfat-Oxidation ausgehend von Vanillinsäure 

(LVII) und 2-Methoxy-2‘,4‘,6‘-trihydroxyacetophenon (XLIII) über acht Schritte, wobei keine 

Ausbeuten angegeben wurden (Schema 30).276 



L I T E R A T U R Ü B E R S I C H T  

116 

 

 
Schema 30: Synthese von Ternatin (IV) nach BRIGGS und LOCKER.276 

 

  



L I T E R A T U R Ü B E R S I C H T  

117 

4.1.3. Total Synthesis of the Antimycobacterial Natural Product Chlorflavonin and 
Analogs via a Late-Stage Ruthenium(II)-Catalyzed ortho-C(sp2)-H-Hydroxylation 

 

Zusammenfassung:  

Das zunehmende Auftreten von multidrug (MDR)- und extensively (XDR)-resistenten 

Mycobacterium tuberculosis (Mt) Stämmen lässt das Ziel der World Health Organization 

(WHO), die Tuberkulosepandemie bis 2035 zu beenden, zunehmend unrealistisch werden. 

Während der vergangenen 50 Jahre wurden nur wenige neue Tuberkulostatika zur 

Behandlung der resistenten Tuberkulose zugelassen, sodass für diese Indikation dringend 

neue Arzneistoffe benötigt werden. In der vorlegenden Publikation wird die Totalsynthese des 

antimykobakteriell wirksamen Naturstoffes Chlorflavonin (CF) mittels selektiver Ruthenium(II)-

katalysierter ortho-C(sp2)-H-Hydroxylierung beschrieben. Mithilfe der neu etablierten 

Syntheseroute konnte basierend auf einem Homologiemodell von dem Target, der 

Acetohydroxysäure Synthase (AHAS), und anschließenden Docking-Experimenten eine 

Substanzbibliothek von 14 Strukturanaloga (1a-n) dargestellt werden. Die neuen Analoga 1a-n 

wurden hinsichtlich ihrer antimykobakteriell in vitro Aktivität gegen Mykobakterium tuberculosis 

und ihrer Zytotoxizität gegen humane Ziellinien getestet. Das vielversprechendste Analogon 

Bromflavonin (BF) zeigte eine verbesserte in vitro Aktivität gegen den virulenten H37Rv 

Stamm von Mt (Minimale Hemmkonzentration MHK90 = 0.78 μM). Darüber hinaus wurden die 

chemische und metabolische Stabilität von Chlor- und Bromflavonin sowie deren pKs-Werte 

mittels 1H-NMR-Titration bestimmt. Für weitergehende Strukturoptimierungen wurde 

basierend auf den MHK90-Werten ein Modell zur Quantitativen Struktur-Aktivitäts-Beziehung 

(QSAR) erstellt.  

 

Zu Beginn dieser Promotion hatte Dr. ALEXANDER BERGER bereits die Synthese von 

Chlorflavonin (1) wie in der vorliegenden Publikation etabliert. Zudem konnte BERGER erste 

Chlorflavonin Analoga synthetisieren, bei denen das Chloratom gegen weitere (bio-)isostere 

(1a-e) ausgetauscht und das Substitutionsmuster des B-Ringes (1k-l) variiert wurde. Die 

weiteren Analoga (1h-i, 1m-n) wurden parallel zu den im Rahmen dieser Promotion 

hergestellten Analoga (1f-g, 1j) synthetisiert und hinsichtlich ihrer in vitro Aktivität gegen den 

virulenten H37Rv Stamm von Mt getestet.
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Abstract: The continuous, worldwide spread of multidrug-resistant (MDR) and extensively drug-
resistant (XDR) tuberculosis (TB) endanger the World Health Organization’s (WHO) goal to end
the global TB pandemic by the year 2035. During the past 50 years, very few new drugs have
been approved by medical agencies to treat drug-resistant TB. Therefore, the development of novel
antimycobacterial drug candidates to combat the threat of drug-resistant TB is urgent. In this
work, we developed and optimized a total synthesis of the antimycobacterial natural flavonoid
chlorflavonin by selective ruthenium(II)-catalyzed ortho-C(sp2)-H-hydroxylation of a substituted 3′-
methoxyflavonoid skeleton. We extended our methodology to synthesize a small compound library of
14 structural analogs. The new analogs were tested for their antimycobacterial in vitro activity against
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and their cytotoxicity against various human cell lines. The most
promising new analog bromflavonin exhibited improved antimycobacterial in vitro activity against
the virulent H37Rv strain of Mtb (Minimal Inhibitory Concentrations (MIC90) = 0.78 µm). In addition,
we determined the chemical and metabolic stability as well as the pKa values of chlorflavonin and
bromflavonin. Furthermore, we established a quantitative structure–activity relationship model
using a thermodynamic integration approach. Our computations may be used for suggesting further
structural changes to develop improved derivatives.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; natural product; flavonoid; acetohydroxyacid synthase in-
hibitor; ortho-C(sp2)-H-hydroxylation; 4H-chromen-4-one; chlorflavonin; antimycobacterial activity

1. Introduction

In 2020, the World Health Organization estimated that over two billion people were
infected with tuberculosis (TB) caused by the bacterial pathogen Mycobacterium tuberculosis
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(Mtb). The first-line therapy for drug-susceptible Mtb strains has remained unchanged for
50 years, despite a long treatment duration and, in part, severe side effects. During this
period, only three new anti-TB drugs with novel modes of action, bedaquiline, delamanid,
and pretomanid, have been clinically approved. However, these three drugs are only
approved for the treatment of multidrug-(MDR-) and extensively drug-resistant-(XDR-
)TB [1–3]. Therefore, there is a strong need for the development of novel lead structures,
and (pre)clinical candidates with novel mechanisms of action for inclusion in novel drug
regimens that can contribute to shortening treatment and delaying resistance. The naturally
occurring flavonoid chlorflavonin (CF, Figure 1) was first isolated in 1969 from Aspergillus
candidus. CF’s antimycotic properties against, e.g., Aspergillus amstelodami und Paecilomyces
variotii were reported in the same year [4]. In 1970, the structure of CF was resolved [5].
Recently, Rehberg et al. discovered CF’s strong in vitro growth inhibition against virulent
Mtb H37Rv (MIC90 = 1.56 µM) and Mtb XDR clinical isolates. CF exhibited no cytotoxicity
against the human fetal lung fibroblast cell line MRC-5 and monocyte cell line THP-1. For
mono treatment with CF, a bacteriostatic effect was observed. In addition, CF demonstrated
synergistic efficacy with delamanid and the first-line anti-TB drug isoniazid, including
intracellular activity against infected human macrophages. CF specifically inhibits the large
catalytic subunit IlvB1 of the mycobacterial acetohydroxyacid synthase (AHAS), which is
the first common enzyme in the de novo biosynthetic pathway of essential branched-chain
amino acids (BCAA) and pantothenic acid [6–13]. The inhibition of the mycobacterial AHAS
through chlorflavonin causes combined auxotrophies of BCAA and pantothenic acid [14].
In addition, the treatment of Mtb-infected mice with the AHAS inhibitor sulfometuron
methyl, which is approved as a herbicide, led to a significantly reduced proliferation of
the pathogen in the host’s lungs [15]. In the context of vaccine research, it was shown
that BCAA-auxotrophic mutants of intracellular pathogens exhibited significantly reduced
virulence in vivo [16]. The fact that AHAS is present in Mtb but not in the human host
makes it a promising target for developing novel antituberculosis drugs [17].

μ

Figure 1. Structure and nomenclature of CF (1).

None of the currently approved TB drugs inhibit AHAS nor any enzyme in the BCAA
biosynthetic pathway [14]. CF’s novel mechanism of action, structure, and potent antimy-
cobacterial in vitro activity make it a promising lead structure for developing a new class of
anti-TB drugs. The eponymous chlorine substituent on the B-ring adjacent to the phenolic
hydroxyl group is particularly noteworthy and unusual for a flavonoid [18,19]. In 1980,
Tökés et al. described the only published synthesis of CF through an Allan–Robinson con-
densation of 2-(benzoyloxy)-3-chlorobenzoic anhydride (3) with a hydroxyacetophenone
derivative 4 in a total yield of only 0.79% over seven steps (Scheme 1A) [20].
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′

′

Scheme 1. Synthetic approaches towards chlorflavonin (1).

2. Results and Discussion

2.1. Synthesis of CF

In a first synthetic attempt, we tried to avoid the occasionally unfavorable Elbs per-
sulfate oxidation by using the 2′-hydroxyacetophenon 7 with the natural substitution
pattern of the A-ring [21]. Using this approach adapted from Tökés et al. [20], we planned
to circumvent the difficult selective methylation of the phenolic hydroxyl groups in the
7- and 8-position (Scheme 1A). While intermediate 6 was successfully synthesized, the
selective demethylation of 6 with BBr3 to provide 1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)-2-
methoxyethan-1-one (7) in sufficient yield was not feasible (Scheme 1B, see Supplementary
Materials for details). In our second attempt, flavone 10 was synthesized by a Claisen–
Schmidt condensation of the substituted 2′-hydroxyacetophenon 8 and the salicylic alde-
hyde derivative 9, followed by oxidative cyclo-dehydration of the chalcone intermediate
with a catalytic amount of iodine in dimethyl sulfoxide (DMSO). Unfortunately, the oxi-
dation of flavone 10 with dimethyldioxirane (DMDO), oxone®, or tert-butylhydroperoxid
(TBHP) resulted in poor yields (Scheme 1C, see Supplementary Materials for details). To
introduce the important phenolic hydroxyl group of the A-ring immediately and to forego
selective demethylation in a separate step, the commonly used Algar–Flynn–Oyamada
(AFO) reaction was employed to build the flavonol skeleton. However, the substrate scope
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of the AFO reaction was limited due to the competing formation of aurones when using
substrates with electron-donating groups [21–23]. Based on this limitation, we planned to
generate the essential substitution pattern of the A-ring via a transition metal-catalyzed
ortho-C(sp2)-H-functionalization using the carbonyl oxygen of the 4-chromanone moiety
as the coordinating directing group in the last step (Scheme 2). Therefore, the synthesis
of the 3′-methoxyflavonol 16 should take place by methylation of the flavonol 15, which
can be synthesized in advance by Claisen–Schmidt condensation of the commercially
available starting materials 2 and 13. The oxidative ring closure of the chalcone interme-
diate should then be initiated with alkaline hydrogen peroxide in an ethanolic solution
in a sequential one-pot process. Starting from 3-chloro-2-hydroxybenzaldehyde (2), the
methoxymethyl ether (MOM) protecting group was introduced to the phenolic hydroxyl
group by nucleophilic substitution with chloromethyl methyl ether in the presence of
N,N-diisopropylethylamine (DIPEA) with an excellent yield of 97% (Scheme 3).

′

′

′

Scheme 2. Retrosynthetic approach.

′

′

′

Scheme 3. Synthesis of 3′-methoxyflavonol 17.
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Next, the resulting MOM-protected salicylaldehyde 12 was condensed with the com-
mercially available 2′-hydroxyacetophenone 13 by a base-mediated Claisen–Schmidt con-
densation in ethanolic solution. Afterward, hydrogen peroxide was added to initiate the
oxidative Algar–Flynn–Oyamada ring closure to provide flavonol 15 with a moderate yield
of 42% on a multigram scale. Effective cooling, a slow addition rate of hydrogen peroxide,
and sufficient dilution of the reaction mixture were critical for avoiding side products and
simplifying the purification process (Scheme 3). Next, the enolic hydroxyl group of flavonol
15 was methylated with iodomethane in the presence of Cs2CO3 in dimethylformamide
(DMF). The MOM protecting group of 3′-methoxyflavonol 16 was then removed by aci-
dolysis with methanolic hydrochloric acid at 50 ◦C to give the deprotected flavonoid 17
with a good yield. It was unnecessary to add a scavenger to deactivate in situ-generated
formaldehyde, since no significant side reactions were observed (Scheme 3).

In the final step, we studied the introduction of the essential phenolic hydroxyl
group in position 5 of the A-ring by a selective transition metal-catalyzed ortho-C(sp2)-
H-hydroxylation using the carbonyl oxygen of the 4H-chromen-4-one skeleton as a co-
ordinating directing group. In the last two decades, significant progress has been made
for C-H-functionalization [24–26], especially for substrates with weakly coordinating di-
recting groups such as the carbonyl oxygen of acetophenones and chromones [26–33]
An extensive catalyst, oxidant, solvent, and temperature screening was performed to
optimize our method. For this purpose, the conversion and selectivity of the ortho-C(sp2)-
H-hydroxylation were monitored by HPLC-UV/Vis (Table 1). Inspired by the work of Shan
et al. and others, we first studied palladium(II)-catalysts in combination with PhI(TFA)2
as the terminal oxidant in 1,2-dichlorethane (DCE) [34]. However, these reaction condi-
tions provided only trace amounts of CF, and in the case of longer reaction times and an
excess of oxidant, the substrate decomposed (entries 1–2). Replacing DCE with a mixture
of trifluoroacetic acid (TFA) and trifluoroacetic anhydride (TFAA) (9:1, v/v) resulted in
a higher conversion rate and moderate selectivity. Notably, reversing the solvent ratio
significantly increased conversion and improved selectivity (entries 3–4). By combining
[RuCl2(p-cymene)]2 as a catalyst and selectfluor as an oxidizing agent, the formation of
byproducts could be suppressed to such an extent that purification by silica gel chromatog-
raphy or recrystallization was successfully applied (entries 5–6). The addition of a silver(I)
additive was beneficial because of its role as a halogen scavenger. Silver-cations abstract
chloride from the neutral dimeric catalyst and form two monomeric, cationic catalyst
species, which can interact with the partially negatively charged oxygen in a stronger
fashion [29,35]. While an increased number of side reactions was observed with 2.0 equiva-
lents of the oxidizing agent, virtually no side reaction occurred with a slight stoichiometric
excess of 1.1 equivalents (entries 7–8). At the ideal reaction temperature of 80 ◦C, good
conversions and superior selectivity were achieved, while only trace amounts of 1 were
detected at 60 ◦C. In contrast, complete conversion of the starting material was observed at
120 ◦C, as well as the formation of several side products, necessitating purification with
RP-flash chromatography (entries 9–10). Furthermore, no significant increase in conversion
was observed when the reaction was carried out under argon atmosphere, nor with the
continuous addition of the oxidants or without separate previous activation of the cata-
lyst through the silver additive (see Supplementary Materials for complete optimization
studies). Initially, the ortho-C(sp2)-H-hydroxylation yielded the 2,2,2-trifluoroacetate inter-
mediate 18, which was converted into the desired product 1 through methanolysis. The
structure of chlorflavonin was elucidated via 1H-and 13C-NMR, which agrees with the
spectral data published and discussed by Rehberg et al. [14].
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Table 1. Optimization of ortho-C(sp2)-H-hydroxylation of 3′-methoxyflanonol 17.

′

′

′

 

Entry a Catalyst
Oxidant
(Equiv.)

Additive
(Equiv.)

Solvent
(0.07 M)

T
(◦C)

Time
(h)

Conversion
(%)

1 Pd(TFA)2 PhI(TFA)2 (1.2) - DCE 80 8 trace
2 Pd(TFA)2 PhI(TFA)2 (2.0) - DCE 80 16 decomp.
3 Pd(TFA)2 PhI(TFA)2 (1.2) - 9:1 TFA/TFAA 80 8 48
4 Pd(TFA)2 PhI(TFA)2 (1.2) - 1:66 TFA/TFAA b 80 8 52

5
[RuCl2(p-
cymene)]2

PhI(TFA)2 (1.5) Ag2CO3 (1.5) 1:66 TFA/TFAA b 80 24 43

6
[RuCl2(p-
cymene)]2

selectfluor (1.5) Ag2CO3 (1.5) 1:66 TFA/TFAA b 80 16 53

7
[RuCl2(p-
cymene)]2

selectfluor (2.0) Ag2CO3 (2.0) 1:66 TFA/TFAA b 80 16 61

8
[RuCl2(p-
cymene)]2

selectfluor (1.1) Ag2CO3 (2.0) 1:66 TFA/TFAA b 80 24 72

9
[RuCl2(p-
cymene)]2

selectfluor (1.5) Ag2CO3 (1.5) 1:66 TFA/TFAA b 60 16 trace

10
[RuCl2(p-
cymene)]2

selectfluor (1.2) Ag2CO3 (1.2) 1:66 TFA/TFAA b 120 2 74

a Reaction conditions: Flavone 8 (0.5 mmole, 1.0 equiv.), 5 mol% catalyst, 1.1–2.0 equiv oxidant, 1.2–2.0 equiv
additive. b 3.0 equiv. TFA were used.

2.2. Lead Optimization of CF

After establishing the optimal reaction conditions, we designed a small compound
library of CF analogs for preliminary structure–activity relationship (SAR) studies. Pre-
viously, we published a homology model of the Mtb H37Rv IlvB1 catalytic subunit of
AHAS using the Saccharomyces cerevisiae and Arabidopsis thaliana (PDB ID 1T9C and 1YBH)
AHAS proteins as templates [14]. Subsequent docking studies performed with Glide and
AutoDock identified potential interactions between CF and amino acid residues within
the putative active site of IlvB1, which provided a rational approach for the design of
the analogs. Therefore, in this first series of analogs, we focused on modifications to the
B-ring. Since the lipophilic chlorine substituent might interact with amino acid side chains
inside a hydrophobic side pocket, we replaced the chlorine substituent with bioisosteric
moieties and lipophilic substituents, e.g., Br and CF3 [14]. In addition, we wanted to
increase the acidity of the phenolic hydroxyl group of the B-ring to facilitate its deproto-
nation and strengthen the possible salt bridge to Lys197. To analyze the importance of
the 2′-hydroxy group, we replaced it with the bioisosteric difluoromethoxy group and
a chlorine or fluorine substituent [36–38]. The salicylic aldehyde starting materials and
several MOM-protected salicylic aldehydes were purchased or synthesized according to
the literature [39–45]. Analogs 17a–p were synthesized according to Scheme 3. For the
preparation of 1h, an additional step was needed. According to a procedure of Li et al. for
difluromethylation of phenols [46], the 2′-hydroxy group of intermediate 17b was treated
with aqueous KOH solution in dichloromethane. Dropwise addition of (bromodifluo-
rmethyl)trimethylsiliane as difluorocarbene precursor gave intermediate 19 with a yield of
78%. The final ortho-C(sp2)-H-hydroxylation of 17a–p afforded the CF analogs 1a–p with
yields of 6–53% (Scheme 4).
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Scheme 4. Scope of ortho-C(sp2)-H-hydroxylation. a Reactions were performed on a 1.0 mmole scale.
b 0.3–0.8 mmole reaction scales.

The SAR for the B-ring was quite narrow, and even small structural changes resulted
in a loss of antimycobacterial activity. This activity loss was observed for the bioisosteric
replacement of the 2′-hydroxy group with potential bioisosteric groups (1f,g), the intro-
duction of a fluorine or a methyl substituent in the 5′-position of the B-ring (1h–j), and
the variation in the substitution pattern (1k–o). An explanation for the inactivity of these
analogs could be their poor water solubility. For a more comprehensive assessment of the
antimycobacterial activity, a better understanding of the biological functions of the different
mycobacterial AHAS isoenzymes is needed. For this purpose, we are currently developing
a new robust AHAS enzyme assay.

2.3. Evaluation of Selected Physicochemical Properties, Microsomal Stability, and Computations

For further preclinical profiling of CF and BF, selected physicochemical properties
(e.g., water solubility), chemical and microsomal metabolic stability were determined. The
aqueous solubility of both compounds was determined to be <5 µM at a pH of 7.4 using
a miniaturized shake-flask method (Table 2). While the chemical stability of CF and BF
in a phosphate buffer at pH 2.0 and 7.4 was excellent (99% drug content after 48 h), the
metabolic stability in human liver microsomes was moderate, and both compounds can be
classified as high extraction drugs (hepatic extraction ratio EH ≥ 0.72) (Table 2).

Table 2. Determination of physicochemical properties.

CF BF

Water solubility at pH 7.4 a <5 µM <5 µM
pKa1 (2′-OH) b

pKa2 (5-OH) b
6.80 ± 0.07

10.40 ± 0.03
6.74 ± 0.04

10.30 ± 0.04
remaining after 30 min c 48% 60%

CLint, app
d 76.3 mL/min/mg 53.4 mL/min/mg

EH
d 0.78 0.72

a 1 mg/mL compound was dissolved in phosphate buffer pH 7.4. The solubility was determined using the
shake-flask method and measured with HPLC at 254 nm after 4 and 24 h. b pKa values were determined by
1H-NMR titration. c The compounds were incubated at 1 µM in human liver microsomes (0.4 mg/mL) for 30 min
at 37 ◦C. The samples were analyzed by LC-MS/MS for the disappearance of the parent compound. d Predicted
in vivo intrinsic clearance (CLint, app) and hepatic extraction ratio (EH) were determined using standard equations
established by Di et al. and Obach et al. [47,48].

To investigate the protonation state of CF and BF in physiological media (pH = 7.4)
and these compounds’ ability to form the proposed salt bridge with Lys197, the pKa values
were determined by 1H-NMR titration (see Supplementary Data File; Figures S1–S4). For
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determination of the pKa of the 5-hydroxy group, the shift of the singlet at 6.65 ppm, the
triplet at 7.01 ppm for the 2′-hydroxyl group, and both double duplets at 7.42 and 7.59 ppm
were used.

Furthermore, seven structurally diverse chlorflavonin derivatives (1, 1a, 1b, 1c, 1d,
1f, 1i) with substitutions at the B-ring were chosen to establish a quantitative structure–
activity relationship model using the thermodynamic integration (TI) approach [49,50], as
implemented in FEW [51] of Amber21 (see Supplementary Materials Data File) [52]. The
computed relative free energies (∆∆G) were generally in qualitative agreement with the
changes in the minimal inhibitory concentrations (MIC90) (see Supplementary Materials
Data File; Figure S7). This suggests that changes in MIC90 were predominantly determined
by differences in the derivatives’ affinities. Furthermore, such computations may suggest
further structural changes to obtain more active chlorflavonin derivatives.

3. Materials and Methods

3.1. Chemistry

The syntheses of chlorflavonin and chlorflavonin analogs are described in detail in the
Supplementary Materials Data File. Commercially available reagents and solvents were
purchased from Apollo Scientific, Sigma-Aldrich, TCI, BLDpharm, Carbolution, ABCR
GmbH, Acros Organics, or Alfa Aesar and were used without further purification. Dry
solvents were purchased from Acros Organics. Analytical thin-layer chromatography was
performed using silica gel 60 F254 aluminium plates. Compound spots were visualized
either by UV light (254 nm) or by staining with a solution of 1% FeCl3 in ethanol. Flash
chromatography was performed on CombiFlash® Rf 200 using RediSep™ Rf-columns. 1H-,
13C-, and 19F-NMR spectra were recorded with Bruker Avance III—300, Bruker Avance III—
600, or Bruker Avance DRX—500 spectrometers. 1H- and 13C-NMR signals were calibrated
to the residual proton and carbon resonance of the solvent: CDCl3 (1H-NMR δ = 7.26 ppm,
13C-NMR δ = 77.2 ppm), DMSO (1H-NMR δ = 2.50 ppm, 13C-NMR δ = 39.5 ppm). The
following abbreviations were used to describe peak splitting patterns when appropriate:
s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, h = hextet, m = multiplet, dd = doublet of
doublet, td = doublet of triplet, ddd = doublet of doublet of doublet and brs = broad singlet.
Coupling constants, J, were reported in the Hertz unit (Hz). ESI-MS data were recorded
with UHR-QTOF maXis 4G. Melting points were measured on a Büchi M 565 instrument
and were not corrected. Reverse-phase high-performance liquid chromatography data
were measured with Varian ProStar 210 with a Phenomenex Luna C-18 (2) particle size
5 µm (250 × 4.6 mm) column. The detection took place with the UV detector Varian ProStar
330 at 220–254 nm, and eluents water/acetonitrile with 0.1% TFA were used.

3.2. Determination of Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

To characterize the structure–activity-relationship, the MIC assay was employed as
previously described. Briefly, M. tuberculosis H37Rv cells were precultured in Middlebrook
7H9 liquid medium supplemented with 0.5% (v/v) glycerol, 0.05% (v/v) tyloxapol, and 10%
(v/v) ADS (0.81% NaCl, 5% BSA and 2% dextrose) at 37 ◦C to an OD600 nm of 0.5–0.8. Cells
were diluted with fresh medium and seeded into 96-well plates to yield a final density
of 105 cells in 100 µL medium per well. The compounds were tested in two-fold serial
dilutions with a final concentration ranging from 100 to 0.05 µM. The microtiter plates were
incubated at 37 ◦C, 5% CO2, and 80% humidity for 5 days. Then 10 µL of a 100 µg/mL
resazurin solution were added to each well and incubated for 16 h at room temperature.
After fixation of the bacteria for 30 min with a final concentration of 5% (v/v) formalin, the
fluorescence was measured in a TECAN microplate reader (excitation of 540 nm, emission
of 590 nm). The percentage of growth was calculated in comparison to dimethyl sulfoxide
(DMSO)-treated cells (=100% growth) and the sterile control (=0% growth). All experiments
were performed in triplicates.
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3.3. Determination of Cytotoxcity

For the determination of the cytotoxicity of the compounds, different human cell
lines were used. The human fetal lung fibroblast cell line MRC-5 (American Type Culture
Collection) was incubated in Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) containing 1%
(v/v) Na-pyruvate, whereas the human embryonic kidney cell line HEK-293 (CLS Cell Lines
Service GmbH) was cultivated in EMEM supplemented with 2 mM L-glutamine, 1% (v/v)
non-essential amino acids, and 1 mM sodium pyruvate. The human monocyte cell line
THP-1 (Deutsche Sammlung von Mikroogranismen und Zellkulturen GmbH) was cultured
in RPMI 1640 medium. All media were supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS).

The cell densities were quantified using a hemocytometer and then adjusted to
106 cells/mL. Next, 100 µL per well were seeded in 96-well microtiter plates to yield
an inoculation cell density of 5 × 105 cells per well. Compounds were added employing
two-fold serial dilutions resulting in final concentrations ranging from 100 to 0.78 µM.
Cells were incubated for two days at 37 ◦C and 5% CO2 in a humidified atmosphere.
Subsequently, 10 µL of a 100 µg/mL resazurin solution was added to each well, mixed
thoroughly, and incubated for an additional 3–4 h. Fluorescence was measured in a TECAN
microplate reader (excitation of 540 nm, emission of 590 nm). The percentage of growth was
calculated with respect to DMSO (100% growth) and Triton X-100 (0% growth) controls.

3.4. Evaluation of Solubility

Solubility was measured at pH 7.4 using an adapted miniaturized shake-flask method
in 96-well plate format [53,54]. Briefly, 4 µL of a 10 mM stock in DMSO was added to a
96-well plate and evaporated using a GeneVac® system. Phosphate buffer pH 7.4 was then
added to the wells, and the plate was incubated for 24 h at 25 ◦C with shaking. At the end
of this incubation, the samples were centrifuged at 3500 g for 15 min then transferred to an
analysis plate. A calibration curve in DMSO for each sample between 10 and 220 µM was
prepared and included in the analysis plate. Analysis was then performed by HPLC-DAD,
and the solubility of each sample was determined from the corresponding calibration curve.
Reserpine and hydrocortisone were used as positive controls and treated similarly.

3.5. Evaluation of Compound Chemical Stability

Stability testing was performed in phosphate buffer pH 2.0 and 7.4 (prepared according
to Ph. Eur. 10) at 20 ◦C over a period of 48 h. Therefore, 0.4 mg of substance was dissolved
in Tween® 20 und ethanol (7/3 v/v) and diluted with the respective phosphate buffer. The
solution was shaken with an IKA KS 260 basic (250 min−1) at 25 ◦C for 48 h. Analysis was
performed after 1, 3, 6, 24, and 48 h by comparing the area under the curve (A.U.C.), which
was measured with HPLC-UV at 254 nm (n = 1).

3.6. Evaluation of Compound Metabolic Stability

The metabolic stability assay was performed in Human Liver Microsomes (HLM)
using a single-point metabolic stability assay. Briefly, the compounds were incubated
at 1 µM in 0.4 mg/mL human mixed-gender liver microsomes (Xenotech, Kansas City,
KS, USA, pool of 50) for 30 min at 37 ◦C. Reactions were quenched by adding ice-cold
acetonitrile containing internal standard. The samples were then centrifuged and analyzed
by LC-MS/MS for the disappearance of the parent compound. Half-life, clearance, and
hepatic excretion ratios were determined using standard equations [47,48]. Propranolol
and midazolam were used as positive controls and treated similarly.

3.7. Determination of Compound pKa Values

NMR experiments were performed at 298 K on a Bruker Avance III HD spectrometer
operating at 600 MHz equipped with 5 mm triple resonance TCI (1H, 13C, 15N) cryoprobes
and shielded z-gradients. For the pKa value determination, 23 samples of 200 µM con-
centration of CF and BF were prepared with pH ranges from 2 to 13 (pH in 0.5 log unit
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steps) in 50 mM sodium phosphate, 100 mM sodium chloride, 10% (v/v) DMSO-d6. 1D
1H-NMR experiments were performed using 128 or 256 scans for each sample, and the
data were processed and analyzed by the TopSpin 3.2 software (TopSpin, v3.2, Bruker
BioSpin GmbH, Rheinstetten, Germany). Sodium 2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate
(DSS) was used for chemical shift referencing. 1H chemical shift values were extracted
for the reporter protons using the TopSpin software (see Supplementary Materials Data
File Figures S1 and S3). The pKa values were calculated using the chemical shifts of the
protonated and unprotonated forms and their corresponding mole fraction values applying
the Henderson–Hasselbalch equation as explained by Gift et al. [55]. The data were plotted
with the Origin software (Origin Pro 2019, v9.6.0.172, OriginLab Corporation, Northampton,
MA, USA) (see Supplementary Data File Figures S2 and S4).

3.8. Analysis of a Quantitative Structure-Activity Relationship Model

Chlorflavonin derivates were prepared with the LigPrep module of the Schrödinger
suite [56] and subsequently aligned with align_ligands of the Schrödinger suite to chlor-
flavonin docked into the homology model of the catalytic subunit of human AHAS [14].
The homology model [14] was prepared for calculations with the Protein Preparation
Wizzard module of the Schrödinger suite. Files for relative free energy computations and
analyses were prepared with the TI module of FEW [51], and AMBER version 21.1 [52]
was used for simulations. The RESP charge model [57] was chosen for computing partial
charges of the ligands.

Ligands in water and ligand–protein complexes in water were minimized with a
three-step procedure, each with 2000 steps of steepest descent and 1000 steps of conjugate-
gradient minimization in the presence of 25 kcal mol−1 A−2, 5 kcal mol−1 A−2, and no
restraints on the solute, respectively. Subsequently, three replicas of each system were
heated from 100 K to 300 K in the NVT (constant temperature and constant volume)
ensemble during 50 ps of MD simulations followed by an adjustment of the density in the
NPT (constant temperature and constant pressure) ensemble during a 50 ps MD run.

The transition map was based on Kruskal’s algorithm [58] with a modification in-
troduced to close thermodynamic cycles for convergence control. As “cost” of the edges,
103 × (2—TanimotoCombo) was calculated, where the TanimotoCombo score was com-
puted with the ROCS module of OpenEye [56,59]. Production phase MD simulations were
carried out at 300 K in the NVT ensemble for 9 λ windows, λ = 0.1, 0.2, . . . , 0.9, respectively,
with lengths of 10 ns per λ window for ligands in solvent and 30 ns per λ window for
complexes in solvent. The impact of the simulation time per λ window (10 ns and 30 ns)
on the precision of the computations in the case of complex simulations was estimated
by calculating the standard deviation over three replicas (Figure S5). The convergence of
the computations was confirmed in three ways: First, the precision of average dV/dλ for
each λ window was determined by employing the Student’s distribution for each replica
separately as implemented in the FEW workflow (convergence_check_method 2) [51];
second, the average dV/dλ values were checked with respect to their consistency across
the three replicas (Figure S6); third, the cycle-closure hysteresis of closed thermodynamic
cycles was computed (Table S3).

3.9. Solubility and Partition Coefficient Predictions

QikProp [60] of the Schrödinger suite (version 6.7), Schrödinger, LLC, New York, NY,
USA, 2015 was used to compute the solubility (QPlogS) and octanol/water partition coeffi-
cient (QPlogPo/w) for chlorflavonin derivates included in relative free energy computations
(Table S4).

4. Conclusions

In conclusion, we developed an efficient five-step synthesis of the antimycobacterial
natural flavonoid chlorflavonin (1) and 14 structural analogs, demonstrating the broad
applicability of our method. The overall yield of CF (13.5%) was significantly improved
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compared to the original synthesis by Tökés et al. The SAR for the B-ring was surprisingly
narrow, as small structural changes resulted in a loss of antimycobacterial activity. We will
therefore extend the future optimization to rings A and C. The most active compound, BF,
exhibited submicromolar antimycobacterial activity with no cytotoxicity toward human
cells. The bromine substituent appeared to fill the proposed lipophilic sub-pocket ideally.
While the chemical stability of CF and BF was excellent, the metabolic stability needs im-
provement through future lead optimization. The initially derived SARs should encourage
and guide the synthesis of further analogs. For a successful and more comprehensive
structure optimization of CF and BF, we are currently developing a robust AHAS enzyme
assay. In addition, our quantitative structure-activity relationship model will be further
developed to effectively support this lead optimization program.

Supplementary Materials: The following Supplementary data files can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/ph15080984/s1. References [55–61] are cited in the Supplementary
Materials. In this file, we describe the synthesis, characterization, and analysis of chlorflavonin 1

and chlorflavonin analogs 1a–n. Spectral copies of 1H-, 13C-, and 19F-NMR data of chlorflavonin
1 and chlorflavonin analogs 1a–n. Table S1. Literature for known compounds. Table S2. Reaction
optimization. Table S3. Relative free energy of binding calculated with the FEW free energy workflow.
All values of cycle closure hysteresis are below the threshold of chemical accuracy (1 kcal mol−1).
Figure S1: 1H-NMR-Spectra of chlorflavonin’s aromatic protons (6–8 ppm) at pH of 2.0–12.5. A–
D are the four aromatic protons. Chemical shift in ppm (parts per million). Figure S2: Titration
curves (chemical shift in 1H-NMR spectra vs. pH value) of chlorflavonin’s four aromatic protons
plotted with Origin software (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Figure S3: 1H-NMR-
Spectra of bromflavonin’s aromatic protons (6–8 ppm) at pH of 2.0–12.5. A–D are the four aromatic
protons. Chemical shift in ppm (parts per million). Figure S4: Titration curves (chemical shift in
1H-NMR spectra vs. pH value) of bromflavonin’s four aromatic protons plotted with Origin software
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Table S4. Predicted solubility and octanol/water
partition coefficient computed with QikProp for chlorflavonin derivatives included in the relative
free energy computations. Figure S5. Average dV/dλ over three replicas of free energy calculations
of complexes with respect to the simulation time (10 ns per λ step and 30 ns per λ step). Error bars
denote the standard deviation from the three replicas. Figure S6. Ensemble-averaged dV/dλ after
10 ns per λ step (ligand in solvent) and 30 ns per λ step (complex in solvent) of sampling time for
transitions of chlorflavonin derivatives. The standard error of the mean in all cases was < 0.1 kcal
mol−1. Figure S7. Comparison of predicted relative free energy of binding (∆∆G predicted) with
the corresponding relative free energy of binding calculated from difference in minimal inhibitory
concentration (∆∆G calculated from MIC90) for the transitions V0 → V1 shown on the x-axis.
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1. General information

Reagents: Commercially available reagents and solvents were purchased from Apollo Scientific, Sigma-Aldrich, 
TCI, BLDpharm, Carbolution, ABCR GmbH, Acros Organics or Alfa Aesar and were used without further 
purification. Dry solvents were purchased from Acros Organics. 

&hromatography: Analytical thin-layer chromatography was performed using silica gel 60 F254 aluminium 
plates. Compound spots were visualized either by UV light (254 nm) or by staining with a solution of 1% FeCl3 in 
ethanol. Flash chromatography was performed on CombiFlash� Rf 200 using RediSep� Rf-columns. 

NMR Spectroscopy: 1H-, 13C-, and 19F-NMR spectra were recorded with BruNer Avance III – 300, BruNer Avance 
III – 600 or BruNer Avance DRX – 500 spectrometers. 1H- and 13C-NMR signals were calibrated to the residual 
proton and carbon resonance of the solvent: CDCl3 (1H-NMR į = 7.26 ppm, 13C-NMR į = 77.2 ppm), DMSO (1H-
NMR į = 2.50 ppm, 13C-NMR į = 39.5 ppm). The following abbreviations were used to describe peaN splitting 
patterns when appropriate: s = singlet, d = doublet, t = triplet, T = Tuartet, h = hextet, m = multiplet, dd = doublet 
of doublet, td = doublet of triplet, ddd = doublet of doublet of doublet and brs = broad singlet. Coupling constants, 
J, were reported in Hertz unit (Hz).  

High Resolution Mass Spectrometry: ESI-MS data were recorded with UHR-QTOF maXis 4G.  

Melting 3oints: Melting points were measured on a B�chi M 565 instrument and are not corrected.  

H3L&: Reverse-phase high performance liTuid chromatography data were measured with Varian ProStar 210 with 
a Phenomenex Luna C-18 (2) particle size 5 ȝm (250 x 4.6 mm) column. The detection tooN place with the UV 
detector Varian ProStar 330 at 220-254 nm and eluents water/acetonitrile with 0.1% TFA were used. 

Table S1. Literature for Nnown compounds. 

&ompound Structure Literature 

Y. Bai, X. He, Y. Bai, Y. Sun, Z. Zhao, X. Chen, B. Li, J. Xie,
Y. Li, P. Jia, X. Meng, Y. Zhao, Y. Ding, C. Xiao, S. Wang, J.
Yu, S. Liao, Y. Zhang, Z. Zhu, Q. Zhang, Y. Zhao, F. Qin, Y.
Zhang, X. Wei, M. Zeng, J. Liang, Y. Cuan, G. Shan, T. P. Fan,
B. Wu, X. Zheng, Eur. J. Med. Chem. 201�, 183, 111650.

� M. TsuNayama, Y. Kawamura, T. IshizuNa, S. Hayashi, F. Torii,
Heterocycles 200�, 60, 2775–2784.

� R. Bognir, A. L. T|Nps, Acta Chim. Acad. Sci. Hung 1��1, 107,
365–368.
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2d A. M. Daly, D. G. Gilheany, Tetrahedron Asymmetry 200�, 14,
127–137.

2. ([perimental procedures
2.1.,ntermediates synthesized for synthetic approach A 

2-Metho[y-1-(2,�,4,�-tetrametho[yphenyl)ethan-1-one (�)

A solution of 1,2,3,5-tetramethoxybenzene (1.00 g, 5.04 mmol, 1.00 eTuiv.) and AlCl3 (1.37 g, 10.1 mmol, 
2.00 eTuiv.) in dry diethyl ether 30.0 mL was cooled to -20 �C under argon atmosphere. 2-Methoxyacetyl chloride 
(0.66 g, 6.05 mmol, 1.20 eTuiv.) was added dropwise and the reaction was stirred at ambient temperature for 24 h. 
The reaction mixture was Tuenched with the addition of 50 g ice and 1 N hydrochloric acid 50 mL. The aTueous 
phase was extracted four times with diethyl ether. The combined organic phase was washed with saturated NaCl 
solution, dried over Na2SO4, filtered, concentrated, and the remaining residue purified by flash chromatography 
(eluent: hexane/EtOAc = 9/1) to afford compound 6 as a brown solid (0.87 g, 64%)� Rf 0.21 (hexane/EtOAc = 7/3)� 
m.p. 90.1 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 6.22 (s, 1H), 4.31 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.85 (d, J = 1.3 Hz, 6H), 3.75
(d, J = 3.3 Hz, 6H), 3.42 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 200.6, 155.7, 153.4, 151.9, 136.5, 115.5,
92.7, 78.9, 62.2, 61.2, 59.4, 56.4 ppm.

1-(2-Hydro[y-�,4,�-trimetho[yphenyl)-2-metho[yethan-1-one (�) 

To a solution of 2-methoxy-1-(2,3,4,6-tetramethoxyphenyl)ethan-1-one (50 mg, 168 µmmol, 1.00 eTuiv.) in dry 
dichloromethane 5.0 mL was added BBr3 (1 M in CH2CL2� 161 µL, 168 µmol, 1.00 eTuiv.) at -30 �C. After 30 min 
and 60 min additional BBr3 (1 M in CH2CL2� 161 µL, 168 µmol, 1.00 eTuiv.) were added and the reaction was 
stirred at -30 �C for 4 h. The reaction was Tuenched by the addition of 6 N hydrochloric acid 5.0 mL and extracted 
thrice with dichloromethane. The combined organic phase was washed twice with 2 M LiOH 5.0 mL, the aTueous 
layer acidified with 6 N hydrochloric acid and extracted thrice with dichloromethane. The combined organic phase 
was washed with saturated NaCl solution, dried over Na2SO4, filtered, and concentrated to afford compound 7 as a 
light-yellow solid in traces� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 13.49 (s, 1H), 5.96 (s, 1H), 4.59 (s, 2H), 3.94 (s, 3H), 
3.90 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.50 (s, 3H) ppm. 
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2.2.,ntermediates synthesized for synthetic approach B 
�-(2-(Benzylo[y)-�-chlorophenyl)-1-(2-hydro[y-�,4,�-trimetho[yphenyl)prop-2-en-1-one (10a) 

To a solution of 1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)ethan-1-one (1.47 g, 6.49 mmol, 1.00 eTuiv.) and 2-
(benzyloxy)-3-chlorobenzaldehyde (1.60 g, 6.49 mmol, 1.00 eTuiv.) in ethanol (25.0 mL) was added 5 N NaOH 
solution (6.49 mL, 32.4 mmol, 5.00 eTuiv.) and stirred at ambient temperature for 16 h. The solvent was removed 
under reduced pressure. The residue was treated with water 100 mL and at 0 �C the pH of the suspension was 
adMusted to 7 with 2 N hydrochloric acid solution. The aTueous phase was extracted four times with 
dichloromethane. The combined organic phase was washed with a saturated NaCl solution (50 mL), dried over 
Na2SO4, filtered, concentrated, and purified by flash chromatography (eluent: hexane/EtOAc + 0.1% TEA = 6/4) 
to afford compound 10a as an orange solid (1.91 g, 65%)� Rf 0.35 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 98.7 �C� 1H-NMR 
(�00 MHz, &'&l�) į 13.88 (br s, 1H), 8.00 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.49 – 7.58 (m, 3H), 
7.44 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.29 – 7.42 (m, 3H), 7.12 (td, J = 7.9, 0.5 Hz, 1H), 5.96 (s, 1H), 4.99 (s, 2H), 3.95 
(s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.79 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 193.2, 159.5, 158.7, 158.7, 154.2, 137.0, 
136.4, 131.9, 131.8, 131.0, 129.9, 129.4, 129.0, 128.7, 128.6, 127.1, 125.3, 107.0, 87.1, 76.2, 61.0, 56.2, 56.0 ppm. 

2-(2-(benzylo[y)-�-chlorophenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (10) 

A solution of 3-(2-(benzyloxy)-3-chlorophenyl)-1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one (4.82 g, 
10.6 mmol, 1.00 eTuiv.) and iodine (0.27 g, 1.06 mmol, 0.10 eTuiv.) in dimethyl sulfoxide 40 mL was degassed 
with nitrogen for 10 min. Under nitrogen atmosphere the reaction mixture was stirred at 140 �C for 2 h 30 min. 
After cooling to ambient temperature, a solution of sodium thiosulfate 50 mL and EtOAc 50 mL were added. The 
organic phase was washed four times with a saturated NaCl solution (50 mL), dried over Na2SO4, filtered, 
concentrated, and the remaining residue purified by recrystallization from methanol to afford compound 10 as 
yellow crystals (4.05 g, 84%)� Rf 0.11 (hexane/EtOAc = 1/3)� m.p. 170.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 7.67 
(dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.33 – 7.40 (m, 2H), 7.19 – 7.33 (m, 4H), 6.81 (s, 1H), 
6.45 (s, 1H), 5.00 (s, 2H), 4.00 (s, 3H), 3.99 (s, 3H), 3.84 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 177.7, 158.4, 
156.8, 156.5, 153.2, 152.3, 135.8, 133.1, 130.8, 129.9, 129.2, 128.8, 128.7, 128.6, 128.1, 125.4, 113.8, 109.1, 92.8, 
75.8, 61.8, 56.8, 56.5 ppm� MS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C25H21ClNaO6: 475.1, observed: 475.1. 
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2-(2-(Benzylo[y)-�-chlorophenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (11) 

2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorophenyl)-5,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-one (100 mg, 221 µmol, 1.00 eTuiv.) was 
dissolved in acetone 10.0 mL and dichloromethane 5.00 mL. At 0-5 �C a sodium bicarbonate-sodium bicarbonate 
buffer system 10.0 mL with the pH of 7 and oxone� (990 mg, 1.61 mmol, 7.30 eTuiv.) were added. The mixture 
was stirred at ambient temperature for 16 h. Thereafter the mixture was extracted three times with dichloromethane 
20 mL and the combined organic phase concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved in 
dichloromethane 10 mL and catalytic p-toluenesulfonic acid (5.00 mg) was added. The reaction was stirred at 
ambient temperature for 1 h. The solvent was removed under reduced pressure and the remaining residue purified 
by flash chromatography (eluent: hexane/EtOAc = 3/7) to afford compound 11 as an colourless oil (32 mg, 
14%)�1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 7.42 – 7.51 (m, 2H), 7.03 – 7.25 (m, 7H), 6.67 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 4.96 (s, 
2H), 3.95 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 3.69 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 172.3, 156.8, 156.3, 153.5, 151.8, 
141.8, 138.5, 136.5, 132.7, 130.0, 129.3, 128.9, 128.7, 128.5, 128.3, 128.3, 125.0, 106.8, 92.2, 76.1, 61.7, 56.7, 
56.7 ppm. 
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2.�.Reaction optimization 

Table S2. Reaction optimization. 

Entry 
Cat. 

>mol%@ 

Oxidant 

>eTuiv.@ 

Additive 

>eTuiv.@ 

Additive 

>eTuiv.@ 
solvent 

T 

>�C@ 

t 

>h@ 

conversion 

>%@ 

1 10.0 Pd(OAc)2 
1.00 

PhI(TFA)2 
- - DCE 80 4 trace 

2 5.00 Pd(TFA)2 
1.20 

PhI(TFA)2 
- - DCE 80 8 trace 

3 5.00 Pd(TFA)2 
2.00 

PhI(TFA)2 
- - DCE 80 16 decomp. 

4 5.00 Pd(TFA)2 
1.20 

PhI(TFA)2 
- - 9:1 

TFA/TFAA 80 8 48 

5 5.00 Pd(TFA)2 
1.50 

PhI(TFA)2 
- - 1:66 

TFA/TFAA1 80 16 decomp. 

6 5.00 Pd(TFA)2 2.00 KPS - - TFA 80 16 - 

7 5.00 Pd(OAc)2 
2.00 

selectfluor� - - 9:1 
TFA/TFAA 80 16 15 

8 5.00 Pd(TFA)2 
1.50 

selectfluor� - - 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 43 

9 7.50 Pd(TFA)2 
2.00 

selectfluor� - - 
1:66 

TFA/TFAA1 90 20 decomp. 

10 
2.50 >RuCl2(p-

cymene)@2 
1.50 

selectfluor� 
1.50 

Ag2CO3 

3.00 
TFA/5.00 

TFAA 
DCE 80 16 - 

11 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.50 
selectfluor� 

1.50 
Ag2CO3 

3.00 
TFA/5.00 

TFAA 
DCE 80 16 trace 
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12 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.50 
selectfluor� 

0.20 
Ag2CO3 

3.00 
TFA/5.00 

TFAA 
DCE 80 16 trace2 

13 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.20 oxone� 1.50 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 8 11 

14 
5.00 >RuCl2(p-

cymene)@2 
1.20 KPS 

1.50 
Ag2CO3 

- 
1:66 

TFA/TFAA1 80 8 trace 

15 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.00 
PhI(TFA)2 

1.00 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 

80 16 32 

16 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.20 
PhI(TFA)2 

0.20 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 442 

17 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.50 
PhI(TFA)2 

1.50 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 24 43 

18 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.50 
selectfluor� 

1.50 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 513 

19 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.10 
selectfluor� 

2.00 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 

80 16 524 

20 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.20 
selectfluor� 

1.20 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 6 364 

21 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.50 
selectfluor� 

1.50 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 53 

22 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.50 
selectfluor� 

1.50 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 60 16 - 

23 
5.00 >RuCl2(p-

cymene)@2 
1.10 

selectfluor� 
2.00 

Ag2CO3 
- 

1:66 
TFA/TFAA1 80 24 72 

24 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.10 
selectfluor� 

2.00 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 

100 16 52 

25 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.20 
Selectfluor� 

1.20 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 120 2 74 

26 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.20 
selectfluor� 

1.20 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 363 

27 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.50 
selectfluor� 

1.50 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 53 

28 
5.00 >RuCl2(p-

cymene)@2 
1.80 

selectfluor� 
1.80 

Ag2CO3 
- 

1:66 
TFA/TFAA1 80 16 41 
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29 
5.00 >RuCl2(p-

cymene)@2 
2.00 

selectfluor� 
2.00 

Ag2CO3 
- 

1:66 
TFA/TFAA1 80 16 61 

30 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.10 
selectfluor� 

1.00 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 

80 16 54 

31 10.0 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.1 
selectfluor� 

1.00 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 60 

32 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.10 
selectfluor� 

2.00 
Ag2CO3 

- 1:1.8 
TFA/TFAA1 80 16 20 

33 5.00 >RuCl2(p-
cymene)@2 

1.10 
selectfluor� 

2.00 
Ag2CO3 

- 1:66 
TFA/TFAA1 80 16 48 

34 
5.00 >RuCl2(p-

cymene)@2 
1.10 

selectfluor� 
2.00 

Ag2CO3 
- 

1:132 
TFA/TFAA1 80 16 50 

35 
2.50 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.20 APS - - 
3:1 

TFA/TFAA 80 16 - 

36 
2.50 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.20 
PhI(TFA)2 

- - DCE 80 4 - 

37 
2.50 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.20 
PhI(OAc)2 

- - DCE 80 4 - 

38 
2.50 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.20 
PhI(OAc)2 

- - 3:2 
TFA/TFAA 80 4 decomp. 

39 
2.50 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.20 
PhI(OAc)2 

- - 2:1 
TFA/TFAA 80 4 decomp. 

40 
5.00 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.20 
selectfluor� 

- - 1:66 
TFA/TFAA1 

80 6 544 

41 
5.00 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.50 
selectfluor� - - 

1:66 
TFA/TFAA1 80 3 54 

42 
7.50 

>Ru(MesCO2)2(p-
cymene)@ 

1.50 
selectfluor� - - 1:66 

TFA/TFAA1 80 4 56 

1 3.00 eTuiv. TFA�  2 pre-activation of catalyst� 3 SchlenN-techniTue (argon)� 4 continuous addition of the oxidant 
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DCE: Dichloroethane� TFA: Trifluoroacetic acid� TFAA: Trifluoroacetic anhydride� KPS: Potassium persulfate� APS: 
ammonium persulfate, decomp. = decomposition
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2.4.([perimental procedures for the synthesis of chlorflavonin analogs 
2.4.1. �-Brom-2-hydro[y-�-methyl-benzaldehyd (2M) 

A solution of the 2-hydroxy-5-methylbenzaldehyd (5.04 g, 37.0 mmol, 1.00 eTuiv.) in 
50 mL acetic acid was cooled to 0 �C. Bromine (2.09 mL, 40.7 mmol, 1.10 eTuiv) was 
added dropwise and the reaction mixture was stirred for 1 h at 0 �C. 50 mL ice water was 
added, and the formed precipitate was filtered and washed with 100 mL cold water. The 
obtained solid was dried under vacuum. Compound 2M as a yellow solid (6.88 g, 87%)� Rf  
0.64 (hexane/EtOAc = 95/5)� m.p. 65.7 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 11.01 (s, 
1H), 10.03 (s, 1H), 7.75 (dd, J = 2.2, 0.7 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 2.3, 0.8 Hz, 1H), 2.29 (t, J 
= 0.7 Hz, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 195.01, 154.49, 139.82, 131.67, 
130.61, 122.50, 110.70, 19.40 ppm. 

2.4.2. General procedure for MOM ether protection 
A solution of the respective phenol (1.00 eTuiv.) in dry dichloromethane (1.5 mL/mmol) was cooled to 0 �C and 
N,N-diisopropylethylamine (2.00 eTuiv.) was added. After 10 minutes chloromethyl methyl ether (1.20 eTuiv.) was 
added dropwise. The reaction was allowed to warm up to ambient temperature and was stirred overnight. The 
reaction was Tuenched with a saturated solution of NH4Cl (2 mL/mmol) and extracted three times with 
dichloromethane (2 mL/mmol). The combined organic phase was washed with saturated NaCl solution, dried over 
Na2SO4, filtered, concentrated, and purified by flash chromatography to afford the desired product. 

�-&hloro-2-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12)>1@

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12 as a white solid (12.1 g, 97%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.19 (hexane/EtOAc = 
95/5)� m.p. 43.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 10.39 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 7.80 (dd, J 
= 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.23 (td, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H), 5.24 (s, 
2H), 3.64 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 189.6, 156.2, 136.1, 131.6, 128.6, 
126.9, 125.5, 100.7, 58.3 ppm. 

�-Bromo-2-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12a)>2@

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12a as a white solid (5.89 g, 97%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.35 (hexane/EtOAc 
= 9/1)� m.p. 54.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 10.36 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 7.85 (T, 
J = 1.7 Hz, 1H), 7.82 (T, J = 1.7 Hz, 1H), 7.17 (td, J = 7.8, 0.9 Hz, 1H), 5.22 (s, 2H), 3.64 
(s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 189.7, 157.3, 139.2, 131.7, 127.7, 126.0, 
118.2, 101.0, 58.3 ppm. 

�-Fluoro-2-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12b)>�@
The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12b as a colourless liTuid (5.72 g, 87%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.19 
(hexane/EtOAc = 95/5)� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 10.42 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 7.62 
(ddd, J = 7.8, 1.7, 1.1 Hz, 1H), 7.34 (ddd, J = 11.2, 8.1, 1.7 Hz, 1H), 7.14 (tdd, J = 8.0, 
4.5, 0.8 Hz, 1H), 5.27 (d, J = 1.0 Hz, 2H), 3.57 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) 
į 189.1 (d, 4J(13C,19F) = 3.3 Hz), 155.3 (d, 1J(13C,19F) = 248.9 Hz), 147.3 (d, 2J(13C,19F) = 
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11.4 Hz), 131.0 (d, 3J(13C,19F) = 1.7 Hz), 124.4 (d, 3J(13C,19F) = 7.4 Hz), 123.9 (d, 
4J(13C,19F) = 3.4 Hz), 122.8 (d, 2J(13C,19F) = 19.7 Hz), 99.9 (d, 4J(13C,19F) = 7.5 Hz), 58.0 
ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, &'&l�) į -129.2 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated 
for C9H10FO3: 185.0608, observed: 185.0608. 

�-,odo-2-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12c)>4@

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12c as a colourless liTuid (1.11 g, 98%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.47 
(hexane/EtOAc = 9/1)� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 10.31 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 8.08 (dt, 
J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.86 (dt, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H), 7.05 (tt, J = 7.8, 1.0 Hz, 1H), 5.19 (d, 
J = 1.1 Hz, 2H), 3.65 (d, J = 1.2 Hz, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 190.2, 
160.1, 145.5, 131.3, 128.9, 126.9, 101.6, 93.6, 58.6 ppm. 

2-(Metho[ymetho[y)-�-methylbenzaldehyde (12e)>1@ 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12e as a colourless liTuid (3.78 g, 64%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.24 
(hexane/EtOAc = 9/1)� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.23 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 7.53 
– 7.63 (m, 2H), 7.23 (tt, J = 7.5, 0.5 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H), 3.50 (s, 3H), 2.31 (d, J = 0.8 Hz,
3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 191.1, 158.9, 137.8, 132.8, 129.8, 126.4,
125.1, 101.0, 57.8, 16.4 ppm.

�-&hloro-�-fluoro-2-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12h)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12h as a white solid (4.99 g, 98%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.18 (hexane/EtOAc 
= 95/5)� m.p. 72.6 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.16 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.93 
(dd, J = 8.0, 3.2 Hz, 1H), 7.50 (dd, J = 8.1, 3.2 Hz, 1H), 5.18 (s, 2H), 3.53 (s, 3H) ppm� 
1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 188.6 (d, 4J(13C,19F) = 1.7 Hz), 157.9 (d, 1J(13C,19F) = 
246.7 Hz), 152.0, 131.6 (d, 3J(13C,19F) = 7.0 Hz), 129.3 (d, 3J(13C,19F) = 10.3 Hz), 123.3 
(d, 2J(13C,19F) = 26.9 Hz), 112.9 (d, 2J(13C,19F) = 23.4 Hz), 100.8 (d, 4J(13C,19F) = 1.0 Hz), 
57.8 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, 'MSO-d�) į -114.6 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C9H9ClFO3: 219.0219, observed: 219.0218. 

�-Bromo-�-fluoro-2-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12i)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12i as a white solid (2.26 g, 99%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.19 (hexane/EtOAc 
= 9/1)� m.p. 73.1 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.14 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 8.04 
(dd, J = 7.8, 3.2 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 8.1, 3.2 Hz, 1H), 5.17 (s, 2H), 3.54 (s, 3H) ppm� 
1�&-NMR (1�1 MHz, 'MSO-d�) į 188.8, 158.2 (d, 1J(13C,19F) = 247.6 Hz), 153.1 (d, 
4J(13C,19F) = 3.0 Hz), 131.6 (d, 3J(13C,19F) = 6.6 Hz), 126.2 (d, 2J(13C,19F) = 26.4 Hz), 118.9 
(d, 3J(13C,19F) = 9.4 Hz), 113.4 (d, 2J(13C,19F) = 23.4 Hz), 101.0, 57.9 ppm� 1�F-NMR (��� 
MHz, 'MSO-d�) į -114.7 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C9H9BrFO3: 
262.9714, observed: 262.9713. 
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�-Bromo-2-(metho[ymetho[y)-�methylbenzaldehyde (12M)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12M as a white solid (7.5 g, 96%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.24 (hexane/EtOAc = 
9/1)� m.p. 47.1 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.17 (s, 1H), 7.86 (dt, J = 2.3, 
0.7 Hz, 1H), 7.56 (dT, J = 2.2, 0.7 Hz, 1H), 5.14 (s, 2H), 3.52 (s, 3H), 2.34 (t, J = 0.7 Hz, 
3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į: 189.79, 139.46, 136.29, 130.64, 127.82, 
117.50, 100.76, 57.78, 19.78 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C10H12BrO3: 
258.9964, observed 258.9961. 

4-&hloro-2-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12k)>�@

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12N as a white solid (3.76 g, 98%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.27 (hexane/EtOAc 
= 9/1)� m.p. 58.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 10.32 – 10.36 (m, 1H), 7.73 (dd, J = 
8.3, 1.2 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 7.21 (ddt, J = 8.3, 1.8, 0.9 Hz, 1H), 5.42 (s, 2H), 
3.45 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 188.3, 159.4, 140.3, 129.4, 123.8, 122.0, 
115.9, 94.6, 56.3 ppm. 

4-&hloro-�-(metho[ymetho[y)benzaldehyde (12l)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.2. to afford compound 
12l as a white solid (3.78 g, 98%, eluent: hexane/EtOAc = 95/5)� Rf 0.22 (hexane/EtOAc 
= 9/1)� m.p. 29.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 9.96 (s, 1H), 7.71 (dd, J = 4.9, 
3.1 Hz, 2H), 7.58 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H), 5.39 (s, 2H), 3.43 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 192.0, 152.7, 136.0, 130.9, 128.8, 124.3, 115.1, 94.6, 56.0 ppm� 
HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C9H10ClO3: 201.0313, observed: 201.0313. 

2.4.�. General procedure for flavonol synthesis 
To a solution of 1-(2-hydroxy-3,4-dimethoxyphenyl)ethan-1-one (1.00 eTuiv.) and the corresponding 
aldehyde (12a-I, 1.00 eTuiv.) in ethanol (2 mL/mmol) was added an aTueous solution of 5 N NaOH (5.0 eTuiv.). 
The solution was stirred at 50 �C for 24 h. After cooling to ambient temperature, the dispersion was cooled to 0 �C 
and slowly hydrogen peroxide 30% (w/w) in water (2.25 eTuiv.) was added. The dispersion was diluted with ethanol 
(3 mL/mmol) to allow further stirring, warmed up to ambient temperature and stirred overnight. The solvent was 
removed under reduced pressure. The residue was dissolved in water and at 0 �C and the pH of the suspension was 
adMusted to 7 with 2 N hydrochloric acid solution. The aTueous phase was extracted four times with 
dichloromethane (5 mL/mmol). The combined organic phase was washed with saturated NaCl solution 
(2 mL/mmol), dried over Na2SO4, filtered, concentrated, and purified by flash chromatography. 

2-(�-&hloro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�) 

H

O

OO
Br
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The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15 as a yellow solid (6.83 g, 42%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.28 
(hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 166.7 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 9.16 (s, 
1H), 7.89 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 7.7, 
1.6 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.98 (s, 2H), 3.97 
(s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.14 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 172.4, 
155.9, 151.0, 149.3, 144.9, 138.7, 136.0, 132.1, 130.3, 127.4, 125.3, 120.3, 116.8, 
110.7, 99.0, 60.8, 56.6, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C19H18ClO7: 393.0736, observed: 393.0740. 

2-(�-Bromo-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�a) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15a as a yellow solid (4.04 g, 39%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.21 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 126.3 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.13 (s, 1H), 7.87 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.84 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 
7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.26 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 4.94 (s, 2H), 
3.96 (s, 3H), 3.83 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.12 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 
'MSO-d�) į 172.4, 155.9, 152.1, 149.3, 145.1, 138.6, 136.0, 135.2, 131.0, 127.3, 
125.7, 120.3, 117.3, 116.8, 110.8, 99.1, 60.9, 56.7, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z 
>M+H@+ calculated for C19H18BrO7: 437.0230, observed: 437.0231. 

2-(�-Fluoro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�b) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15b as a yellow solid (4.98 g, 43%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.22 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 148.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.12 (s, 1H), 7.88 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.48 (ddd, J = 11.4, 8.2, 1.6 Hz, 1H), 7.43 
(dt, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 7.26 – 7.34 (m, 2H), 5.05 (s, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.83 (s, 
3H), 3.19 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 172.4, 155.9, 155.1 (d, 
1J(13C,19F) = 245.9 Hz), 149.3, 144.6 (d, 4J(13C,19F) = 3.1 Hz), 142.4 (d, 2J(13C,19F) 
= 12.2 Hz), 138.7, 136.0, 127.2 (d, 4J(13C,19F) = 2.5 Hz), 126.8 (d, 3J(13C,19F) = 
3.3 Hz), 124.6 (d, 3J(13C,19F) = 8.5 Hz), 120.3, 118.5 (d, 2J(13C,19F) = 19.5 Hz), 
116.8, 110.8, 98.8 (d, 4J(13C,19F) = 5.2 Hz), 60.8, 56.5, 56.2 ppm� 1�F-NMR 
(2�2 MHz, 'MSO-d�) į -129.2 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C19H18FO7: 377.1031, observed: 377.1034.  

�-Hydro[y-2-(�-iodo-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�c)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15c as a yellow solid (0.67 g, 37%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.42 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 130.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.09 (s, 1H), 8.03 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 
7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.10 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 4.89 (s, 2H), 
3.96 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.12 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 
172.9, 156.4, 155.3, 149.8, 145.9, 141.8, 139.0, 136.5, 132.2, 126.6, 126.6, 120.8, 
117.3, 111.2, 99.8, 94.2, 61.3, 57.4, 57.0 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C18H16ClO7: 485.0092, observed: 485.0094.  
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�-Hydro[y-�,�-dimetho[y-2-(2-(metho[ymetho[y)-�-(trifluoromethyl)phenyl)-4H-chromen-4-one (1�d)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15d as a yellow solid (6.37 g, 32%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.34 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 174.1 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.24 (br s, 1H), 7.90 (dd, J = 12.1, 7.8 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.73 
(ddd, J = 15.5, 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.48 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 
4.89 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.13 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 
'MSO-d�) į 172.7, 155.8, 149.8, 144.2, 138.9, 136.1, 135.2, 120.5, 120.2, 120.1, 
118.9, 117.4, 117.1, 110.8, 110.5, 99.5, 89.4, 60.9, 56.5, 56.5 ppm� 1�F-NMR (��� 
MHz, 'MSO-d�) į -59.3 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C20H18F3O7: 427.0999, observed: 427.0999. 

�-Hydro[y-�,�-dimetho[y-2-(2-(metho[ymetho[y)-�-methylphenyl)-4H-chromen-4-one (1�e)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15e as a yellow solid (3.57 g, 56%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.42 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 130.3 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
8.91 (s, 1H), 7.88 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.37 – 7.44 (m, 2H), 7.29 (d, J = 9.2 Hz, 
1H), 7.20 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 4.85 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.15 (s, 3H), 
2.34 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 172.9, 156.2, 154.4, 149.8, 
147.1, 138.9, 136.6, 133.5, 132.1, 129.5, 125.7, 124.3, 120.7, 117.3, 111.1, 99.3, 
61.3, 57.0, 56.8, 16.9 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C20H21O7: 
373.1282, observed: 373.1282.  

2-(�-Bromo-2-fluorophenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�f) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. and purified 
by flash column chromatography (eluent: hexane/EtOAc = 7/3). A mixture of 
compound 15f (approx. 80 %), the corresponding flavanone (2-(3-bromo-2-
fluorophenyl)-7,8-dimethoxychroman-4-one) and 2-(3-bromo-2-ethoxyphenyl)-
3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-one was obtained. The crude product
was used without further purification. 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 9.49 (s,
1H), 7.91 (ddd, J = 8.1, 6.5, 1.6 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.78 (ddd, J =
7.9, 6.3, 1.6 Hz, 1H), 7.36 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 9.2, 2.7 Hz, 1H), 3.96
(s, 3H), 3.84 (s, 2H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 172.41, 157.03,
156.12, 149.42, 145.15, 141.73 (d, 4J(13C,19F) = 1.6 Hz), 139.13, 136.09, 135.34,
130.70 (d, 4J(13C,19F) = 2.0 Hz), 125.93 (d, 3J(13C,19F) = 4.2 Hz), 120.57 (d,
2J(13C,19F) = 26.1 Hz), 116.76, 110.95, 109.06 (d, 2J(13C,19F) = 20.9 Hz), 60.92,
56.55 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, 'MSO-d�) į -104.85 ppm� HRMS ((S,) m/z
>M+H@+ calculated for C17H13BrFO7: 394.9925, observed: 394.9927.

2-(�-&hloro-�-fluoro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�h) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15h as a yellow solid (2.11 g, 34%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.18 (hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 9.29 (s, 1H), 7.87 
(d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.75 (dd, J = 8.2, 3.1 Hz, 1H), 7.48 – 7.55 (m, 1H), 7.27 – 7.33 
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(m, 1H), 4.94 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.11 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 172.9, 157.8 (d, 1J(13C,19F) = 244.9 Hz), 156.5, 149.8, 
148.4 (d, 4J(13C,19F) = 3.4 Hz), 144.2 (d, 4J(13C,19F) = 1.3 Hz), 139.3, 136.5, 128.9 
(d, 3J(13C,19F) = 11.6 Hz), 128.6 (d, 3J(13C,19F) = 9.7 Hz), 120.8, 119.7 (d, 
2J(13C,19F) = 26.2 Hz), 117.4 (d, 2J(13C,19F) = 31.8 Hz), 117.4, 111.3, 99.7, 61.4, 
57.2, 57.0 ppm� 1�F-NMR (��� MHz, 'MSO-d�) į -116.3 ppm� HRMS ((S,) 
m/z >M+H@+ calculated for C19H17ClFO7: 411.0641, observed: 411.0644.  

2-(�-Bromo-�-fluoro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�i) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15i as a yellow solid (1.26 g, 32%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.19 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 230.8 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 8.00 
(d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 7.5, 3.1 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 8.1, 3.1 Hz, 1H), 
7.11 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 5.00 (s, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.99 (s, 3H), 3.23 (s, 3H) ppm� 
1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 175.3, 158.4, 156.9, 151.6, 150.5, 143.4, 138.4, 
137.0, 136.7, 122.7, 121.2, 117.5, 116.2, 110.7, 110.6, 100.3, 61.9, 57.7, 56.8 ppm� 
1�F-NMR (2�2 MHz, &'&l�) į -115.9 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated 
for C19H17BrFO7: 455.0136, observed: 455.0138.  

2-(�-Bromo-2-(metho[ymetho[y)-�-methylphenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�M) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15M as a yellow solid (3.86 g, 31%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.21 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 182.6 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.09 (s, 1H), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 
2.2, 0.8 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.90 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 
3.10 (s, 3H), 2.34 (t, J = 0.7 Hz, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 
172.39, 155.87, 149.80, 149.29, 145.24, 138.57, 136.03, 135.37, 135.30, 131.18, 
126.84, 120.28, 116.94, 116.80, 110.76, 99.06, 60.85, 56.62, 56.48, 19.77 ppm� 
HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C20H20BrO7: 451.0387, observed: 
451.0393. 

2-(4-&hloro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (1�k) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 15N as a yellow solid (3.62 g, 51%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.47 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 193.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.01 (s, 1H), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 2.0 Hz, 
1H), 7.28 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H), 5.27 (s, 2H), 3.95 (s, 
3H), 3.80 (s, 3H), 3.35 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 172.8, 
156.2, 155.8, 149.8, 145.5, 139.0, 136.6, 135.9, 132.9, 121.7, 120.5, 120.3, 117.3, 
115.9, 111.2, 94.8, 61.2, 56.9, 56.2 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C19H18ClO7: 393.0736, observed: 393.0741. 

2-(4-&hloro-�-(metho[ymetho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (12l) 
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The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 12l as a yellow solid (2.38 g, 33%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.48 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 223.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 8.18 
(br s, 1H), 7.86 – 8.06 (m, 2H), 7.53 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.00 – 7.15 (m, 2H), 5.36 
(s, 2H), 4.05 (s, 3H), 4.02 (s, 3H), 3.58 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�1 MHz, &'&l�) 
į 167.9, 163.6, 156.9, 153.2, 150.0, 146.4, 134.0, 131.2, 130.6, 122.2, 121.1, 
115.5, 115.0, 112.5, 110.5, 95.6, 61.8, 56.8, 56.7 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C19H18ClO7: 393.0736, observed: 393.0735. 

2-(2,�-'ichlorophenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (12m) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 12m as a yellow solid (3.34 g, 46%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.25 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 196.8 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.38 (s, 1H), 7.90 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.85 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 
7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.97 (s, 3H), 
3.82 (s, 3H), 3.57 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 172.6, 156.1, 
149.3, 144.8, 138.6, 136.1, 132.3, 132.3, 132.1, 131.0, 130.8, 128.5, 120.4, 116.9, 
110.9, 61.0, 56.6 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C17H13Cl2O5: 
367.0135, observed: 367.0139. 

2-(�-&hlorophenyl)-�-hydro[y-�,�-dimetho[y-4H-chromen-4-one (12n) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.3. to afford 
compound 12n as a yellow solid (2.77 g, 33%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.43 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 187.5 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
9.86 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 8.14 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.52 
– 7.70 (m, 2H), 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.95 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR
(�� MHz, 'MSO-d�) į 172.7, 156.2, 148.8, 142.7, 139.0, 136.0, 133.5, 133.3,
130.6, 129.3, 126.8, 125.5, 120.3, 116.1, 110.8, 61.0, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z
>M+H@+ calculated for C17H14ClO5: 333.0524, observed: 333.0524.

2.4.4. General procedure for methylation of flavonols 
To a solution of the respective flavonol (12a-n, 1.00 eTuiv.) and caesium carbonate (2.25 eTuiv.) in N,N-
dimethylformamide (6-8 mL/mmol) was added iodomethane (1.50 eTuiv.). At ambient temperature the reaction 
mixture was stirred until complete conversion of the starting material. The mixture was diluted with EtOAc 
(20 mL/mmol) and the organic phase was washed six times with saturated NaCl solution (20 mL/mmol). The 
organic phase was dried over Na2SO4, filtered, concentrated, and the residue purified by flash chromatography on 
silica gel to afford the desired product. 

2-(�-&hloro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�) 
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The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16 as a yellow oil (4.12 g, 80%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.23 
(hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 7.86 (d, J = 9.1 Hz, 
1H), 7.74 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.25 – 7.41 (m, 
2H), 5.01 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.10 (s, 3H) ppm� 1�&-
NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.1, 156.3, 154.0, 151.1, 149.3, 140.5, 136.1, 
132.6, 129.9, 127.4, 127.3, 125.6, 120.4, 118.5, 111.0, 99.3, 60.9, 59.6, 56.6, 
56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C20H20ClO7: 407.0892, 
observed: 407.0891. 

2-(�-Bromo-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�a) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16a as an orange oil (3.28 g, 79%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.21 (hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 7.81 – 7.94 (m, 
2H), 7.62 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.23 – 7.35 (m, 2H), 4.99 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 
3.81 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.09 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 
173.1, 156.3, 154.1, 152.2, 149.3, 140.5, 136.1, 135.7, 130.6, 127.2, 126.0, 120.4, 
118.6, 117.3, 111.0, 99.5, 60.9, 59.5, 56.7, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C20H20BrO7: 451.0387, observed: 451.0393. 

2-(�-Fluoro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�b) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16b as a yellow oil (2.29 g, 83%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.20 
(hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 
1H), 7.51 (ddd, J = 11.4, 8.2, 1.7 Hz, 1H), 7.43 (ddd, J = 7.7, 1.7, 1.0 Hz, 1H), 
7.27 – 7.38 (m, 2H), 5.07 (d, J = 0.7 Hz, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.74 (s, 
3H), 3.16 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�1 MHz, 'MSO-d�) į 173.6, 156.8, 155.4 (d, 
1J(13C,19F) = 246.0 Hz), 154.1 (d, 4J(13C,19F) = 3.0 Hz), 149.8, 142.9 (d, 2J(13C,19F) 
= 12.2 Hz), 141.2, 136.6, 127.4 (d, 4J(13C,19F) = 2.3 Hz), 126.9 (d, 3J(13C,19F) = 
3.3 Hz), 125.3 (d, 3J(13C,19F) = 8.1 Hz), 120.8, 119.5 (d, 2J(13C,19F) = 19.3 Hz), 
119.0, 99.5 (d, 4J(13C,19F) = 5.7 Hz), 61.4, 60.2, 57.0, 56.9 ppm� 1�F-NMR (��� 
MHz, 'MSO-d�) į -129.0 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C20H20FO7: 391.1188, observed: 391.1191.  

2-(�-,odo-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�c) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16c as a yellow oil (0.47 g, 76%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.21 
(hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 8.01 (dd, J = 9.0, 1.0 Hz, 
1H), 7.98 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 
9.0 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 5.02 (s, 2H), 4.01 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 3.86 
(s, 3H), 3.22 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 174.4, 156.4, 155.5, 
155.0, 149.9, 141.9, 141.1, 136.7, 131.4, 126.5, 125.9, 121.1, 119.3, 110.1, 100.3, 
93.2, 61.7, 60.3, 57.5, 56.5, 31.6, 14.1 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated 
for C20H20ClO7: 499.0248, observed: 499.0242. 
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�,�,�-Trimetho[y-2-(2-(metho[ymetho[y)-�-(trifluoromethyl)phenyl)-4H-chromen-4-one (1�d) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16d as a yellow oil (2.89 g, 53%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.40 
(hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 7.92 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 
7.70 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.64 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.25 – 7.31 (m, 1H), 
6.99 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.89 (s, 2H), 3.92 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.13 
(s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 174.5, 156.6, 154.3 – 154.8 (m), 
150.1, 141.3, 136.9, 135.2, 129.4 (T, 3J(13C,19F) = 5.2 Hz), 127.1, 125.1 (T, 
2J(13C,19F) = 30.6 Hz), 124.7, 124.1, 123.4 (T, 1J(13C,19F) = 273.1 Hz), 121.2, 
119.5, 110.3, 100.9 – 101.3 (m), 61.7, 60.4, 57.5, 56.6 ppm� 1�F-NMR (��� MHz, 
&'&l�) į -60.7 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C21H20F3O7: 
441.1156, observed: 441.1162. 

�,�,�-Trimetho[y-2-(2-(metho[ymetho[y)-�-methylphenyl)-4H-chromen-4-one (1�e) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16e as a yellow oil (2.48 g, 70%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.20 
(hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 8.03 (dd, J = 9.0, 0.8 Hz, 
1H), 7.33 – 7.41 (m, 2H), 7.18 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 9.0, 0.8 Hz, 1H), 
4.95 (d, J  = 0.8 Hz, 2H), 4.01 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.96 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.83 
(d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.27 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 2.41 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 173.2, 156.1, 155.8, 153.8, 149.3, 140.4, 136.1, 133.6, 
131.7, 128.5, 125.2, 124.0, 120.3, 118.6, 110.9, 99.0, 60.9, 59.5, 56.5, 56.3, 
16.4 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C21H23O7: 387.1438, 
observed: 387.1438.  

2-(�-Bromo-2-fluorophenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�f) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16f as a yellow solid (620 mg, 47%, eluent: hexane/EtOAc = 3/2)� Rf 
0.16 (hexane/EtOAc = 7/3)� m.p. 182.9 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
7.97 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.6 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.78 (ddd, J = 7.9, 
6.4, 1.7 Hz, 1H), 7.40 (td, J = 7.9, 0.9 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.97 (s, 
3H), 3.83 (s, 3H), 3.79 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.08, 
156.44, 155.39 (d, 1J(13C,19F) = 250.9 Hz), 150.43 (d, 4J(13C,19F) = 1.0 Hz), 
149.36, 140.97, 136.07 (d, 3J(13C,19F)  = 13.3 Hz), 130.70 (d, 4J(13C,19F) = 1.7 Hz), 
126.18 (d, 3J(13C,19F) = 4.4 Hz), 120.44, 120.12 (d, 2J(13C,19F) = 15.4 Hz), 118.52, 
111.22, 108.97 (d, 2J(13C,19F) = 21.0 Hz), 60.97, 60.05, 56.60 ppm� 1�F-NMR 
(2�2 MHz, 'MSO-d�) į -106.22 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C18H15BrFO5: 409.0081, observed: 409.0085. 

2-(�-&hloro-�-fluoro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�h) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16h as a yellow oil (0.83 g, 67%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.51 
(hexane/EtOAc = 1/1)� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 7.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 
7.29 (dd, J = 7.8, 3.1 Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.0, 3.1 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 9.1 Hz, 
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1H), 5.00 (s, 2H), 3.98 (s, 4H), 3.92 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.18 (s, 3H) ppm� 1�&-
NMR (�� MHz, &'&l�) į 174.2, 158.0 (d, 1J(13C,19F) = 247.8 Hz), 156.6, 153.4 
(d, 4J(13C,19F) = 2.1 Hz), 149.9, 148.4 (d, 4J(13C,19F) = 3.6 Hz), 141.3, 136.7, 129.4 
(d, 3J(13C,19F) = 11.0 Hz), 128.2 (d, 3J(13C,19F) = 9.3 Hz), 121.1, 119.7 (d, 
2J(13C,19F) = 25.7 Hz), 119.2, 116.4 (d, 2J(13C,19F) = 23.9 Hz), 110.3, 99.9, 61.6, 
60.4, 57.4, 56.5 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, &'&l�) į -115.8 ppm� HRMS ((S,) 
m/z >M+H@+ calculated for C20H19ClFO7: 425.0798, observed: 425.0803. 

2-(�-Bromo-�-fluoro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�i) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16i as a yellow oil (0.48 g, 78%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.21 
(hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 7.93 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 
7.43 (dd, J = 7.5, 3.1 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 7.9, 3.1 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 9.0 Hz, 
1H), 4.96 (s, 2H), 3.95 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.14 (s, 3H) ppm� 1�&-
NMR (1�1 MHz, &'&l�) į 174.2, 158.1 (d, 1J(13C,19F) = 248.7 Hz), 156.6, 153.5, 
149.9, 149.5 (d, 4J(13C,19F) = 3.3 Hz), 141.2, 136.7, 128.1 (d, 3J(13C,19F) = 8.9 Hz), 
122.6 (d, 2J(13C,19F) = 25.4 Hz), 121.1, 119.2, 118.5 (d, 3J(13C,19F) = 10.1 Hz), 
117.1 (d, 2J(13C,19F) = 23.9 Hz), 110.3, 100.1, 61.6, 60.4, 57.4, 56.5 ppm� 1�F-
NMR (��� MHz, &'&l�) į -115.9 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C20H19BrFO7: 469.0293, observed: 469.0295. 

2-(�-Bromo-2-(metho[ymetho[y)-�-methylphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�M) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16M as a yellow oil (3.98 g, 95%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.24 
(hexane/EtOAc = 3/2)� 1H-NMR (�00 MHz, DMSO-d6) į 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 
1H), 7.72 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 1H), 7.45 – 7.38 (m, 1H), 7.32 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 
4.96 (s, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.07 (s, 3H), 2.36 (s, 3H) ppm� 
1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.13, 156.26, 154.30, 149.88, 149.29, 
140.46, 136.12, 135.83, 135.72, 130.75, 126.79, 120.39, 118.55, 116.92, 111.04, 
99.42, 60.91, 59.54, 56.65, 56.53, 19.82 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C21H22BrO7: 465.0543, observed: 465.0544. 

2-(4-&hloro-2-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�k) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16N as a yellow solid (2.29 g, 84%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.47 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 116.7 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.31 
(d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 5.30 (s, 2H), 3.96 (s, 4H), 3.80 
(s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.34 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.1, 
156.2, 155.2, 154.2, 149.3, 140.7, 136.1, 136.0, 132.1, 121.4, 120.3, 119.5, 118.6, 
115.3, 111.0, 94.3, 60.9, 59.9, 56.5, 55.8 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C20H20ClO7: 407.0892, observed: 407.0891. 

2-(4-&hloro-�-(metho[ymetho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�l) 

152



The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16l as a beige solid (1.93 g, 79%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.21 
(hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 145.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 8.00 (d, 
J = 1.9 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz, 1H), 7.70 (d, 
J = 8.4 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 5.38 (s, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 
3.84 (s, 3H), 3.48 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�1 MHz, 'MSO-d�) į 173.5, 156.4, 
152.9, 152.3, 148.9, 140.5, 136.1, 130.5, 130.4, 124.8, 122.4, 120.3, 118.2, 115.8, 
111.0, 95.0, 61.1, 59.7, 56.5, 56.0 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C20H20ClO7: 407.0892, observed: 407.0983. 

2-(2,�-'ichlorophenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�m) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16m as a yellow solid (1.38 g, 74%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.25 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 148.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
7.88 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 
1H), 7.55 – 7.62 (m, 1H), 7.34 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.71 
(s, 3H) ppm� 1�&-NMR (12� MHz, 'MSO-d�) į 173.1, 156.4, 153.7, 149.2, 
140.5, 136.2, 132.4, 132.3, 131.9, 130.6, 130.2, 128.6, 120.3, 118.6, 111.2, 61.0, 
59.9, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H15Cl2O5: 381.0291, 
observed: 381.0295. 

2-(�-&hlorophenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�n) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.4. to afford 
compound 16n as a yellow solid (0.92 g, 72%, eluent: hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 
0.25 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 152.7 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
8.02 (td, J = 1.7, 0.8 Hz, 1H), 7.99 (ddd, J = 6.4, 2.4, 1.7 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 
9.0 Hz, 1H), 7.61 – 7.67 (m, 2H), 7.30 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.91 (s, 
3H), 3.84 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.4, 156.4, 152.7, 
148.9, 140.6, 136.1, 133.3, 132.6, 130.7, 130.5, 127.6, 126.7, 120.3, 118.2, 111.0, 
61.0, 59.8, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16ClO5: 
347.0681, observed: 347.0685. 

2.4.�. General procedure for deprotection of MOM ether 
To a solution of the respective MOM-protected flavone (16a-n, 1.00 eTuiv.) in methanol (9.0 mL/mmol) was added 
2 N hydrochloric acid (9.0 mL/mmol). The reaction was stirred at 50 �C until complete conversion of the starting 
material, as indicated by TLC. 

:ork-up method A. The reaction mixture was diluted with ice cold water (20 mL/mmol) and the suspension was 
stored overnight at 7 �C. The precipitated product was filtered off and washed with ice cold water. The filter caNe 
was suspended in ethanol (3.0 mL/mmol) and the solvent was removed by distillation as an azeotrope on a rotary 
evaporator with a bath temperature of 45 �C. This process was repeated twice, and the product was used for the 
next step without further purification steps. 

:ork-up method B. The solvent volume was reduced by half under reduced pressure and the aTueous suspension 
was extracted four times with dichloromethane (10 mL/mmol). The combined organic phase was washed with 
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saturated NaCl solution (10 mL/mmol), dried over Na2SO4, filtered, concentrated, and the residue was purified by 
flash chromatography on silica gel or recrystallization to afford the desired product. 

2-(�-&hloro-2-hydro[yphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17 as a white solid (2.12 g, 79%, eluent: 
hexane/EtOAc + 0.1% TEA = 2/3)� Rf 0.35 (hexane/EtOAc = 3/1)� m.p. 77.9 �C� 
1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.02 (s, 1H), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.57 
(dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 
7.01 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.72 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 173.4, 156.1, 154.4, 150.9, 149.6, 140.8, 136.2, 131.9, 
129.5, 121.5, 120.4, 120.2, 120.1, 118.8, 110.8, 60.9, 59.8, 56.5 ppm� HRMS 
((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16ClO6: 363.0630, observed: 363.0632. 

2-(�-Bromo-2-hydro[yphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�a) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17a as a white solid (1.51 g, 83%, eluent: 
hexane/EtOAc + 0.1% TEA = 3/2)� Rf 0.41 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 176.3 �C� 
1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 9.98 (s, 1H), 7.85 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.72 (dd, 
J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.94 
(t, J = 7.8 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.71 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 173.5, 156.1, 154.3, 151.7, 149.6, 140.9, 136.2, 135.0, 
130.2, 120.6, 120.2, 120.1, 118.9, 111.5, 110.7, 60.9, 59.8, 56.5 ppm� HRMS 
((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16BrO6: 407.0125, observed: 407.0129. 

2-(�-Fluoro-2-hydro[yphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�b) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17b as a white solid (0.86 g, 79%, eluent: 
hexane/EtOAc + 0.1% TEA = 1/1)� Rf 0.37 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 130.9 �C� 
1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.18 (s, 1H), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.38 
(ddd, J = 11.2, 8.2, 1.6 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.27 (dt, J = 7.8, 1.4 Hz, 
1H), 6.97 (td, J = 8.0, 4.9 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.72 (s, 3H) ppm� 
1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.3, 156.1, 154.2 (d, 4J(13C,19F) = 3.5 Hz), 
151.6 (d, 1J(13C,19F) = 240.2 Hz), 149.5, 143.4 (d, 2J(13C,19F) = 14.8 Hz), 140.7, 
136.2, 125.9 (d, 4J(13C,19F) = 3.2 Hz), 121.0 (d, 4J(13C,19F) = 3.4 Hz), 120.2, 119.1 
(d, 3J(13C,19F) = 7.3 Hz), 118.7, 117.8 (d, 2J(13C,19F) = 18.5 Hz), 110.8, 60.9, 59.8, 
56.5 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, 'MSO-d�) į -134.5 ppm� HRMS ((S,) m/z 
>M+H@+ calculated for C18H16FO6: 347.0925, observed: 347.0930. 

2-(2-Hydro[y-�-iodophenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�c) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method A to afford compound 17c as a yellow solid (341 mg, 87%)� Rf 0.43 
(hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 177.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 8.49 (s, 
1H), 8.00 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.99 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 7.9, 
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1.6 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.87 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 4.01 (s, 3H), 3.96 
(s, 3H), 3.93 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�1 MHz, &'&l�) į 173.4, 156.8, 154.0, 
153.9, 150.1, 142.6, 139.2, 136.9, 130.3, 122.4, 121.1, 118.8, 118.8, 110.4, 88.5, 
62.1, 61.7, 56.6 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16IO6: 
454.9986, observed: 454.9990. 

2-(2-Hydro[y-�-(trifluoromethyl)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�d) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17d as a white solid (2.14 g, 68%, eluent: 
hexane/EtOAc = 3/2)� Rf 0.45 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 167.8 �C� 1H-NMR 
(�00 MHz, &'&l�) į 8.50 (s, 1H), 7.93 (dd, J = 8.3, 6.2 Hz, 2H), 7.73 (dd, J = 
7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.14 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H), 
3.89 (s, 3H), 3.89 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�1 MHz, &'&l�) į 173.5, 157.1, 
154.0, 153.5, 150.3, 139.3, 137.1, 133.7, 130.6 (d, 3J(13C,19F) = 5.0 Hz), 124.5, 
121.4, 121.1, 120.8, 120.5, 118.8, 110.6, 62.5, 61.8, 56.8 ppm� 1�F-NMR 
(��� MHz, &'&l�) į -62.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C19H16F3O7: 397.0893, observed: 397.0895. 

2-(2-Hydro[y-�-methylphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�e) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17e as a white solid (1.22 g, 69%, 
recrystallization: hexane/EtOAc)� Rf 0.29 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 145.9 �C� 
1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 9.04 (s, 1H), 7.84 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.28 (dd, 
J = 8.5, 3.2 Hz, 2H), 7.23 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 6.88 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 3.95 
(s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 2.24 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-
d�) į 173.5, 156.0, 155.9, 153.0, 149.6, 140.7, 136.2, 132.8, 128.1, 125.8, 120.1, 
118.9, 118.9, 118.2, 110.6, 60.9, 59.7, 56.5, 16.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C19H19O6: 343.1176, observed: 343.1182. 

2-(�-&hloro-�-fluoro-2-hydro[yphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�h) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17h as a yellow solid (342 mg, 64%, eluent: 
hexane/EtOAc = 3/2)� Rf 0.16 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 165.3 �C� 1H-NMR 
(�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.02 (s, 1H), 7.85 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 8.3, 
3.2 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.6, 3.2 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 
3.81 (s, 3H), 3.73 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.4, 156.2, 
154.1 (d, 1J(13C,19F) = 239.0 Hz), 153.0 (d, 4J(13C,19F) = 1.5 Hz), 149.6, 147.8 (d, 
4J(13C,19F) = 2.8 Hz), 140.9, 136.2, 122.2 (d, 3J(13C,19F) = 11.1 Hz), 120.6 (d, 
3J(13C,19F) = 9.3 Hz), 120.2, 119.2, 118.8, 116.0 (d, 2J(13C,19F) = 23.9 Hz), 110.9, 
61.0, 59.8, 56.6 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, 'MSO-d�) į -123.0 ppm� HRMS 
((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H15ClFO6: 381.0536, observed: 381.0536.  

2-(�-Bromo-�-fluoro-2-hydro[yphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�i) 
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The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method A to afford compound 17i as a yellow solid (257 mg, 69%)� Rf 0.25 
(hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 173.8 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į 8.11 (br s, 
1H), 7.99 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.41 – 7.56 (m, 2H), 7.08 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 4.01 
(s, 3H), 3.97 (s, 3H), 3.95 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 173.6, 
157.2, 156.0 (d, 1J(13C,19F) = 243.4 Hz), 152.8 (d, 4J(13C,19F) = 1.4 Hz), 150.2, 
148.6 (d, 4J(13C,19F) = 2.7 Hz), 139.8, 137.0, 123.6 (d, 2J(13C,19F) = 25.8 Hz), 
121.3, 120.2 (d, 3J(13C,19F) = 8.2 Hz), 118.9, 115.4 (d, 2J(13C,19F) = 24.5 Hz), 
114.1 (d, 3J(13C,19F) = 10.1 Hz), 110.7, 62.4, 61.9, 56.8 ppm� 1�F-NMR 
(2�2 MHz, &'&l�) į -121.3 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for 
C18H15BrFO6: 425.0031, observed: 425.0034. 

2-(�-Bromo-2-hydro[y-�-methylphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�M) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method A to afford compound 17M as a white solid (2.49 g, 74%)� Rf 0.33 
(hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 174.8 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 9.69 (s, 
1H), 7.84 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 2.1, 0.8 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 
1H), 7.22 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.29 
(s, 1H), 2.27 (d, J = 0.8 Hz, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�� MHz, 'MSO-d�) į 173.84, 
156.47, 154.88, 150.01, 149.83, 141.28, 136.74, 135.63, 130.64, 130.25, 120.52, 
120.33, 119.36, 111.74, 111.24, 61.35, 60.18, 56.98, 19.88 ppm� ((S,) m/z 
>M+H@+ calculated for C19H18BrO6: 421.0281, observed: 421.0284. 

2-(4-&hloro-2-hydro[yphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�k) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17N as a yellow solid (1.78 g, 95%, eluent: 
hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.37 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 194.2 �C� 1H-NMR 
(�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.54 (s, 1H), 7.84 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 
8.2 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 8.1, 
2.1 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.71 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 
'MSO-d�) į 173.2, 156.6, 156.1, 154.7, 149.4, 140.6, 136.1, 135.6, 132.1, 120.2, 
118.9, 118.7, 117.2, 116.0, 110.8, 60.9, 59.7, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C18H16ClO6: 363.0630, observed: 363.0626. 

2-(4-&hloro-�-hydro[yphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1�l) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.5. and worN-
up method B to afford compound 17l as a beige solid (1.38 g, 74%, eluent: 
hexane/EtOAc = 7/3)� Rf 0.29 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 217.2 �C� 1H-NMR 
(�00 MHz, 'MSO-d�) į 10.69 (s, 1H), 7.81 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.75 (d, 
J = 1.8 Hz, 1H), 7.47 – 7.60 (m, 2H), 7.29 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.92 
(s, 3H), 3.82 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 173.5, 156.3, 153.2, 
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153.2, 148.9, 140.4, 136.2, 130.3, 130.2, 122.3, 120.3, 119.7, 118.2, 115.8, 110.9, 
61.2, 59.7, 56.5 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16ClO6: 
363.0630, observed: 363.0629. 

2.4.�. Synthesis of 2-(�-bromo-2-(difluorometho[y)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-
one (1�) 

The reaction was performed according to the procedure of Li et al.>6@ 2-(3-Bromo-
2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-one (407 mg, 1 mmol, 1.0
eTuiv.) was dissolved in 4 mL dichloromethane at 0 �C. An aTueous KOH solution
(20 wt%, 1.4 mL, 6.0 mmol) was added and stirred vigorously.
(Bromodifluoromethyl)trimethyl-silane (518 mg, 2.5 mmol, 2.5 eTuiv.) was added
in three portions after 0, 30 and 60 min under ice bath cooling. The mixture was
stirred for 16 h at ambient temperature and the reaction Tuenched by adding water
(5 mL). The aTueous phase was extracted with dichloromethane (2 x 30 mL). The
organic layers were combined and dried over anhydrous Na2SO4. The solvents
were removed in vacuo and the crude product was purified by flash-column
chromatography on silica gel (hexane/EtOAc) to afford the titel compound as a
white solid (360 mg, 78%, recrystallization: hexane/EtOAc)� Rf  0.22
(hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 116.5 �C� 1H-NMR (�00 MHz, &'&l�) į į 8.01 (d,
J = 9.1 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.30
(t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 74.0 Hz, 1H), 4.00 (s,
3H), 3.94 (s, 3H), 3.86 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, &'&l�) į 174.47,
156.70, 153.07, 150.08, 146.23 (t, 3J(13C,19F)  = 3.3 Hz), 141.53, 136.96, 136.03,
131.05, 128.37, 127.88, 121.31, 119.56, 118.23, 116.67 (t, 1J(13C,19F)  =
264.8 Hz), 110.31, 61.88, 60.63, 56.66 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, 'MSO-d�) į -
80.48. ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C19H16BrF2O6: 457.0093,
observed: 457.0100.

2.4.�. General procedure for ruthenium(,,)-catalyzed ortho-&(sp2)-H-hydro[ylation 
To a solution of the respective 3µ-methoxyflavonol (1-1n, 1.00 eTuiv.), selectfluor (1.10 eTuiv.), silver 
carbonate (2.00 eTuiv.) and dichloro(p-cymene)ruthenium(II) dimer (5.00mol%) in trifluoroacetic anhydride 
(15.2 mL/mmol) was added trifluoroacetic acid (3.00 eTuiv.). The reaction vessel was closed and stirred in a pre-
heated oil bath at 80 �C for 24 h. After cooling to ambient temperature dichloromethane (30.0 mL/mmol) was added 
and the reaction mixture was filtered through a pad of celite that was subseTuently washed with multiple small 
portions of dichloromethane. The filtrate was concentrated under reduced pressure and the residue was dissolved 
in methanol (50.0 mL/mmol). The solvent was removed on a rotary evaporator with a bath temperature of 50 �C. 
The crude product was purified by flash chromatography on a short silica gel plug (eluent: hexane/EtOAc = 8/2) 
and following recrystallization to afford the desired product. 

2-(�-&hloro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1 as a yellow solid (192 mg, 51%, recrystallization: methanol)� Rf 0.34 
(hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 213.7 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 12.43 
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(s, 1H), 10.09 (s, 1H), 7.59 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 
1H), 7.01 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.65 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.71 (s, 
3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 178.6, 158.2, 156.5, 155.6, 150.9, 
148.7, 139.4, 132.2, 129.5, 128.3, 121.6, 120.2, 119.8, 105.2, 95.8, 60.9, 60.1, 
56.6 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16ClO7: 379.0585, 
observed: 379.0584. 

2-(�-Bromo-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1a) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1a as a yellow solid (195 mg, 46%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.24 (hexane/EtOAc = 7/3)� m.p. 210.2 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.42 (s, 1H), 10.04 (s, 1H), 7.73 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 7.6, 
1.6 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.64 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.70 
(s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 178.7, 158.2, 156.5, 155.6, 151.7, 
148.8, 139.5, 135.4, 130.2, 128.4, 120.7, 119.5, 111.6, 105.2, 95.8, 60.9, 60.1, 
56.6 ppm�  HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16BrO7: 423.0079, 
observed: 423.0075. 

2-(�-Fluoro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1b) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1b as a yellow solid (157 mg, 43%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.35 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 208.6 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.41 (s, 1H), 10.25 (s, 1H), 7.38 (ddd, J = 11.2, 8.2, 1.6 Hz, 1H), 7.27 (dt, J = 
7.8, 1.3 Hz, 1H), 6.97 (td, J = 8.0, 4.7 Hz, 1H), 6.63 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.73 (s, 
3H), 3.70 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (12� MHz, 'MSO-d�) į 178.4, 158.1, 156.4, 
155.3 (d, 4J(13C,19F) = 3.3 Hz), 151.5 (d, 1J(13C,19F) = 240.7 Hz), 148.5, 143.4 (d, 
2J(13C,19F) = 15.1 Hz), 139.2, 128.3, 125.8 (d, 4J(13C,19F) = 3.2 Hz), 120.4 (d, 
3J(13C,19F) = 3.7 Hz), 119.1 (d, 3J(13C,19F) = 7.0 Hz), 118.0 (d, 2J(13C,19F) = 
18.3 Hz), 105.0, 95.8, 60.8, 60.0, 56.5 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, 'MSO-d�) į -
134.3 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16FO7: 363.0880, 
observed: 363.0873. 

�-Hydro[y-2-(2-hydro[y-�-iodophenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1c)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1c as a yellow solid (129 mg, 39%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.36 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 223.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.43 (s, 1H), 10.05 (s, 1H), 7.92 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 7.6, 
1.7 Hz, 1H), 6.79 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 6.63 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.69 
(s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 178.7, 158.2, 156.5, 155.7, 153.8, 
148.8, 141.5, 139.5, 130.9, 128.4, 121.3, 118.0, 105.3, 95.7, 87.7, 60.9, 60.1, 
56.6 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H16IO7: 470.9941, 
observed: 470.9939. 

�-Hydro[y-2-(2-hydro[y-�-(trifluoromethyl)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1d)
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The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1d as a yellow solid (184 mg, 45%, recrystallization: methanol)� Rf 
0.34 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 195.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.41 (s, 1H), 10.41 (s, 1H), 7.76 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 7.7, 
1.7 Hz, 1H), 7.14 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.64 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.70 
(s, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�1 MHz, 'MSO-d�) į 178.8, 158.2, 156.5, 154.6, 152.9 
– 153.9 (m), 148.9, 139.9, 135.1, 129.3 (T, 3J(13C,19F) = 5.2 Hz), 128.4, 123.7 (T,
1J(13C,19F) = 272.4 Hz), 119.6, 119.1, 117.7 (T, 2J(13C,19F) = 30.0 Hz), 105.4, 95.8,
60.9, 60.1, 56.6 ppm� 1�F-NMR (��� MHz, 'MSO-d�) į -61.0 ppm� HRMS
((S,) m/z >M+H@+ calculated for C19H16F3O7: 413.0848, observed: 413.0844.

�-Hydro[y-2-(2-hydro[y-�-methylphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1e)

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1e as a yellow solid (171 mg, 48%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.40 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 213.3 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.50 (s, 1H), 9.11 (s, 1H), 7.29 (dd, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 
1H), 6.89 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.62 (s, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 
2.24 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 178.7, 158.1, 157.3, 156.5, 
153.1, 148.8, 139.3, 133.1, 128.3, 128.0, 125.9, 119.0, 117.7, 105.2, 95.6, 60.9, 
60.0, 56.5, 16.4 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C19H19O7: 
359.1131, observed: 359.1123. 

2-(�-Bromo-2-fluorophenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1f) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1f as a yellow solid (50 mg, 6%, recrystallization: hexane/EtOAc)� Rf 
0.45 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 217.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.25 (s, 1H), 7.98 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.7 Hz, 1H), 7.77 (ddd, J = 7.9, 6.3, 1.7 Hz, 
1H), 7.40 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.66 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.72 (s, 
3H) ppm� 1�&-NMR (12� MHz, Acetone-d�) į 180.08, 160.36, 158.73, 157.38 (d, 
1J(13C,19F) = 252.1 Hz), 152.96 (d, 2J(13C,19F) = 8.2 Hz), 150.28, 141.32, 137.30, 
131.82 (d, 4J (13C,19F) = 1.4 Hz), 130.38 (d, 3J(13C,19F) = 5.1 Hz), 126.97 (d, 
3J(13C,19F) = 4.6 Hz), 121.63 (d, 2J(13C,19F)  = 15.6 Hz), 110.45 (d, 2J (13C,19F) = 
21.0 Hz), 106.78, 97.10, 61.83, 61.28, 57.30 ppm� 1�F-NMR (��� MHz, Acetone-
d�) į -106.18 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H15BrFO6: 
425.0031, observed: 425.0030. 

2-(�-Bromo-2-(difluorometho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1g) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1g as a yellow solid (30 mg, 11%, recrystallization: hexane/EtOAc)� Rf 
0.27 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 162.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.28 (s, 1H), 8.02 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.76 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.50 
(t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.32 – 6.79 (m, 1H), 6.66 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 
3.70 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 178.27, 158.55, 156.56, 
153.63, 148.40, 145.32 (t, 3J(13C,19F) J = 3.6 Hz), 139.17, 136.30, 130.90, 128.56, 
128.40, 127.02, 117.17 (t, 1J(13C,19F) = 264.0 Hz) 116.98, 105.00, 96.16, 60.91, 
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60.07, 56.63 ppm� 1�F-NMR (2�2 MHz, 'MSO-d�) į -80.65 ppm� HRMS ((S,) 
m/z >M+H@+ calculated for C19H16BrF2O7: 473.0042, observed: 473.0044. 

2-(�-&hloro-�-fluoro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1h) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1h as a yellow solid (101 mg, 34%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.34 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 245.0 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.36 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 7.63 (dd, J = 8.2, 3.2 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.4, 
3.2 Hz, 1H), 6.65 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.70 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 178.6, 162.4 (d, 1J(13C,19F) = 238.4 Hz), 158.3, 156.5, 
154.2 (d, 4J(13C,19F) = 1.9 Hz), 148.7, 147.9 (d, 4J(13C,19F) = 2.6 Hz), 139.5, 128.4, 
122.3 (d, 3J(13C,19F) = 11.2 Hz), 120.0 (d, 3J(13C,19F) = 8.9 Hz), 119.3 (d, 
2J(13C,19F) = 25.7 Hz), 115.9 (d, 2J(13C,19F) = 23.9 Hz), 105.2, 95.9, 61.0, 60.2, 
56.6 ppm� 1�F-NMR (��� MHz, 'MSO-d�) į -122.8 ppm� HRMS ((S,) m/z 
>M+H@+ calculated for C18H15ClFO7: 397.0490, observed: 397.0487. 

2-(�-Bromo-�-fluoro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1i) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1i as a yellow solid (137 mg, 53%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.38 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 251.4 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.36 (s, 1H), 10.04 (s, 1H), 7.74 (dd, J = 7.9, 3.2 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.4, 
3.2 Hz, 1H), 6.65 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.70 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 178.6, 158.3, 156.5, 154.9, 154.3 (d, 1J(13C,19F) = 
239.8 Hz), 154.2 (d, 4J(13C,19F) = 2.0 Hz), 148.7, 139.5, 128.4, 122.2 (d, 
2J(13C,19F) = 25.4 Hz), 119.6 (d, 3J(13C,19F) = 8.8 Hz), 116.4 (d, 2J(13C,19F) = 
23.7 Hz), 111.9 (d, 3J(13C,19F) = 10.6 Hz), 105.2, 95.9, 61.0, 60.1, 56.6 ppm� 1�F-
NMR (��� MHz, 'MSO-d�) į -123.0 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated 
for C18H15BrFO7: 440.9985, observed: 440.9982. 

2-(�-Bromo-2-hydro[y-�-methylphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1M) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1M as a yellow solid (120 mg, 12%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.40 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 251.8 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.43 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 7.60 – 7.53 (m, 1H), 7.23 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1H), 
6.63 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 2.27 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(1�� MHz, 'MSO-d�) į 179.05, 158.62, 156.91, 156.10, 149.88, 149.18, 139.85, 
135.95, 130.55, 130.32, 128.89, 119.73, 111.80, 105.67, 96.22, 61.34, 60.53, 
56.98, 19.87  ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C19H18BrO6: 
421.0281, observed: 421.0284. 

2-(4-&hloro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1k) 
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The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1N as a yellow solid (169 mg, 45%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.29 (hexane/EtOAc = 1/1)� m.p. 240.7 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.41 (s, 1H), 10.62 (s, 1H), 7.46 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 
6.62 (s, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.72 (s, 2H), 3.70 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR (1�1 MHz, 
'MSO-d�) į 178.9, 158.7, 157.1, 157.0, 156.4, 149.1, 139.6, 136.5, 132.5, 128.8, 
119.4, 117.1, 116.6, 105.5, 96.3, 61.4, 60.6, 57.0 ppm� HRMS ((S,) m/z >M+H@+ 
calculated for C18H16ClO7: 379.0585, observed: 379.0579. 

2-(4-&hloro-�-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1l) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1l as a yellow solid (122 mg, 32%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.28 (hexane/EtOAc = 3/2)� m.p. 48.0 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.35 (s, 1H), 10.74 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.57 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.49 – 7.56 (m, 
1H), 6.62 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.82 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 178.5, 158.4, 156.4, 154.2, 153.2, 147.9, 138.9, 130.3, 
129.7, 128.4, 122.8, 119.7, 115.8, 104.7, 95.9, 61.2, 60.0, 56.5 ppm� HRMS ((S,) 
m/z >M+H@+ calculated for C18H16ClO7: 379.0585, observed: 379.0581. 

2-(2,�-'ichlorophenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1m) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1m as a yellow solid (197 mg, 50%, recrystallization: hexane/EtOAc)� 
Rf 0.32 (hexane/EtOAc = 4/1)� m.p. 184.8 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.24 (s,1H), 7.90 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.59 
(t, J = 7.9 Hz, 1H), 6.68 (s, 1H), 3.93 (s, 4H), 3.72 (s, 3H), 3.69 (s, 3H) ppm� 1�&-
NMR (�� MHz, 'MSO-d�) į 178.4, 158.6, 156.6, 154.7, 148.3, 139.1, 132.8, 
132.4, 131.4, 130.6, 130.3, 128.8, 128.4, 105.1, 96.3, 61.1, 60.4, 56.7 ppm� 
HRMS ((S,) m/z >M+H@+ calculated for C18H15Cl2O6: 397.0246, observed: 
397.0241. 

2-(�-&hlorophenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1n) 

The reaction was performed according to the general procedure 2.4.7. to afford 
compound 1n as a yellow solid (63 mg, 17%, recrystallization: hexane/EtOAc)� Rf 
0.40 (hexane/EtOAc = 4/1)� m.p. 188.3 �C� 1H-NMR (�00 MHz, 'MSO-d�) į 
12.30 (s, 1H), 8.02 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.99 (dt, J = 7.4, 1.6 Hz, 1H), 7.61 – 7.72 
(m, 2H), 6.64 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.81 (s, 3H) ppm� 1�&-NMR 
(�� MHz, 'MSO-d�) į 178.5, 158.5, 156.4, 153.7, 148.0, 139.1, 133.4, 132.1, 
130.9, 130.8, 128.4, 127.6, 126.8, 104.8, 96.0, 61.0, 60.1, 56.6 ppm� HRMS ((S,) 
m/z >M+H@+ calculated for C18H16ClO6: 363.0635, observed: 363.0628. 
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�. 1H-NMR-Spectra at different pH values of &F and BF

Figure S1: 1H-NMR-Spectra of chlorflavonin¶s aromatic protons (6-8 ppm) at pH of 2.0-12.5. A-D are the four aromatic protons. 
Chemical shift in ppm (parts per million). 

Figure S2: Titration curves (chemical shift in 1H-NMR spectra vs. pH value) of chlorflavonin¶s four aromatic protons plotted with 
Origin software (OriginLab Corporation, USA) 
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Figure S�: 1H-NMR-Spectra of bromflavonin¶s aromatic protons (6-8 ppm) at pH of 2.0-12.5. A-D are the four aromatic protons. Chemical 
shift in ppm (parts per million). 

Figure S4: Titration curves (chemical shift in 1H-NMR spectra vs. pH value) of bromflavonin¶s four aromatic protons plotted with Origin 
software (OriginLab Corporation, USA). 
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4. Results of relative free energy calculations
Seven structurally diverse chlorflavonin derivatives with substitutions of ring B that liNely bind to AHAS in the predicted binding 
site1 were chosen to establish a Tuantitative structure-activity relationship model. Note that the estimated changes in activity among 
these derivatives are liNely � 3 Ncal mol-1, which reTuires using a precise free energy estimation, as is possible with the thermodynamic 
integration (TI) approach >15,16@. For setting up, performing, and analyzing the TI computations, the TI module of the FEW 
worNflow>9@ within Amber21>10@ was used. All calculations have converged (Figure S4 and Table S3), and the computed relative 
free energies (∆∆G) are generally in Tualitative agreement with the corresponding relative free energies calculated from difference 
in minimal inhibitory concentrations (MIC90) (Figure S7). This suggests that changes in MIC90 are predominantly determined by 
differences in the derivatives¶ affinities. Furthermore, such computations may be used for suggesting further structural changes to 
obtain more active chlorflavonin derivatives. Exceptions are the transitions 1 -> 1i and 1 -> 1d, where the ∆∆G indicates more 
favorable binding in contrast to the change in MIC90. To explore these cases further, the solubility and octanol/water partition 
coefficient of all seven derivatives were computed (Table S4) with the QiNProp module>14@ of the Schr|dinger suite. Compounds 1i 
and 1d have the lowest predicted solubility and highest octanol/water partition coefficient among the derivatives, suggesting that 
differential membrane permeability might underlie the deviation between ∆∆G and the change in MIC90. 

Table S�. Relative free energy of binding calculated with the FEW free energy worNflow.>9@ All values of cycle closure hysteresis 
are below the threshold of chemical accuracy (1 Ncal mol-1).>17@ 

Transition ǻǻG (for replica) >a@ ǻǻG  >a@>b@ &ycle closure hysteresis >a@ 

1 -> 1a 

-0.84

-0.71�0.12

0.15 

-0.80

-0.47

1a -> 1c 

4.01 

2.99�0.51 2.42 

2.52 

1 -> 1c 

2.52 

2.13�0.28 1.60 

2.28 

1 -> 1i 

-0.64

-0.88�0.12

0.56 

-1.03

-0.97

1i -> 1d 

0.24 

0.12�0.06 0.03 

0.09 

1 -> 1d 

-1.07

-1.32�0.31-1.93

-0.95

1 -> 1f 
1.39 

0.70�0.43 0.21 0.81 
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-0.09

1-> 1b 

0.69 

0.98�0.37 0.54 

1.72 

1b -> 1f 

-0.20

0.49�0.45 0.32 

1.34 

>a@ In Ncal mol-1. >b@ Mean � standard error of the mean (SEM). The SEM was computed according to the laws of error propagation.

Table S4. Predicted solubility and octanol/water partition coefficient computed with QiNProp >14@ for chlorflavonin derivatives 
included in the relative free energy computations. 

&ompound 43logS >a@ 43log3o�w>b@ 

1 -4.13 3.35 

1a -4.24 3.43 

1b -3.79 3.07 

1c -4.36 3.51 

1d -5.07 3.80 

1f -4.13 3.19 

1i -4.48 3.58 

>a@ Predicted aTueous solubility, log S. S in mol dm–3 is the concentration of the solute in a saturated solution that is in eTuilibrium
with the crystalline solid. >b@ Predicted octanol/water partition coefficient.
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Figure S�. Average dV/dλ over three replicas of free energy calculations of complexes with respect to the simulation time (10 ns per 
λ step and 30 ns per λ step). Error bars denote the standard deviation from the three replicas. 
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Figure S�. Ensemble-averaged dV/dλ after 10 ns per λ step (ligand in solvent) and 30 ns per λ step (complex in solvent) of sampling 
time for transitions of chlorflavonin derivatives. The standard error of the mean in all cases is � 0.1 Ncal mol-1. 
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Figure S�. &omparison of predicted relative free energy of binding (ǻǻG predicted) with the corresponding relative free 
energy of binding calculated from difference in minimal inhibitory concentration (ǻǻG calculated from M,&�0) for the 
transitions 90 → 91 shown on the [-a[is. The latter was estimated by -RT ln (MIC90

V0/MIC90
V1) with T = 300 K, assuming that 

MIC90 correlates to the inhibitory constant of the enzyme. Error bars in ǻǻG predicted denote the standard error of the mean (SEM)� 
* higher than the value (MIC90

V1 > 100 ȝM), ** value uncertain (MIC90
V0 and MIC90

V1 > 100 ȝM).
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�. Spectral &opies of 1H-, 1�&- and 1�F-NMR 'ata
2-(�-chloro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1)

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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2-(�-bromo-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1a) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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2-(�-fluoro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1b) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

126 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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282 MHz, 19F-NMR in DMSO-d6 

�-hydro[y-2-(2-hydro[y-�-iodophenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1c)

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 
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75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 

�-hydro[y-2-(2-hydro[y-�-(trifluoromethyl)phenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1d)

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 
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151 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 

565 MHz, 19F-NMR in DMSO-d6 
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�-hydro[y-2-(2-hydro[y-�-methylphenyl)-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1e)

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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2-(�-bromo-2-fluorophenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1f) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

126 MHz, 13C-NMR in Acetone-d6 
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565 MHz, 19F-NMR in Acetone-d6 

2-(�-bromo-2-(difluorometho[y)phenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1g) 

300 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 
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75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 

282 MHz, 19F-NMR in DMSO-d6 
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2-(�-chloro-�-fluoro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1h) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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565 MHz, 19F-NMR in DMSO-d6 

2-(�-bromo-�-fluoro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1i) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 
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75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 

565 MHz, 19F-NMR in DMSO-d6 
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2-(�-bromo-2-hydro[y-�-methylphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1M) 

300 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

126 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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2-(4-chloro-2-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1k) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

151 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 

184



2-(4-chloro-�-hydro[yphenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1l) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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2-(2,�-dichlorophenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1m) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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2-(�-chlorophenyl)-�-hydro[y-�,�,�-trimetho[y-4H-chromen-4-one (1o) 

600 MHz, 1H-NMR in DMSO-d6 

75 MHz, 13C-NMR in DMSO-d6 
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4.2. Literaturübersicht zur Darstellung β-thia-isosteren Fosmidomycin-
Analoga 

 Die Vorarbeiten zur Synthese der β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga lieferte DR. 

CLAUDIA LIENAU im Rahmen Ihrer Promotion, indem sie zwei mögliche Syntheserouten 

etablierte (Schema 31).277 Für beide Synthesestrategien wurden aus 

Diethylbenzylphosphonaten (LXIV) durch Deprotonierung des α-Kohlenstoffes mittels 

n-Butyllithium und elementarem Schwefel die entsprechenden α-Mercaptophosphonate LXV 

hergestellt (Schema 31).278-280 Bei der ersten Synthesestrategie wurden die entsprechenden 

α-Mercaptophosphonate LXV mit 2-Chlor-N-hydroxy-N-methylacetamid oder 2-Chlor-N-

hydroxy-acetamid im basischen Milieu zu den Hydroxamsäuren LXVI S-alkyliert (Schema 31, 

Syntheseroute 1). Trimethylsilylbromid (TMSBr)-vermittelte Phosphonsäureester-Spaltung 

lieferte die Phosphonohydroxamsäuren LXVII in insgesamt drei Schritten. Bei der zweiten 

Syntheseroute erfolgte die S-Alkylierung der α-Mercaptophosphonate LXV mit 

Trimethylsilylbromacetat und anschließend wurde eine saure Hydrolyse zu den Carbonsäuren 

LXVIII durchgeführt (Schema 31, Syntheseroute 2). Nachfolgende Kupplungsreaktion gelang 

nach Aktivierung der Carboxylgruppe von LXVIII durch Chlorameisensäureisobutylester mit 

O-Tritylhydroxylamin zu den O-Trityl-geschützten Hydroxamsäuren LXIX, die nach saurer 

Hydrolyse die freien Hydroxamsäuren LXX lieferten. Die TMSBr-vermittelte 

 
Schema 31: Syntheserouten zur Darstellung von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga LXVII nach 

LIENAU.277  

(a) 0.13 Äq. S8, 1.1 Äq. n-BuLi, THF, -78 °C – RT, (b) 1.00 Äq. 2-Chlor-N-hydroxy-N-methylacetamid oder 

2-Chlor-N-hydroxyacetamid, 1.00 Äq. Na2CO3, DMF, 0 °C – RT; (c) i) TMSBr, CH2Cl2, 0 °C – RT, 48 h; ii) H2O, 

THF, RT, 45 min; (d) i) 1.25 Äq. K2CO3, 1.0 Äq. TMS-Bromacetat, DMF, 0 °C – RT, 30 min; ii) 1 M HCl; (e) 

1.1 Äq. 4-Methylmorpholin, 1.1 Äq. Chlorameisensäureisobutylester, 1.0 Äq. O-Tritylhydroxylamin, 

THF, -20 °C – RT, 16 h; (f) 8.0 Äq. TFA, 2.0 Äq. Triethylsilan, CH2Cl2, RT, 2 h. 278 
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Phosphonsäureester-Spaltung stellt auch bei dieser fünf-schrittigen Syntheseroute den letzten 

Schritt dar.  

Problematisch an beiden Syntheserouten ist die Synthese und Stabilität der 

α-Mercaptophosphonate LXV. Zum einem hat n-Butyllithium eine geringe Kompatibilität mit 

möglichen Schutzgruppen oder funktionellen Gruppen am α-Phenyl-Ring. Zum anderen sind 

die isolierten α-Mercaptophosphonate LXV oxidationsempfindlich und instabil, wodurch nur 

eine kurzfristige Lagerung unter Stickstoff-Atmosphäre bei -20 °C möglich ist.277  

Die Vermeidung von n-Butyllithium und anderen lithiumorganischen Verbindungen stellt ein 

größeres Problem dar. Eine literaturbekannte Möglichkeit bietet die Synthese von 

α-Mercaptophosphonaten LXV ausgehend von α-Hydroxyphosphonaten LXXI, deren 

Hydroxygruppe mit Nosylchlorid oder Mesylchlorid zu den α-Sulfonaten LXXII aktiviert 

wird.281,282 Diese α-Sulfonate LXXII können anschließend durch Kaliumthiocyanat nukleophil 

substituiert werden. Die resultierenden α-Thiocyanate LXXIII können mit Natriumborhydrid zu 

α-Mercaptophosphonaten LXV reduziert werden.281,282  

 

 
Schema 32: Darstellung von α-Mercaptophosphonaten LXV nach GULEA et al. und LASSAUX et al.281,282  

(a) 1.0 Äq Diisopropyl- oder Diethylphosphonat, 5.0 Äq. Et3N, (b) 1.2 Äq. Nosylchlorid, 2.0 Äq. Et3N, kat. 

4-DMAP, CH2Cl2, 0 °C – RT, 18 h; (c) 4.0 Äq. KSCN, kat. [18]Krone-6, ACN, Reflux, 40 h; (d) i) 5.0 Äq. NaBH4, 

EtOH, RT, 2 h; ii) 2 M HCl.  
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4.3. Literaturbekannte Darstellungen von Siderophoren und –fragmenten 

4.3.1. 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure LXXVIII 

Die literaturbekannten Synthesen von 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure LXVIII sind in 

Schema 33 zusammengefasst. Die drei Syntheserouten verlaufen über 2-Chlor-3,4-

methoxybenzoesäure (LXXVII) als Zwischenstufe, welche ausgehend von den drei 

kommerziell verfügbaren Edukten LXXIV-LXXVI synthetisiert werden kann.  

 

Zum einen kann 2-Chlor-3,4-methoxybenzylalkohol (LXXIV) durch Ozon zur Carbonsäure 

LXXVII oxidiert werden (Schema 33, A).283 Da dafür ein Ozongenerator notwendig ist, schied 

diese Option aus. Alternativ kann 2-Chlor-3,4-dimethoxybenzaldehyd (LXXV) mittels 

LINDGREN-228 oder Kaliumpermangnat-Oxidation284 zu LXXVII oxidiert werden (Schema 33, B). 

Als dritte Möglichkeit kann, ausgehend von 3,4-Dimethoxybenzosäure (LXXVI) durch Reaktion 

mit n-Butyllithium, eine ortho-Lithiierung durchgeführt und durch Zugabe von Hexachlorethan 

die ortho-Position mit einer Ausbeute von 40 % chloriert werden (Schema 33, C). Aufgrund 

der milden Reaktionsbedingungen und ausgezeichneter Ausbeute von 96 % ist die LINDGREN-

Oxidation ist die effizientere Methode zur Darstellung von LXXVII. Im Folgeschritt können die 

Methyl-Schutzgruppen mittels Bortribromid entfernt werden, um 2-Chlor-3,4-

 
Schema 33: Literaturbekannte Darstellung von 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (LXXVIII) durch Oxidation 

eines Benzylalkohols (A), Oxidation eines Benzaldehyds (B) oder Chlorierung (C).  

(a) O3, ACN, 35 °C, 9 h, 75 % nach ZHANG et al.283; (b) H2NSO3H, NaClO2, 1,4-Dioxan, 0 °C – RT, 96 % nach 

AOKI et al.228; (c) KMnO4, H2O nach ALMEIDA et al.284; (d) i) n-BuLi, THF, -78 °C; ii) LTMP, Hexachlorethan, 

THF, -78 °C – 60 °C, 40 % nach CHAU et al.285; (e) BBr3, CH2Cl2, 0 °C – RT nach NISHITANI et al.286 
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dihydroxybenzoesäure (LXXVIII) zu erhalten, wobei die Patentvorschrift von NISHITANI et al. 

keine Reaktionsbedingungen angibt (Schema 33).286 

 

4.3.2. Azotochelin (N2,N6-Bis(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-lysin) LXXXI 

Zur Darstellung von Azotochelin (N2,N6-Bis(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-lysin) (LXXXI) wurden 

bereits zwei Vorschriften publiziert (Schema 34).287,288 Im Jahr 2000 gelang SCHNABELRAUCH 

et al. die Synthese ausgehend von L-Lysin (LXXIX) und zwei Äquivalenten 2,3-Bis-

benzyloxybenzoesäurechlorid (LXXX) im Basischen mittels einer zweifachen Acylierung. Die 

Benzyl-Schutzgruppe wurde hydrogenolytisch mit Palladium auf Aktivkohle und Wasserstoff 

entfernt, sodass Azotochelin (LXXXI) über zwei Schritte in einer Gesamtausbeute von 45 % 

dargestellt werden konnte (Schema 34, A).287  

Da 2,3-Bis-benzyloxybenzoesäurechlorid (LXXX) allerdings nicht kommerziell verfügbar ist, 

müsste dieses zuvor aus 2,3-Dihydroxybenzoesäure hergestellt werden. Nachteilig an dieser 

Syntheseroute ist die Verwendung von 3 Äquivalenten Natronlauge, welche die 

Racemisierung von L-Lysin (LXXIX) begünstigt.289 

 

 

Eine weitere Möglichkeit publizierten MIYANAGA et al. (Schema 34, B).288 Zwei Äquivalente 

2,3-Bis-benzyloxybenzoesäure (LXXXIII) wurden mit L-Lysinmethylester (LXXXII) gekuppelt, 

welches die Schützung der Carboxylgruppe von L-Lysin als Ester erforderte. Als 

 
Schema 34: Literaturbekannte Darstellung von Azotochelin (LXXXI) nach SCHNABELRAUCH et al.287 (A) und 

MIYANAGA et al. (B).288 

(a) 3.0 Äq. 3 M NaOH(aq.), THF/H2O, 0 °C – RT, 4 h, 53 %; (b) 10 mol% Pd/C, H2, EtOH/AcOH (10/1 v/v), RT, 

24 h, 85 %; (c) 3.50 Äq. BOP-Reagenz, 3.50 Äq. HOBt, 2.00 Äq. DIPEA, DMF, RT, 14 h, 57 %; (d) 10 mol% 

Pd/C, H2, MeOH, RT, 3 h, 34 %; (e) 1 M NaOH(aq.), MeOH, RT, 2 h, 99 %. 
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Kupplungsreagenz wurde Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)phosphoniumhexafluoro-

phosphat (BOP) gewählt. Danach wurden die Benzyl-Schutzgruppen hydrogenolytisch und 

der Methylester basisch entfernt, sodass Azotochelin (LXXXI) über drei Schritte in einer 

Gesamtausbeute von 19 % gewonnen werden konnte (Schema 34). Zu beachten ist jedoch, 

dass auch 2,3-Bis-benzyloxybenzoesäure (LXXXIII) zunächst aus 2,3-Dihydroxybenzoesäure 

hergestellt werden muss. Zudem ist die Verwendung des BOP-Reagenz kritisch zu betrachten, 

da dieses das kanzerogene Hexamethylphosphorsäuretriamid (HMPT) freisetzt. 

Dementsprechend sollte BOP durch ein weniger toxisches Kupplungsreagenz ersetzt werden. 

 

4.3.3. Mycobactine 

Die strukturelle Diversität der Mycobactine LXXXIV wurde in Kapitel 2.4.4.1 beschrieben und 

das Grundgerüst ist in Schema 35 dargestellt. Bei den Resten R1 und R2 der (S)-2-(2-

Hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazole-4-carbonsäure (HPOC) LXXXV handelt es sich um 

Wasserstoffatome oder Methylgruppen, sodass die Synthesen für beide Analoga in die 

Literaturübersicht mit einbezogen werden.  

 

 
Schema 35: Retrosynthetische Zerlegung von Mycobactinen in vier Bausteine.  

R1 und R2 = H oder Me, R3 = Alkyl oder Alkenyl, R4 und R5 = H oder Alkyl. 

 

Für den Acylrest R3 von N6-Hydroxy-L-lysin LXXXVI kommen verschiedene aliphatische Reste 

in Frage, wobei der Aufbau der Hydroxamsäuregruppe unabhängig vom aliphatischen Rest R3 

ist. Folglich wurden in die Literaturübersicht alle aliphatischen Reste R3 einbezogen.  

Das zentrale Strukturelement bei den Mycobactinen ist ein Carbonsäureester. Da diese 

allerdings metabolisch nicht stabil sind, sollte bei der Synthese der Analoga dieses 
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Strukturelement durch eine Peptidbindung ersetzt werden. Die Reste R4 und R5 des 

Propionsäureamids zeigen bei den natürlich vorkommenden Mycobactinen eine große 

strukturelle Vielfalt. Zudem soll dieser Baustein im Vergleich zu den literaturbekannten 

Synthesen stark modifiziert werden, sodass die Synthese dieses Strukturelementes in der 

Literaturübersicht nicht besprochen wird. Das (S)-3-Amino-1-hydroxyazepan-2-on-

Strukurelement (AHAO) LXXXVIII kommt in allen Mycobactinen vor und erlaubt keine 

Strukturvariation. Zusammenfassend wird in der folgenden Literaturübersicht die Synthese von 

HPOCs LXXXV, N6-Hydroxy-L-lysinen LXXXVI und des AHAOs LXXXVIII sowie die 

Verknüpfung der jeweiligen Bausteine zu Mycobactinsäure- und Cobactin T-Analoga und 

Amid-verbrückten Mycobactin-Analoga beschrieben.  

 

Die in der Literaturübersicht vorgestellten Synthesen beginnen jeweils mit günstig erwerbbaren 

Edukten und berücksichtigen nicht die Synthese dieser Edukte, selbst wenn diese von den 

Autoren durchgeführt worden sind. Nicht berücksichtigt wurden aufgrund ihrer Komplexität 

Festphasensynthesen zur Darstellung von Mycobactinen.290-292 Neben der Synthese der 

einzelnen Bausteine ist vor allem die Auswahl der Schutzgruppen von zentraler Bedeutung, 

da diese für zielgerichtete und effiziente Synthesen orthogonal zueinander entfernbar sein 

müssen. Folglich wurden alle in der Literatur verwendeten Schutzgruppen in die 

Literaturübersicht einbezogen, um bei der Syntheseplanung eine optimale Auswahl der 

Schutzgruppen zu ermöglichen.  

 

4.3.3.1. Literaturbekannte Darstellungen der (geschützten) (S)-2-(2-Hydroxyphenyl)-
4,5-dihydrooxazole-4-carbonsäure (HPOC)-Analoga LXXXV 

HU und MILLER publizierten 1997 ausgehend von L-Serinbenzylester Hydrochlorid (LXXXIX) 

und 2-(Benzyloxy)benzoesäure (XC) die Synthese der (S)-2-(2-Hydroxyphenyl)-4,5-

dihydrooxazol-4-carbonsäure LXXXV (HPOC),293,294 welche auch von anderen Gruppen 

angewendet wurde (Schema 36, A).295 Die Kupplung der beiden Edukte erfolgte mit 

3-(Ethyliminomethylidenamino)-N,N-dimethyl-propan-1-amin Hydrochlorid (EDC•HCl) und 

Triethylamin als Hilfsbase in Dichlormethan unter Argonatmosphäre und lieferte das 

Intermediat XCI in einer Ausbeute von 90 % (Schema 36, A1). Die anschließende 

dehydratisierende Cyclisierung mit BURGESS-Reagenz in THF lieferte das doppelt Benzyl-

geschützte Zwischenprodukt XCII in einer Ausbeute von 66 % (Schema 36, A2), während die 

anschließende Hydrogenolyse mit Palladium auf Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphäre 

quantitativ verlief (Schema 36, A3). Somit konnte die HPOC LXXXV mit einer 

Gesamtausbeute von 59 % über drei Schritte erhalten werden.293  
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Nachfolgende Gruppen variierten diese etablierte Synthesestrategie insofern, dass entweder 

2-(Benzyloxy)benzoesäure (XCa) oder Salicylsäure (XCb) als Edukte eingesetzt wurden und 

mit L-Serin (LXXXIXa) oder L-Threonin (LXXXIXb) sowie deren Methyl- oder Benzylester 

(LXXXIXc-f) EDC-vermittelt zu den Intermediaten XCI gekuppelt wurde (Schema 36, A1). Bei 

diesem Kupplungsschritt wurde EDC mit den Hilfsbasen Diisopropylethylamin (DIPEA) oder 

Triethylamin allein oder additiv 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt) oder 

1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) sowie 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) verwendet. Es zeigte 

sich, dass die Ausbeuten unabhängig von den exakten Bedingungen bei 75 % bis 85 % lagen 

und somit keinen großen Unterschied zeigten. KIKKERI et al. verwendeten als einzige Gruppe 

eine Kombination aus N,N'-Diisopropylcarbodiimid (DIC) und HOBt, wobei die Ausbeute nur 

bei 64 % lag (Schema 36, B1).296 Bei den anschließenden dehydratisierenden Cyclisierung 

des L-Serinester XCIa kamen BURGESS-Reagenz293-295, Ammoniummolybdat Tetrahydrat,297 

Perfluor-1-octan-sulfonylfluorid (PFOSF) und Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST)201 zum 

 
Schema 36: Literaturbekannte Darstellung der (S)-2-(2-Hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäuren 

LXXXVa und LXXXVb über Kupplungsreaktion und dehydratisierende Cyclisierung.  
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Einsatz, während für die L-Threoninester eine Kombination aus Ammoniummolybän(IV)oxid 

und Pentafluorbenzoesäure298 beschrieben wurde (Schema 36, A2). Besonders 

hervorzuheben ist hier die Synthese von SAKAKURA et al., da diese durch die dehydratisierende 

Cyclisierung des L-Threoninesters (XCIb) mittels Ammoniummolybän(IV)oxid und 

Pentafluorbenzoesäure lediglich zwei Schritte zur Darstellung von LXXXVb benötigten 

(Schema 36, C2).299  

Im letzten Schritt folgte das Entfernen der Methylester-, bzw. Benzylester- und Benzylether–

Schutzgruppen von den Verbindungen XCII (Schema 36, A3). Die Benzylgruppen konnten 

durch Hydrogenolyse mit Palladium auf Aktivkohle und Wasserstoff simultan in 

ausgezeichneten Ausbeuten entfernt werden.293-297,300,301 Die Methylester hingegen wurden 

mittels Lithiumhydroxid in Methanol/Wasser298,299 oder mit Natriumhydrid in Tetrahydrofuran 

(THF)201 verseift (Schema 36, A3). Die MILLER Gruppe erprobte neben der Verwendung von 

Methyl- auch Isopropylester, bei denen es allerdings während der basischen Verseifung durch 

die langsame Reaktionsgeschwindigkeit zur partiellen Racemisierung kam.302 In den 

folgenden Jahren wurde daher auf den Einsatz einer Isopropyl-Schutzgruppe verzichtet. 

 

 
Schema 37: Literaturbekannte Darstellung der (S)-2-(2-Hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazole-4-carbonsäuren 

LXXXVa und LXXXVc mittels PINNER-Reaktion oder Acylierung. 

 

SHAPIRO303 und KAPLAN304 beschrieben eine weitere Syntheseroute ausgehend von 

2-Cyanophenolen XCIII (Schema 37, A). Die 2-Cyanophenole XCIII wurden mit Acetylchlorid 

und Methanol in das entsprechende PINNER-Salz XCIV übergeführt (54 % - 65 %) und mit 

L-Serinmethylester Hydrochlorid304 oder L-Serinbenzylester Hydrochlorid 303 und Triethylamin 
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in Dichlorethan zu den geschützten HPOCs XCII cyclisiert. Die Entschützung der 

Carboxylgruppe gelang mit Lithiumhydroxid in THF/Wasser (50 %) oder hydrogenolytisch 

(quantitativ), sodass die Darstellung der HPOCs LXXXV in drei Schritten mit einer 

Gesamtausbeute von 12 % (LXXXVa) bzw. 33 % (LXXXVc) möglich war.304  

Im Jahr 2021 publizierten CHAN und GROVES eine weitere Vorschrift, bei der sie Salicylsäure 

(XC) mittels Thionylchlorid in das Carbonsäurechlorid (XCV) überführten und mit dieser L-Serin 

acylierten. Das so gewonnene ungeschützte Intermediat XCI konnte unter Verwendung von 

DAST zur ungeschützten HPOC LXXXVa cyclisiert werden, wodurch das avisierte Produkt 

LXXXVa in drei Schritten mit einer Gesamtausbeute von 18 % erhalten werden konnte 

(Schema 37, B). 
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4.3.3.2. Literaturbekannte Darstellungen der (geschützten) N6-Acyl-N6-hydroxy-L-
lysin-Analoga LXXXVI 

Die erste Synthese eines N6-Acyl-N6-hydroxy-L-lysins (LXXXVI) beschrieben MAURER und 

MILLER im Jahr 1982.305 Sie verwendeten (S)-2-Amino-6-hydroxycapronsäure XCVI als Edukt 

und führten zunächst die tert-Butyloxycarbonyl (Boc)- und die Methyl-Schutzgruppe ein 

(Schema 38, A1-2).  

 

 
Schema 38: Literaturbekannte Darstellungen von (geschützten) N6-Acyl-N6-hydroxy-L-lysin-Analoga (LXXXVI). 
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Im Anschluss wurde die Hydroxygruppe mittels APPEL-Reaktion in das entsprechende Bromid 

XCVII konvertiert (Schema 38, A3). Eine intermolekulare MITSUNOBU-Reaktion mit N-Acetyl-

O-Benzylhydroxylamin lieferte N6-Acetyl-N6-benzyloxy-L-lysinmethylester LXXXVIa in 14 % 

Ausbeute über vier Schritte (Schema 38, A4).  

Im weiteren Verlauf führten die Syntheserouten über N6-Hydroxy-L-lysine (C) als wichtige 

Intermediate. Die MILLER Gruppe synthetisierten dieses in mehreren Publikationen ausgehend 

von Benzyloxycarbonyl (Cbz)-L-Lysin (XCVII), indem sie die Carboxylgruppe zunächst mit 

Thionylchlorid/Methanol zum Methylester geschützt haben (Schema 38, B1).293,294,306 

Anschließend wurde das primäre Amin mit Aceton kondensiert und mittels Dimethyldioxiran 

(DMDO) zum Nitron XCIX oxidiert (Schema 38, B2-3). Durch Umsetzung des Nitrons XCIX mit 

NH2OH•HCl oder wässrige Hydrolyse wurde XCIX in das entsprechende Hydroxylamin Ca 

übergeführt (Schema 38, B4). Das instabile Hydroxylamin Ca wurde ohne Reinigung mit einem 

Überschuss Palmitinsäurechlorid in Aceton acyliert, sodass ein N,O-diacyliertes Nebenprodukt 

entstand, welches durch basische Aufarbeitung zum N-acylierten Produkt LXXXVIb gepalten 

wurde (Schema 38, B5). Nachfolgend erprobten die Autoren zwei Synthesestrategien. Zum 

einen wurde die Cbz-Schutzgruppe direkt hydrogenolytisch entfernt, sodass der Methylester 

LXXXVIc über sechs Schritte in 29 % Ausbeute erhalten wurde (Schema 38, B6).293 Zum 

anderen wurde die Hydroxamsäuregruppe β-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl (SEM)-geschützt 

und anschließend die Cbz-Schutzgruppe entfernt, welches das SEM- und Methyl-geschützte 

Intermediat LXXXVId in 26 % Gesamtausbeute lieferte (Schema 38, C6-7).293,294 

Da die Verwendung von DMDO erhebliche Schwierigkeiten mit sich bringt, entwickelten WALZ 

und MILLER eine Synthesestrategie, bei welcher m-Chlorperbenzoesäure (m-CPBA) als 

Oxidationsmittel verwendet wurde (Schema 38, D). N2-Cbz-L-Lysin (XCVIII) wurde mit frisch 

destilliertem Benzaldehyd zum Azomethin kondensiert und mit m-CPBA zum Oxaziridin 

oxidiert. Die Zugabe von Trifluoressigsäure (TFA) führte zur Isomerisierung zum Nitron CI in 

einer Ausbeute 66 % über zwei Schritte (Schema 38, D1-3). Durch nachfolgende Sequenz 

bestehend aus Hydroxylaminolyse, Veresterung mit Thionylchlorid in Methanol sowie 

Acylierung mit Palmitinsäure lag die Gesamtausbeute von LXXXVIb über 7 Schritte ebenfalls 

bei 29 % (Schema 38, D). 

Basierend auf dieser Synthesestrategie etablierten GHOSH et al. ein alternatives 

Schutzgruppenkonzept (Schema 39, A).298 Analog zu den vorherigen Strategien wurde das 

Nitron CI durch Zugabe von Hydroxylamin aminolysiert und die Carboxylgruppe in 

Thionylchlorid/Methanol verestert. Das Hydroxylamin wurde nun allerdings doppelt Boc-

geschützt anstatt mit Palmitinsäurechlorid acyliert und die Cbz-Schutzgruppe entfernt, um 

LXXXVIe zu erhalten (Schema 39, A).  
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Schema 39: Fortsetzung der literaturbekannte Darstellungen von (geschützten) N6-Acyl-N6-hydroxy-L-lysin-

Analoga (LXXXVI). 

 

Die Instabilität der nicht geschützten intermediär auftretenden N6-Hydroxy-L-lysine C wurde 

von den genannten Autoren vielfach beschrieben,293,294,298,302,307 sodass eine Dibenzoylperoxid 

(DBPO)-vermittelte Oxidation in Natriumhydrogencarbonat-Pufferlösung (pH-Wert 10.5) zur 

Darstellung des stabilen Benzoyl-geschützten N6-Hydroxy-L-lysins (Ca) durch WU et al. eine 

verbesserte Möglichkeit zur Oxidation des terminalen Amins darstellt (Schema 39, B). Die 

Autoren testeten auch Carbamidperoxid, H2O2/Tetra-n-butylammoniumiodid (TBAI) und tert-

Butylhydroperoxid (TBHP)/TBAI als mögliche Oxidationsmittel, welche aber alle nicht 

erfolgreich waren.301 Eine deutlich verkürzte Synthese publizierte CHAN et al. durch selektive 

Oxidation des N6-Carbamat-Stickstoffes von N6-Boc-N2-Cbz-L-Lysinmethylester (CII) mit 

Methyl-(trifluormethyl)dioxiran (TFD),201 welches im Vergleich zu DMDO ein höheres 

Oxidationspotential aufweist (Schema 39, C). Folgende FINKELSTEIN-analoge selektive 

O-Alkylierung erfolgte mit Benzylbromid/TBAI und Natriumhydrid in THF (Schema 39, C2).201 

Auch wenn diese zweistufige Synthese von LXXXVIg mit einer Ausbeute von 54 % sehr 

effizient erscheint, sollte bedacht werden, dass N6-Boc-N2-Cbz-L-Lysinmethylester (CII) nicht 

kommerziell verfügbar ist und die Arbeit mit TFD sehr gefährlich und aufwendig ist.201  
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4.3.3.3. Literaturbekannte Darstellungen der (geschützten) (S)-3-Amino-1-
hydroxyazepan-2-on-Analoga LXXXVIII 

In den frühen 1980er Jahren veröffentlichte die MILLER Gruppe die ersten Synthesen von (S)-3-

Amino-1-hydroxyazepan-2-on (AHAO, LXXXVIII).302,308 Racemische 2-Amino-6-

hydroxycapronsäure XCVI wurde zunächst enzymatisch getrennt und die gewünschte (S)-2-

Amino-6-hydroxycapronsäure ((S)-XCVI) Boc-geschützt (Schema 40, A1-2).308 Die 

Carboxylgruppe wurde anschließend mit O-Benzylhydroxylamin EDC-vermittelt bei pH 4.5 

(80 %)308 oder EEDQ ((2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin) und Et3N in 

THF/Wasser (60%)302 gekuppelt (Schema 40, A3). Die Cyclisierung gelang durch eine 

MITSUNOBU-Reaktion, bei der die N-Alkylierung des Hydroxamats XCVIIa mit Hilfe von 

Triphenylphosphan und Diethylazodicarboxylat (DEAD) in THF mit Ausbeute von 43 % 

stattfand (Schema 40, A4).308 Diese Synthesestrategie schied für dieses Projekt aus, da (S)-

2-Amino-6-hydroxycapronsäure ((S)-XCVI) im kommerziellen Erwerb zu teuer ist oder über 

enzymatische Trennung hätte gewonnen werden müssen. Zudem zeigte die intramolekulare 

MITSUNOBU-Reaktion nur moderate N-Selektivität, sodass das (E)- und (Z)-N-

Benzyloxyimidate als Nebenprodukte entstanden, die sich nur schwer abtrennen ließen.  

Die MILLER Gruppe etablierte später die AHAO-Synthese ausgehend vom kommerziell 

verfügbaren N2-Cbz-L-Lysin (XCVI) (Schema 40, B).293 Dieses wurde zunächst in tert-

Butylacetat mit Perchlorsäure zum tert-Butylester verestert, das terminale Amin mit DMDO 

zum Nitron oxidiert und zum Hydroxylamin Cb hydrolysiert (Schema 40, B1-3). Eine 

säurekatalysierte Desalkylierung des tert-Butylesters mit TFA in Dichlormethan und 

anschließende intramolekulare Kupplung durch langsames Zutropfen der Carbonsäure zu 

einem N,N′-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)/4-DMAP/4-DMAP•HCl-System ermöglichte die 

Cyclisierung zum Cbz-geschützten (S)-3-Amino-1-hydroxyazepan-2-on LXXXVIIIb (Schema 

40, B4-5). Die freie Hydroxamsäuregruppe wurde anschließend tert-Butyldiphenylsilylether 

(TBDPS)-geschützt, sodass LXXXVIIIc über sechs Schritte in 30 % Ausbeute gewonnen 

werden konnte (Schema 40, B6). Die Autoren versuchten statt TBDPS ebenfalls die 

tert-Butylmethylsilylether (TBDMS)-Schutzgruppe, dieser Ester war jedoch in der 

anschließenden Kupplung nicht stabil. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass sich Silylester 

neben Fluorid auch durch saure Hydrolyse spalten lassen. Aufgrund der geringeren sterischen 

Hinderung bei der TBDMS-Schutzgruppe ist diese anfälliger für saure Hydrolyse als die 

TBDPS-Schutzgruppe.293  
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Schema 40: Literaturbekannten Darstellungen von geschützten (S)-3-Amino-1-hydroxyazepan-2-on-Analoga. 

 
Später wurde mithilfe der 2007 etablierten m-CPBA-Oxidation ausgehend von Nitron CI eine 

Hydrolyse und intramolekulare Cyclisierung mit EDC/HOAt/NaHCO3 in stark verdünnter 

basischer Lösung durchgeführt. Nach säulenchromatographischer Reinigung an einer 

Umkehrphase konnte das Cbz-geschützte (S)-3-Amino-1-hydroxyazepan-2-on LXXXVIIIb in 

55 % Ausbeute isoliert werden (Schema 40, C4-5).307,309 GHOSH et al. nutzte bei demselben 

Syntheseweg von LXXXVIIIb für die intramolekulare Cyclisierung erstmals ein O-(7-

Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N′,N′-tetramethyluronium-hexafluor-phosphat (HATU)/DIPEA-

System (Schema 40, C5). Da die anschließende HATU-Kupplung zur Synthese des 
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Cobactin T-Bausteins mit freier Hydroxamsäuregruppe allerdings nicht glückte, wurde die 

Hydroxamsäuregruppe nach bekannter Methode TBDPS-geschützt, sodass LXXXVIIIc über 

drei Schritte ausgehend von CI in einer Ausbeute von 48 % dargestellt werden konnte 

(Schema 40, C4-6).298  

Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, gelang WU et al. die Darstellung des 

lagerstabilen Benzoyl-geschützten N6-Hydroxy-L-lysins Ca, welches nach saurer Hydrolyse 

mit TFA über 10 Stunden zu einem System aus EDC/4-DMAP/4-DMAP•HCl (je 5.00 Äq) 

getropft wurde, was zur intramolekularen Cyclisierung führte. (Schema 40, D3-4). Folglich 

konnte das Benzoyl-geschützte AHA LXXXVIIId über vier Schritte in 44 % Ausbeute isoliert 

werden.  

Eine innovative Methode verwendete YANG et al.310 und nach deren Vorlage später CHAN et 

al.201, indem der Ringaufbau durch Ringschluss-Metathese ermöglicht wurde (Schema 40, E). 

Ausgehend von Fmoc-L-Allylglycin (CIII) wurde EDC/HOBt/4-Methylmorpholin-vermittelt an 

O-Tritylhydroxylamin310 oder O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid201 gekuppelt (Schema 40, 

E1). Interessanterweise zeigte sich trotz basischer Bedingungen keine nennenswerte 

Degradation der Fmoc-Schutzgruppe. Tetrakis(triphenylphosphin)palladium-katalysierte 

N-Alkylierung mit Allylmethylcarbonat lieferte die doppelt geschützten Intermediate CIVa-b 
(Schema 40, E2). Für beide Reaktionsschritte wurden jeweils Ausbeuten von 86 % bis 90 % 

erzielt.201,310 Die Ringschluss-Metathese von CIVa-b vollzog sich durch GRUBBS II 

(Benzyliden[1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)-2-

imidazolidinyliden]dichlor(tricyclohexylphosphan)ruthenium)-Katalyse zu den ungesättigten 

(S)-3-Amino-1-hydroxyazepan-2-onen LXXXVIIIe-f in sehr guter Ausbeute (Schema 40, 

E3).310 YANG et al. konnten nach intensiver Optimierung der Reaktionsbedingungen die 

Doppelbindung von LXXXVIIIe ohne den Verlust der Trityl-Schutzgruppe mit Platin auf 

Aktivkohle selektiv zu LXXXVIIIg hydrieren (Schema 40, E4).310 CHAN hydrierte die 

Doppelbindung von LXXXVIIIf erst im späteren Verlauf der Synthesesequenz beim simultanen 

Entfernen der Benzyl-Schutzgruppe durch Palladium-katalysierte Hydrierung. Allerdings 

beschrieben die Autoren große Probleme bei der Reinigung, da die freiwerdende 

Hydroxamsäuregruppe den Palladium-Katalysator stark komplexierte.201  
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4.3.3.4. Literaturbekannte Darstellungen der (geschützten) Mycobactinsäure-
Analoga CV und CVI 

Die MILLER Gruppe kuppelte das freie Amin LXXXVIc mit HPOC LXXXVa durch Aktivierung 

der Carboxylgruppe mittels EDC/HOAt in DMF (Schema 41, A).294,300 Die Schützung der 

Carboxylgruppe von LXXXVIc ist an dieser Stelle essentiell, um eine intramolekulare Kupplung 

zu verhindern. Anschließende Verseifung des Methylester mit Lithiumhydroxid lieferte die 

vollkommen ungeschützte Mycobactinsäure CVa in 59 % Ausbeute (Schema 41, A2).  

 

 
Schema 41: Literaturbekannten Synthesen von Mycobactinsäure-Analoga CV und CVI.  

 

Bemerkenswert ist die gute Ausbeute der Kupplungsreaktion, obwohl die 

Hydroxamsäuregruppe von LXXXVIc nicht geschützt wurde. Dies demonstriert, dass sowohl 

die phenolische Hydroxygruppe als auch die Hydroxamsäuregruppe nicht zwangsläufig 

geschützt sein müssen. Die Autoren resümierten sogar, dass die Abwesenheit einer Benzyl-

Schutzgruppe in 2‘-Postion der HPOC LXXXVa zur guten Ausbeute der Kupplungsreaktion 

aufgrund geringerer sterischer Hinderung beitrug.294,300 Zuvor waren zahlreiche Versuche, die 
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2‘-Benzylether-geschützte HPOC XXCII mit diversen Kupplungsreagenzien an 

unterschiedliche Amine zu kuppeln, gescheitert.302 Beim späteren Versuch, die 

Mycobactinsäure CVa mit Cobactin T zu verestern, zeigte sich keine nennenswerte 

Produktbildung, sodass die Autoren im zweiten Versuch die SEM-geschützte Hydroxamsäure 

(LXXXVId) mit der HPOC LXXXVa analog zum ersten Versuch zum SEM-geschützten 

Mycobactinsäure-Analogon CVb umsetzten (Schema 41, B).293,294 Diese 

Schutzgruppenstrategie wurde unter geringfügigen Modifikationen der Äquivalente und 

Reaktionszeiten im Wesentlichen in den darauffolgenden Jahren eingesetzt. In einer 

Publikation erwähnte die MILLER Gruppe noch eine Vorschrift, bei der sie ein DCC/4-DMAP/4-

DMAP•HCl-System verwendeten, was aber zu einer Ausbeute von weniger als 5 % führte.294  

Mit einer veränderten Schutzgruppenstrategie konnte WU die HPOC LXXXVa mit dem Amin 

LXXXVIf EDC/HOBt-vermittelt kuppeln und die tert-Butyl-Schutzgruppe im stark Sauren mit 

TFA entfernen (Schema 41, C).301 

Eine deutliche Veränderung der Synthesestrategie publizierten GHOSH et al., da diese den 

langkettigen Acylrest erst nach der Kupplung der HPOC LXXXVb mit dem Di-Boc-geschützten 

N6-Hydroxy-L-lysin (LXXXVIe) einführten (Schema 41, D). Anschließendes TFA-vermitteltes 

Entfernen der Boc-Schutzgruppe und Kupplung an (Z)-Hexadec-2-ensäure mittels deutlichem 

Überschuss an HATU/DIPEA lieferte ein N,O-diacyliertes Mycobactinsäure-Intermediat 

(Schema 41, D2-3). Die O-Acylgruppe wurde durch DIPEA in Methanol und der Methylester 

mit Lithiumhydroxid in THF/Wasser entfernt, wodurch das ungesättigte Mycobactinsäure-

Analogon CVI über fünf Schritte in 34 % Ausbeute dargestellt werden konnte (Schema 41, 

D4). Die Autoren beschrieben, dass die vergleichsweise geringe Ausbeute durch 

Isomerisierung des Alkens in dem Acylrest zustande kam.298 Auch wenn diese Isomerisierung 

für gesättigte Acylreste keine Nebenreaktion darstellt, ist dieser Syntheseweg mit seinen fünf 

Stufen deutlich länger als die zuvor genutzten Synthesewege (Schema 41, A-C).  

 

4.3.3.5. Literaturbekannte Darstellungen der (geschützten) (S)-3-Amino-1-
hydroxyazepan-2-on-Analoga CVII 

Für die Synthese von Cobactin T-Bausteinen untersuchte die MILLER Gruppe zunächst 

verschiedene Kupplungssysteme (Schema 42, A-C). Im Jahr 1983 veröffentlichte die MILLER 

Gruppe eine EEDQ-vermittelte Kupplung ausgehend von N-Boc-O-Benzyl-2-oxoazepan 

XLXXXVIIIa (Schema 42, A). Nach Entfernen der Boc-Schutzgruppe konnte O-Benzyl-

Cobactin T CVIIa in einer Ausbeute von 79 % gewonnen werden (Schema 42, A). Ein 

alternatives Schutzgruppenkonzept beschrieb dieselbe Gruppe etwa zehn Jahre später 

ausgehend von N-Cbz-O-TBDPS-azepan-2-on LXXXVIIIc. Nach dem hydrogenolytischen 

Entfernen der Cbz-Schutzgruppe, erfolgte die Kupplung an β-Hydroxycarbonsäuren mit  
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DCC/4-DMAP/4-DMAP•HCl (63 %)293 oder DCC/4-DMAP•HCl (40-60 %)294 zu den O-TBDPS-

geschützten Cobactin T-Analoga CVIIb-c (Schema 42, B2). 

Eine signifikante Verbesserung bei diesem Schritt konnte durch die Verwendung von 

EDC/HOAt294 (Schema 42, C2) erzielt werden, bei der die Ausbeute in drei Beispielen (CVIIc-
e) bei 88 % bis 91 % lag. Die Autoren postulierten, dass die Verwendung von HOAt die 

Reaktion beschleunige und somit die kompetitive intramolekulare Veresterung von Cbz-L-

Serin, bzw. Cbz-L-Threonin unterdrücke. Zugabe von DIPEA zum EDC/HOAt-System 

 
Schema 42: Literaturbekannte Darstellungen von Cobactin T-Analoga (CVII).  
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(Schema 42, B2) bei der Kupplung von LXXXVIIIc mit (2S,3R)-3-Hydroxy-2-

methylpentansäure führte zu einer Verringerung der Ausbeute auf 55 % ebenso wie der 

Wechsel auf HATU/DIPEA zu einer Reduktion der Ausbeute auf 50 % (Schema 42, B2). Bei 

den Kupplungen and Cbz-β-Alanin oder Boc-Dap-(Cbz)-OH wurde im Anschluss die Cbz-

Schutzgruppe hydrogenolytisch entfernt, um die O-TBDPS-geschützten Cobactin T-Analoga 

CVIIf-g zu erhalten (Schema 42, B3)  

Weithin zeigte die MILLER Gruppe, dass eine Kupplung mit freier Hydroxamsäuregruppe wie 

bei LXXXVIIIb unter selbigen Bedingungen möglich ist, wenn die Reaktionslösung einen leicht 

sauren pH-Wert aufweist, damit die Hydroxamsäuregruppe assoziiert vorliegt und somit kaum 

nukleophil ist (Schema 42, C).294,307 Auch die anschließende EDC-vermittelte Veresterung mit 

einer ungeschützten Mycobactinsäure (CVa) gelang in sehr guten Ausbeuten, was die 

Hypothese unterschützt, dass freie Hydroxamsäuregruppen und phenolische Hydroxygruppen 

die Kupplungsreaktion in leicht saurem Milieu nicht stören.294 

Die Verwendung der Benzoyl-Schutzgruppe für die Hydroxamsäuregruppe ist im EDC/HOBt-

System ebenfalls möglich, wie WU et al. durch die Kupplung von mit 3-(N-Cbz)-2-(N-Boc)-2,3-

diaminobuttersäure zeigten (Schema 42, D).301 Allerdings beschrieben die Autoren auch die 

Problematik der Instabilität der Benzoyl-Schutzgruppe bei dem primären Amin LXXXVIIIh 

während der Hydrogenolyse von LXXXVIIId. Die Autoren postulierten, dass die Basizität der 

freiwerdenden Aminogruppe in Methanol ausreiche, um die Benzoyl-Schutzgruppe zu 

entfernen.301 Dieses Problem wurde durch den Zusatz von 20 % TFA während der 

Hydrogenolyse gelöst, wodurch das TFA-Salz LXXXVIIIh in quantitativer Ausbeute gewonnen 

werden konnte (Schema 42, D3). Die zweite Hydrogenolyse zum gewünschten Produkt CVIIi 
wurde nach der Kupplung an N2-Boc-N3-Cbz-2,3-diaminobuttersäure unter gleichen 

Bedingungen durchgeführt, wobei die Boc-Schutzgruppe trotz des hohen Anteils an TFA nach 

fünf Stunden bei Raumtemperatur erhalten blieb.301   
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4.3.3.6. Literaturbekannte Darstellungen der Amid-verbrückten Mycobactin-Analoga 
CVIII 

In der Publikation von XU und MILLER wurden erstmals zwei Amid-verbrückte Mycobactin-

Analoga CVIIIa und CVIIIb beschrieben (Schema 42, A).294 Die Synthese erfolgte durch 

Kupplung der ungeschützten Mycobactinsäure CVa mit den TBDPS-geschützten Cobactin T-

Analoga CVIIf oder CVIIg im EDC/HOAt-System. Das Entfernen der TBDPS-Schutzgruppe 

mit 1 M Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) in THF verhinderte eine gleichzeitige Hydrolyse 

der Boc-Schutzgruppe (Schema 42, A2).  

 

 

Beide Mycobactin-Analoga CVIIIa und CVIIIb wurden so in einer isolierten Ausbeute von 85 % 

über zwei Schritte erhalten.294 Zum Zielmolekül CVIIIa kamen WU et al. durch Verwendung der 

Benzoyl-geschützten Mycobactinsäure CVc und dem N-Boc-geschützten Cobactin T-

Analogon CVIIi (Schema 42, B). Die Kupplung erfolgte mit je 1.5 Äquivalenten HOBt und EDC 

bei Raumtemperatur und einer Reaktionszeit von 4 h (Schema 42, B1). Die beiden Benzoyl-

Schutzgruppen wurden anschließend mit 7 M Ammoniak in Methanol-Lösung entfernt 

(Schema 42, B2).301  

 
Schema 43: Literaturbekannte Darstellungen von Amid-verbrückten Mycobactin-Analoga.  
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5. Ergebnisse und Diskussion der Synthese und präklinischen 
Evaluation von Chlorflavonin und Bromflavonin-Analoga 

5.1. Darstellung von literaturbekannten Verbindungen 
Zunächst sollte die Synthese von Chlor- (1a) und Bromflavonin (1b) in großem Maßstab 

mithilfe der von BERGER etablierten Syntheseroute reproduziert werden, um größere 

Substanzmengen für die präklinische Evaluation der Substanzen zu generieren. Zudem sollte 

die Anwendbarkeit der neu etablierten Syntheseroute am Beispiel des antiinfektiv-wirksamen 

Flavonoids Ternatin (1c) demonstriert werden (Schema 44).  

  

 
 

Schema 44: Darstellung von Chlorflavonin (1a), Bromflavonin (1b) und Ternatin 1c. 

(a) 1.20 Äq. MOM-Cl, 2.00 Äq. DIPEA, CH2Cl2, 0 °C – RT, 16 h; (b) i) 5.00 Äq. NaOH(aq.), EtOH, 50 °C, 24 h; ii) 2.50 Äq. 

H2O2, 0 °C – RT, 16 h; (c) 1.50 Äq. CH3I, 2.25 Äq. Cs2CO3, DMF, RT, 2 h; (d) 6.40 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 50 °C, 4 h; 

(e) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor ®, 5 mol% [RuCl2(p-Cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h. 
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Die Einführung der Methoxymethyl (MOM)-Schutzgruppe bei den Hydroxybenzaldehyden 

2a-c erfolgte mit Chlormethoxymethylether mittels nukleophiler Substitution in Dichlormethan 

unter Verwendung von N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) als Base, sodass die MOM-

geschützten Aldehyde 3a-c in ausgezeichneten Ausbeuten von über 90 % erhalten wurden 

(Schema 44). 

Die ALGAR-FLYNN-OYAMADA–Reaktion gelang nachfolgend als konsekutive Ein-Topf-

Synthese, indem das Acetophenon 4 und die entsprechenden MOM-geschützten 

Benzaldehyde 3a-c in Ethanol gelöst und durch Zugabe von wässriger 5 M Natronlauge bei 

50 °C für 24 h zu den entsprechenden Chalkonen in einer CLAISEN-SCHMIDT-Reaktion 

kondensiert wurden. Abkühlen des Reaktionsansatzes mittels Eisbad auf 0 °C und 

tropfenweise Zugabe von 30 %iger Wasserstoffperoxid-Lösung führte nach 16 h Rühren bei 

Raumtemperatur zu den gewünschten Flavonolen 6a-c, welche nach 

säulenchromatographischer Isolierung in Ausbeuten von 18 % bis 35 % erhalten wurden 

(Schema 44). Die anschließende Methylierung mit Methyliodid in DMF unter Verwendung von 

Cäsiumcarbonat als Base lieferte nach 1-4 h die 3-Methoxyflavonole 7a-c mit sehr guten 

Ausbeuten von 79 % bis 97 %. Die Entschützung der phenolischen 2‘-Hydroxygruppe von den 

3-Methoxyflavonolen 7a-c erfolgte acidolytisch in Methanol durch Zugabe von 1 M Salzsäure 

bei 50 °C für 4 h, sodass die entschützten 2’-Hydroxyflavonole 8a-c in guten Ausbeuten von 

69 % bis 97 % nach säulenchromatographischer Isolierung gewonnen werden konnten 

(Schema 44).  

 

Im letzten Schritt wurde die 5-Hydroxygruppe mittels Ruthenium(II/IV)-katalysierter 

ortho-C(sp2)-H-Hydroxylierung eingeführt (Schema 44). Als Additiv fungierte bei dieser 

Reaktion Silbercarbonat, welches im Überschuss zugegeben wurde, um aus 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer die kationische Ruthenium(II)-Spezies A freizusetzen, 

welche durch zwei Moleküle Trifluoracetat stabilisiert wird. Zur anschließend ablaufenden 

Metallkatalyse postulierte die ACKERMANN Gruppe folgenden Katalysezyklus (Schema 45).311 
312 Nach Koordination der kationischen Ruthenium(II)-Spezies A an den dirigierenden 

Carbonylsauerstoff von 8b und Abspaltung eines Moleküls Trifluoressigsäure, erfolgt die ortho-

Metallierung des Flavonols 8b und C-H-Aktivierung zum fünfgliedrigen Ruthena(II)cyclus C 
(Schema 45). 1-Chlormethyl-4-fluor-1,4-diazonia bicyclo[2.2.2]octanebis(tetrafluorborat) 

(Selectfluor®)-vermittelte Oxidation liefert den Ruthena(IV)cyclus D, welcher nach 

Carboxylinsertion, bzw. Hydroxylierung das Intermediat E liefert. Durch reduktive Eliminierung 

des Flavonol-Trifluoracetats 9b‘ wird die katalytisch aktive, kationische Ruthenium(II)-Spezies 

A regeneriert.311 312 
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Chlor- und Bromflavonin (1a-b) wurden hinsichtlich ihrer chemischen und metabolischen 

Stabilität sowie Löslichkeit evaluiert. Zudem wurden die pKs-Werte mittels 1H-NMR-Titration 

bestimmt und die Ergebnisse in das Design der weiteren Analoga einbezogen. Ternatin (1c) 

wurde auf seine antimykobakteriellen Eigenschaften hin untersucht.   

 
Schema 45: Adaptierter postulierter Katalysezyklus für die ortho-C(sp2)-H-Hydroxylierung nach ROGGE et al. 

basierend auf mechanistischen Untersuchungen von MASSIGNAN et al.311,312 
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5.2. Strukturvariation der B-Region 
Zur weiteren Elaboration der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen der antimykobakteriell 

wirksamen Flavonoide mit Blick auf die B-Region sollte ergänzend zu den Untersuchungen 

von BERGER Analoga hergestellt werden, wobei die Acidität der phenolischen 

2‘-Hydroxygruppe im Fokus stand. Die Ergebnisse der Docking-Experimente basierend auf 

einem Homologie-Modell postulieren eine Salzbrücke zwischen der 2‘-Hydroxygruppe und 

Lys197, wobei der B-Ring in einer lipophilen Seitentasche lokalisiert ist (Abbildung 17).6  

 

 
Abbildung 17: Zweidimensionale Ansicht der Interaktion zwischen Chlorflavonin (1a) und der katalytischen 

Untereinheit IlvB1 der Acetohydroxysäure Synthase (AHAS) basierend auf einem Mt H37Rv IlvB1 Homologie-

Modell. Das Homologie-Modell wurde mithilfe der AHAS-Enzyme von Saccharomyces cerevisiae and 

Arabidopsis thaliana (PDB: 1T9C und 1YBH) als Template erstellt. Grau dargestellte Aminosäuren gehören zur 

Proteinkette A und blaue zur Proteinkette B. 

 

BERGER hatte in der para-Position zur 2‘-Hydroxygruppe von Chlor- und Bromflavonin ein 

Fluoratom eingeführt, um die Acidität des Phenols zu erhöhen und die Interaktion zu Lys197 

zu verstärken.313 Nachteilig könnte sich die erhöhte Acidität allerdings auf die Permeabilität 

der Verbindung auswirken, welches zu einer verringerten Wachstumshemmung führen könnte. 

Bei Einführung eines Chlor- oder Bromatoms (3e-g) in para-Position wird die Acidität durch 

deren negativen induktiven Effekt (-I-Effekt) zwar auch erhöht, jedoch könnte deren lipophiler 

Charakter die verschlechterte Permeabilität kompensieren (Kapitel 5.2.1). Gleichzeitig könnte 

die zunehmende Atomgröße im Vergleich zu Fluor bessere Interaktionen in der lipophilen 

Seitentasche mit den Aminosäure Met512, Val 513, Ala592 und Ala593 ermöglichen. Neben 

elektronenziehenden Substituenten wie Brom und Chlor, sollte mit einer Methylgruppe auch 

ein elektronenschiebender Rest in 5‘-Position eingeführt werden. Diese Verbindungen sollten 

mithilfe der von BERGER etablierten Syntheseroute dargestellt werden.  
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Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Verzicht der 2‘-Hydroxygruppe von Chlorflavonin 

zu einem vollständigen Verlust der inhibitorischen Aktivität gegen Mt führt.313 Der Austausch 

von Hydroxy- und Alkoxy-Substituenten gegen Fluor stellt einen häufigen bioisosteren 

Austausch in der medizinischen Chemie dar.314-316 Fluor- und Sauerstoffatome haben eine 

ähnliche Größe und hohe Elektronegativität, welche ihnen ähnliche Eigenschaften verleiht. 

Allerdings kann Fluor nicht als Wasserstoffbrücken-Donator fungieren und ist aufgrund der 

höheren Elektronegativität und geringen Größe des Fluoratoms weniger polarisierbar. Auf der 

anderen Seite kann sich durch die Einführung eines Fluoratoms die metabolische Stabilität im 

Vergleich zur Hydroxygruppe erhöhen, da die Chinon-Bildung im Phase I-Metabolismus und 

eine Glucuronidierung in Phase II bei Fluor im Gegensatz zu Sauerstoff nicht möglich ist.317,318 

Basierend auf diesen Überlegungen, sollte die 2‘-Hydroxygruppe gegen ein Fluoratom 

ausgetauscht werden (Kapitel 5.2.2). 

Während der biosostere Austausch einer Hydroxygruppe gegen Fluor gängig ist, beschäftigten 

sich ZAFRANI et al. mit der Möglichkeit phenolische Hydroxygruppen gegen eine 

Difluormethoxygruppe auszutauschen, welche als lipohiler Wasserstoff-Donator fungieren 

sollte (Kapitel 5.2.3).319,320  

 

5.2.1. Variation des Substitutionsmusters des B-Ringes 

Während die 3,5-dihalogenierten Aldehyde 2e-g kommerziell verfügbaren waren, musste 

3-Brom-2-hydroxy-5-methyl-benzaldehyd (2d) aus dem kommerziell verfügbaren 2-Hydroxy-

5-methylbenzaldehyd durch Bromierung mit elementarem Brom in Eisessig bei 0 °C hergestellt 

werden (Schema 46). Die MOM-Schützung der 3,5-disubstituierten Aldehyde 2d-g gelang in 

ausgezeichneten Ausbeuten von 90 % bis 96 % (Schema 46). Die Darstellung des 2’-Brom-

5‘-Methyl-Analogons (1d) erfolgte in Anlehnung an die von BERGER etablierte Syntheseroute 

(Schema 47). 

 

 
Schema 46: Bromierung von 2-Hydroxy-5-methylbenzaldehyd und Einführung der MOM-Schutzgruppe.  

(a) 1.10 Äq. Br2, AcOH, 0 °C, 1 h; (b) 1.20 Äq. MOM-Cl, 2.00 Äq. DIPEA, CH2Cl2, 0 °C – RT, 16 h. 
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Schema 47: Darstellung von 5‘-Methylbromflavonin 1d. 

(a) i) 5.00 Äq. NaOH(aq.), EtOH, 50 °C, 24 h; ii) 2.50 Äq. H2O2, 0 °C – RT, 16 h; (b) 1.50 Äq. CH3I, 2.25 Äq. 

Cs2CO3, DMF, RT, 2 h; (c) 6.40 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 50 °C, 4 h; (d) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 

5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h. 

 

Die ALGAR-FLYNN-OYAMADA–Reaktion mit den 3,5-dihalogenierten Benzaldeyden 3e-g und 

dem 2‘-Hydroxyacetophon 4 gestaltete sich schwierig. Zwar konnten die intermediären 

Chalkone 8a-c fast quantitativ isoliert werden, allerdings erfolgte nach Zugabe von 

Wasserstoffperoxid keine oxidative Cyclisierung zu den entsprechenden Flavonolen 5a‘-c‘ 
(Schema 48). 

 
Schema 48: Versuch der ALGAR-FLYNN-OYAMADA–Reaktion zur Darstellung der Flavonole 5a‘-c‘. 

(a) 5.00 Äq. NaOH(aq.), EtOH, 50 °C, 24 h; (b) 2.50 Äq. H2O2, 0 °C – RT, 16 h. 
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Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Literatur, da ZHAO et al. ebenfalls keinen 

Reaktionsumsatz bei mehrfachhalogenierten Chalkonen beobachten konnten.261 Die Autoren 

postulierten, dass die negative Ladung des Phenolates aufgrund der elektronenziehender 

Halogene zu stark delokalisiert und somit die Nukleophilie des Phenolates stark reduziert sei. 

Folglich könne der nukleophile Angriff an das β-Kohlenstoffatom nicht stattfinden.261 Für die 

Synthese der Flavonole 5a‘ c‘ wurden zwar umfassende Variationen bezüglich der 

Basenäquivalente, eingesetzte Basen und Oxidationsmittel wie Dibenzoylperoxid, 

m-Chlorperbenzoesäure und Carbamidperoxid erprobt. Jedoch zeigte keine dieser 

Bedingungen in der Reaktionskontrolle mittels Dünnschichtchromatographie ein Produkt, 

welches wie für Flavonole üblich bei 366 nm blau fluoreszierte, noch eine Färbung mit 

Eisen(III)chlorid-Lösung, was auf das Misslingen der oxidativen Cyclisierung zum Flavonol 

hindeutete. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Synthese der 3‘,5‘-dihalogenierten 

Flavonole 5a‘-c‘ nicht weiterverfolgt. 

 

5.2.2. Bioisosterer Austausch der 2‘-Hydroxygruppe 

Für einen bioisosteren Austausch der 2‘-Hydroxgruppe wurde das kommerziell verfügbare 

3-Brom-2-fluoraldehyd (2g) als Edukt eingesetzt. Da bei 3-Brom-2-fluorbenzaldehyd (2g) 

keine Schutzgruppe eingeführt werden muss, ließ sich das Zielmolekül 1e über drei Schritten 

in einer Gesamtausbeute von 0.4 % darstellen (Schema 49). 

 

 
Schema 49: Darstellung des Analogons 1e. 

(a) i) 5.00 Äq. NaOH(aq.), EtOH, 50 °C, 24 h; ii) 2.50 Äq. H2O2, 0 °C – RT, 16 h; nicht sauber isoliert; (b) 1.35 Äq. 

Dimethylsulfat, 1.35 Äq. K2CO3, Aceton, RT, 16 h; (c) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 5 mol% [RuCl2(p-

cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h.  
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Eine besondere Herausforderung zeigte sich bei der Durchführung der AFO. Zum einen fand 

die oxidative Cyclisierung wie auch schon bei den 3,5-dihalogenierten Benzaldehyden 3e-g 

nur unvollständig statt, zum anderen wurde als Nebenreaktion eine nukleophile aromatische 

Substitution des Fluoratoms zum Ethoxy-substituierten Derivat 5f beobachtet (Schema 49). 

Da das Reaktionsgemisch aus 5e und 5f im Verhältnis 4:1 mittels Säulenchromatographie und 

Umkristallisation nicht separiert werden konnte, wurde das Produktgemisch mit Dimethylsulfat 

unter Verwendung von Kaliumcarbonat als Base methyliert.321 Die Isolierung von 6e war 

mittels Säulenchromatographie möglich, sodass 6e über zwei Schritte mit einer Ausbeute von 

7 % gewonnen werden konnte (Schema 49). Auch die abschließende Ruthenium-katalysierte 

C-H-Aktivierung zum 5-Hydroxyflavonol 1e verlief mit einer Ausbeute von 6 % sehr schlecht, 

da aufgrund unzureichender Löslichkeit des Eduktes 6e in Trifluoressigsäureanhydrid keine 

vollständige Eduktumsetzung stattfand (Schema 49).  

 

5.2.3. Derivatisierung der 2‘-Hydroxygruppe 

Zur Darstellung der OCF2H-Gruppe aus Phenolen sind in der Literatur zahlreiche Reagenzien 

zur Generierung der reaktiven Carbenspezies schrieben, darunter die 

Fluorchlorkohlenwasserstoffe Chlordifluormethan (ClCF2H)322 und Fluoroform (CHF3)323,324 

Difluormethyltriflat (CHF2OTf)325, 2-Chlor-2,2-difluoracetophenon326, Bromdifluoressigsäure 

(BrCF2COOH)327 und Fluorsulfonyldifluoressigsäure (FSO2CF2COOH).328,329 Problematisch 

bei diesen Reagenzien sind jedoch die teilweise schlechten Ausbeuten, begrenzte 

Substrattoleranz, harsche Bedingungen, schwer händelbare Gase oder ozonabbauende 

Eigenschaften.330 Im Gegensatz zu diesen Reagenzien ist 

Diethylbromdifluormethylphosphonat (BrCF2P(O)(OEt)2) eine kommerziell verfügbare, leicht 

händelbare Flüssigkeit, welche ebenfalls zur Einführung der CF2H-Gruppe genutzt werden 

kann. ZAFRANI et al. entwickelten eine Methode, bei der sie 

Diethylbromdifluormethylphosphonat und Kaliumhydroxid in Acetonitril/Wasser als zur 

Carbengenerierung einsetzten, um Phenole zu difluormethylieren (Schema 50).331  
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Bei dieser Reaktion greift das Hydroxidion das Phosphonat nukleophil an, wobei es unter 

Abspaltung von Phosphorsäurediethylester zum C-P-Bindungsbruch kommt, sodass 

intermediär ein trihalogeniertes Carbanion (CX) entsteht. Nach α-Eliminierung von Bromid 

entsteht Difluorcarben (CXI), welches von einem Phenolatsauerstoff nukleophil angegriffen 

wird, sodass das Difluormethoxycarbanion CXIII entsteht. Die Zugabe von Wasser induziert 

die Protonierung zum Phenol 7f.  
 

Aufgrund von ausreichender Substanzverfügbarkeit wurde die Bromflavonin-Vorstufe 8b als 

Edukt für die Difluormethylierung gewählt. Die Darstellung gelang nach einer Vorschrift von 

ZAFRANI et al. mit einer Ausbeute von 30 % (Schema 51).331  

Da es hinsichtlich der Ausbeute bei dieser Reaktion noch Optimierungsbedarf gab, wurde 

(Bromdifluormethyl)trimethylsilan (TMSCF2Br) als alternativer Carbenpräkursor gewählt. LI et 

al. haben die Difluormethylierung von Phenolen mittels TMSCF2Br intensiv optimiert und 

 
Schema 50: Postulierter Reaktionsmechanismus der Difluormethylierung von Phenolen mit 

Diethylbromdifluormethylphosphonat (BrCF2P(O)(OEt)2) nach ZAFRANI et al.331 und 

(Bromdifluormethyl)trimethylsilan (TMSCF2Br) nach LI et al.332 

 
Schema 51: Darstellung des 2’-Difluormethoxy-Bromflavonin-Analogons 1f. 

(a) 2.00 Äq. Diethylbromdifluormethylphosphonat, 20.0 Äq KOH, ACN/H2O, -78 °C – RT, 1 h, 30 %; (b) 2.50 Äq. 

TMSCF2Br, 6.00 Äq. KOH, CH2Cl2, 0 °C – RT, 78 %; (c) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 5 mol% 

[RuCl2(p-cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h, 11 %. 
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konnten für divers substituierte, insbesondere halogenierte, Phenole sehr gute bis 

ausgezeichnete Ausbeuten erzielen.332 Zur Generierung des Difluorcarbens waren 

sechs Äquivalente Kaliumhydroxid notwendig und eine Kühlung auf 0 °C ausreichend, um 

Zielverbindung 7f in einer Ausbeute von 78 % zu synthetisieren (Schema 51). Die 

anschließende C-H-Aktivierung lieferte 1f in einer Ausbeute von 11 % (Schema 51).  

 

5.3. Strukturvariationen in der 3-Position 
Zunächst sollten die Struktur-Aktivitäts-Beziehungen in der 3-Position durch Vergrößerung des 

Substituenten untersucht werden (Kapitel 5.3.1). Dafür sollte der 3-Methoxy-Substituent zu 

einer Ethoxy-, Isopropoxy- und Benzyloxygruppe expandiert werden. Da Benzylether zudem 

Schutzgruppen für Alkohole darstellen, könnte diese Schutzgruppe im letzten Schritt entfernt 

werden, um ein 3-Hydroxy-Analogon von Bromflavonin zu erhalten. Darüber hinaus sollten 

Substituenten eingeführt werden, die potentiell die Wasserlöslichkeit erhöhen (Kapitel 5.3.1).  

Problematisch könnte sich in Bezug auf metabolische Stabilität von Chlor- und Bromflavonin 

die O-Desalkylierung als häufige Phase I-Metabolisierung darstellen. Für Flavonoide stellt dies 

ein häufiges Problem dar, da die O-desalkylierten Produkte möglicherweise eine reduzierte 

oder fehlende Bioaktivität zeigen.333 Eine Untersuchung von Chlor- und Bromflavonin mit dem 

online-Tool XENOSITE®334 zeigte, dass die drei Methoxygruppen wahrscheinliche 

Angriffsstellen für die Metabolisierung durch die CYP-Enzyme 3A4, 2C9 und 2D6 sind (Tabelle 

2).  

 

 
Vor allem die Exposition gegenüber den katalytischen Zentren der Enzyme machen eine 

oxidative O-Desalkylierung im Rahmen des Phase I-Metabolismus wahrscheinlich.334 Um die 

Wahrscheinlichkeit der oxidativen O-Desalkylierung zu minimieren, können Wasserstoff- 

gegen Fluoratome bioisoter ausgetauscht werden,314-316 sodass 3-Difluormethoxy und 

3-Trifluormethoxy-Analoga von Bromflavonin synthetisiert werden sollten (Kapitel 5.3.2). 

Zu Beginn dieser Promotion wurde Chlorflavonin als Leitstruktur verwendet, welche jedoch 

von Bromflavonin abgelöst wurde. Dies ist sowohl durch die bessere in vitro Aktivität im 

Tabelle 2: Berechnete mögliche Metabolisierungsstellen von BF durch die CYP-Enzyme 3A4, 2C9 und 2D6 mit 

Hilfe von XENOSITE.334 

 3A4 2C9 2D6 

 
   

Blau = wenig wahrscheinlich, grün = wahrscheinlich, rot = sehr wahrscheinlich.  
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phänotypischen Ganzzell-Assay als auch die deutlichen geringeren Kosten des Eduktes 

3-Brom-2-hydroxybenzaldehyd im Vergleich zu dessen chlorierten Pendant zu begründen.  

 

5.3.1. Einführung von (funktionalisierten) 3-Alkoxyresten 

Die Synthese der 3-Ethoxy-Analoga 1g und 1h sowie des 3-Isopropoxy-Analogons 1i erfolgte 

gemäß der etablierten Syntheseroute von BERGER ausgehend von den Flavonolen 5a und 5b. 

Die Deprotonierung der 3-Hydroxygruppe von 5a oder 5b erfolgte mit Cäsiumcarbonat in DMF, 

sodass nach Zugabe von Ethylbromid oder 2-Brompropan in einer WILLIAMSON-Ether-

Synthese-artigen Reaktion die 3-Alkoxy-Analoga 6g-i in befriedigenden Ausbeuten von 54 % 

bis 77 % isoliert werden konnten (Schema 52).  
 

 

Ein anschließendes acidolytisches Entfernen der MOM-Schutzgruppe lieferte die freien 

Phenole 7g-j, die durch Ruthenium(II)-katalysierte C-H-Aktivierung zu den 5’-Hydroxy-

 
Schema 52: Darstellung der 3-Methoxy-Analoga 1g-j.  

(a) für 6g-i: 1.50 Äq. Alkylbromid, 2.25 Äq. Cs2CO3, DMF, RT, 4 h; (b) für 6j: 1.10 Äq. 2-Bromethanol, 2.50 Äq. 

K2CO3, DMF, RT, 21 h (b) 6.40 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 50 °C, 4 h; (d) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 

5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h. 
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Flavonoiden 1g-j umgesetzt wurden (Schema 52). In analoger Weise wurde das 

2-Hydroxyethoxy-Analogon 1j hergestellt, allerdings wurde die O-Alkylierung zum Intermediat 

6j in DMF unter Verwendung von Kaliumcarbonat nach einer modifizierten Vorschrift von 

ZHONG et al. durchgeführt (Schema 52).335 Das 2-Hydroxyethoxy-Analogon 1j sollte aufgrund 

des zusätzlichen Wasserstoffbrücken-Donators, bzw. -akzeptors besser wasserlöslich sein.  

Weiterhin sollte zur Verbesserung der Wasserlöslichkeit mit 2-Dimethylaminoethylbromid ein 

2-Dimethylaminoethoxy-Rest in 3-Position eingeführt werden (Schema 53). Alkylierung des 

Flavonols 5b mit 2-Dimethylaminoethylbromid und Cäsiumcarbonat in DMF zeigte nur einen 

geringen Reaktionsumsatz, was auf eine Bromwasserstoff-Eliminierung von 

2-Dimethylaminoethylbromid zurückzuführen sein könnte (Schema 53).  

Daher wurde als Alternative die MITSUNOBU-Reaktion nach XIONG et al.336 gewählt, die ohne 

den Einsatz einer Base durchführbar ist (Schema 53). Das Flavonol 5b fungiert dabei als acide 

Komponente und 2-Dimethylaminoethanol als Alkoholkomponente. Die Reaktion wurde mit je 

1.20 Äquivalenten Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) und Triphenylphosphan durchgeführt. 

Zwar konnte das Produkt 6k mithilfe von 1H-NMR-Spektroskopie identifiziert werden, allerdings 

konnte DIAD säulenchromatographisch nicht entfernt werden. Erst nach dem acidolytischen 

Entfernen der MOM-Schutzgruppe konnte das Phenol 7k in 95 % Reinheit isoliert werden. Die 

anschließende Ruthenium-katalysierte C-H-Aktivierung lieferte das 5-Hydroxyflavonol 1k nach 

säulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (n-Hexan/Ethylacetat) und C18-Kieselgel 

(Wasser/Acetonitril) in 13 % Ausbeute (Schema 53).  

Schema 53: Darstellung des 3-Dimethylaminoethoxy-Analogons 1k. 
(a) 1.50 Äq. 2-Dimethylaminoethylbromid, 2.25 Äq. Cs2CO3, DMF, RT, 4 h; (b) i) 1.20 Äq. 

2-Dimethylaminoethanol, 1.20 Äq. DIAD, 1.20 Äq. PPh3, THF, 0 °C – RT; ii) 6.40 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 50 °C, 

4 h; (c) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h. 
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Darüber hinaus sollte die Darstellung eines 3-Benzyloxy-Analogons 1l nach der etablierten 

Syntheseroute erfolgen. Allerdings erwies sich die Alkylierung mit Benzylbromid und 

Cäsiumcarbonat in DMF als problematisch, da die dünnschichtchromatographische 

Reaktionskontrolle mehrere Nebenprodukte zeigte. Folglich wurde eine alternative Vorschrift 

von DZIUBA et al.337 verwendet, wobei die Autoren ein Flavonol in einem Zweiphasensystem 

aus Toluol und Wasser mit [18]Krone-6 als Phasentransferkatalysator alkylierten.  

 

In wässriger Kaliumhydroxidlösung wird das Flavonol 5a deprotoniert. Das so entstandene 

Alkoholat substituiert das Bromid nukleophil, sodass das Produkt 6l nicht mehr in der 

wässrigen Phase löslich ist und in der Toluolphase akkumuliert (Schema 54). Für die 

anschließende Hydrolyse des MOM-Ethers wurden leicht modifizierte Bedingungen gewählt, 

sodass die Reaktion bei Raumtemperatur für 16 h mit 10 Äquivalenten 1 M Salzsäure 

durchgeführt wurde und das Produkt 7l in ausgezeichneter Ausbeute gewonnen werden 

konnte (Schema 54). Die anschließende C-H-Aktivierung zeigte sowohl nach 24 h als auch 

48 h keinen Reaktionsumsatz, was auf sterische Hinderung bei der Koordinierung der 

kationischen Ruthenium(II)-spezies an den Carbonylsauerstoff (Schema 45) zurückzuführen 

sein könnte. Dementsprechend konnte das angestrebte 3-Benzyloxy-Analogon 1l nicht 

erhalten werden.   

 
Schema 54: Versuche zur Darstellung des 3-Benzyloxy-Chlorflavonin-Analogons 1l. 

(a) 2.50 Äq. BnBr, 10 mol% [18]Krone-6, 5.00 Äq. KOHaq, Toluol, RT, 20 h; (b) 10.0 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 

RT, 16 h; (c) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 

16 h. 
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5.3.2. Darstellung von fluorierten 3-Methoxy-Bromflavonin-Analoga 

Analog zur Darstellung des 2‘-Difluormethoxy-Analogons 1m (Kapitel 5.2.2) wurde die 

3-Hydroxygruppe des Flavonols 5b mit Diethylbromdifluormethylphosphonat 

(BrCF2P(O)(OEt)2) in einer Ausbeute von 38 % nach ZAFRANI et al.331 alkyliert (Schema 55). 

Um die Ausbeute der Reaktion zu verbessern, wurde nach einer modifizierten Vorschrift von 

LI et al.332 (Bromdifluormethyl)trimethylsilan (TMSCF2Br) als Difluorcarbenpräkursor 

eingesetzt, womit Verbesserung der Ausbeute auf 58 % erzielt werden konnte (Schema 55).  

 

 

Weiterhin sollte eine Trifluormethylierung der freien 3-Hydroxygruppe von Flavonol 5b 

durchgeführt werden. Die ersten Synthesen von Trifluormethoxyethern in 1950er Jahren 

wurde ermöglicht, indem zunächst funktionalisierte Methoxygruppen wie 

Trichlormethoxygruppen mittels Halogenaustausch unter Verwendung von SbF3/SbF5
338 oder 

Tetrachlorkohlenstoff/Flusssäure339 di- oder trifluormethyliert wurden (Schema 56, A). Diese 

Synthesen erfolgten unter harschen Bedingungen und ergaben schlechte Ausbeuten, welche 

dadurch zu erklären sind, dass mehrere C-F-Bindungen geknüpft werden müssen. Eine 

weitere Möglichkeit führt über Phenylfluoroformat340 oder Xanthogenate341-343, die allerdings 

einen starken Überschuss an Flusssäure oder teuren Fluorierungsreagenzien erfordern 

(Schema 56, B). Einige Gruppen etablierten Methoden, bei der sie Phenole zunächst 

 
Schema 55: Darstellung des 3-Difluormethoxy-Analogons 1m. 

(a) 2.00 Äq Diethylbromdifluormethylphosphonat, 2.00 Äq. Cs2CO3, ACN, 0 °C – RT, 48 h; (b) 2.00 Äq. 

TMSCF2Br, 6.00 Äq. KOH, CH2Cl2, 0 °C – RT, 16 h; (c) 6.40 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 50 °C, 4 h;(d) 2.00 Äq. 

Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h. 
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difluormethylierten und anschließend eine Monofluorierung als nukleophile Substitution 

durchführten (Schema 56, C). Als Intermediate können dabei ArOCF2X mit funktionellen 

Gruppen wie Brom344, Chlor345,346, Methylthioether347 oder Carboxylgruppen348,349 verwendet 

werden, wobei die Bedingung auch als harsch einzustufen sind. Eine Ausnahme stellt die 

Methode von ZHOU et al. dar, da die Decarboxylierung unter milden Bedingen stattfand und 

die Fluorierung mittels Selectfluor II® und katalytischen Mengen Silber gelang.348 

Klassische Ether-Synthesen erfolgen in einer nukleophilen Substitution, bei der das Phenolat 

als Nukleophil fungiert. Dementsprechend muss als Reaktionspartner ein Elektrophil, also 

formal betrachtet CF3
+ zur Verfügung stehen. Dies stellt ein herausforderndes Unterfangen 

dar, da sich bevorzugt nukleophile CF3
--Anionen statt der weniger stabilen CF3

+-Kationen 

bilden.350 Die Bildung der CF3
+-Kationen kann durch harsche Bedingungen wie beispielsweise 

mit Flusssäure in Tetrachlorkohlenstoff,339 Photoirradiation bei -100 °C351, Oxonium 

Verbindungen wie O-(Trifluormethyl)dibenzofuranium352 oder mit TOGNI‘s Reagenz II 

(1-Trifluormethyl)-1,2-benziodoxol-3(1H)-on) erfolgen,351 jedoch lieferten diese Methoden nur 

schlechte Ausbeuten bei gleichzeitiger Bildung substanzieller Nebenproduktmengen (Schema 

56, D).353  

 
Schema 56: Synthesestrategien zur Darstellung von Trifluormethoxyethern. 

 

Als weitere Methode etablierten LIU et al. eine direkte Silber-katalysierte oxidative 

O-Trifluormethylierung mit dem RUPPERT-PRAKASH Reagenz (CF3SiMe3) als CF3-Quelle unter 

Verwendung exogener Oxidantien (Schema 56, E). Diese Methode zeigte eine hohe Toleranz 

gegenüber weiteren funktionellen Gruppen wie Estern, Nitrilen, Amiden, Ketonen, Ethern und 

Halogeniden, sodass diese für die Darstellung des 3-trifluormethylierten Bromflavonin-

Analogons gewählt wurde.  

Analog zur Publikation wurde die O-Trifluormethylierung mit dem RUPPERT-PRAKASH 

Reagenz, Silbertriflat, 2-Fluorpyridin, Selectfluor®, N-Fluorbenzolsulfonimid (NFSI) und 
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Cäsiumfluorid in einer Mischung aus Toluol und Benzotrifluorid bei Raumtemperatur 

durchgeführt. LIU et al. postulierten, dass sich bei der Reaktion in situ aus Silber(I)triflat A, 
Trifluormethyltrimethylsilan und Cäsiumfluorid die Silber(I)methyltrifluorid Spezies B bildet 

(Schema 57). Die CF3-Gruppe verhält sich in diesem Fall als σ-Elektronendonator und ist somit 

elektrophil, sodass sich nach oxidativer Addition von Selectfluor® und/oder NFSI der 

[Silber(III)-F-CF3]-Komplex C bildet. Ein Ligandenaustausch von Fluorid zu Phenolat liefert den 

Komplex D. Anschließende reduktive Eliminierung ermögliche die Ausbildung der O-CF3-

Bindung zum Trifluormethylether E.  

 

 
Schema 57: Postulierter Reaktionsmechanismus der O-Trifluormethylierung von Phenolen nach LIU et al.350 

 
Zunächst wurden die Reaktionsbedingungen unverändert übernommen, wobei nach 

säulenchromatographischer Reinigung zwei nicht voneinander trennbare Verbindungen 

isoliert wurden. Die Auswertung der 1H- und 19F-NMR-Spektren ergab, dass sich neben dem 

gewünschten trifluormethylierten Produkt 6n auch ein trifluormethyliertes und sulfoniertes 

Nebenprodukt 6o durch Reaktion mit NFSI gebildet hat (Schema 58).  
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Um zu analysieren, an welcher Stelle die Sulfonierung stattgefunden hat, wurde das Gemisch 

in THF aufgenommen, mit einem Äquivalent 1 M Lithiumhydroxid versetzt und für eine Stunde 

bei Raumtemperatur gerührt. Dies führte zur gewünschten Hydrolyse des Sulfonates, 

allerdings zeigte sich anhand der chemischen Verschiebung des Hydroxy-Signals, dass es 

sich um das 3-Sulfonat 6o handelte und die Trifluormethylierung unter Substitution der MOM-

Schutzgruppe an 2‘-Position stattgefunden hat. Die Sulfonat-Bildung wurde von den Autoren 

als Nebenreaktion bei Phenolen mit elektronenschiebenden Substituenten ebenfalls 

beobachtet und konnte durch Zusatz von 2,4-Di-tert-butylphenol nahezu vollständig 

unterdrückt werden.350 Dementsprechend wurde die Reaktion mit zwei Äquivalenten 2,4-Di-

tert-butylphenol wiederholt, wobei der Reaktionsumsatz auch nach 48 h nicht vollständig war 

(Schema 58). Die Separation von Edukt und Produkt gelang säulenchromatographisch an 

Kieselgel mit n-Hexan/Ethylacetat nicht, sodass die MOM-Schutzgruppe acidolytisch bei 50 °C 

in Methanol mit 6 M Salzsäure entfernt wurde (Schema 59).  

 
Schema 58: Versuche zur Darstellung eines Trifluormethoxy-Analogons 6n. 

(a) 5.00 Äq. TMSCF3, 5.00 Äq. AgOTf, 2.00 Äq. Selectfluor®, 2.00 Äq. NFSI, 6.00 Äq CsF, 5.00 Äq. 

2-Fluoropyridin, Toluol/Benzotrifluorid (1/2 v/v), RT, 12 h. 

 
Schema 59: Entfernen der MOM-Schutzgruppe des 3-Trifluormethoxy-Analogons 6n. 

(a) 6.40 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 50 °C, 4 h. 
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Dabei zeigte sich, dass die Trifluormethoxygruppe unter diesen Bedingungen nicht stabil war 

und sich zu über 90 % das desalkylierte Flavonol 5b‘‘ bildete. Da im Folgenden die C-H-

Aktivierung ebenfalls mit drei Äquivalenten Trifluoressigsäure im stark Sauren bei 80 °C 

durchgeführt werden müsste und die Trifluormethoxygruppe sehr wahrscheinlich unter diesen 

Bedingungen nicht stabil sein würde, wurde diese Reaktion nicht weiter optimiert.  
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5.4. Strukturvariationen der A-Region 
Wie bereits in Kapitel 5.3 beschrieben wurde, ist die oxidative O-Desalkylierung der 

Methoxygruppen im Rahmen des Phase I-Metabolismus wahrscheinlich.334 Besonders 

problematisch in Bezug auf potentielle Toxizität ist die 8-Methoxygruppe. Entsteht nach 

oxidativer Desalkylierung das Intermediat CIX mit einer 1,4-Hydrochinon Partialstruktur, kann 

diese im weiteren Verlauf der Metabolisierung zum 1,4-Benzochinon CX oxidiert werden 

(Schema 60).354 Bei zweifacher O-Desalkylierung der 7- und 8-Methoxygruppe entsteht ein 

Brenzcatechin, das zu einem 1,2-Benzochinon CXII oxidiert werden kann (Schema 60). 

Benzochinone sind als MICHAEL-Akzeptoren reaktive Verbindungen, die mit Nukleophilen wie 

Thiolen, die beispielsweise in L-Cystein und Gluthation vorkommen, im Rahmen einer einer 

1,4-reduktiven elektrophilen Addition reagieren können, wobei das Chinon zum Hydrochinon 

oder Brenzcatechin reduziert wird. 354 Ebenso ist eine Reaktion mit Stickstoff-Nukleophilen von 

L-Lysin, L-Histidin, N-terminalen Aminosäuren oder Purin- und Pyrimidinbasen der DNA 

möglich, was zytotoxische Effekte induzieren kann.354 

 

 

Um die Bildung der Benzochinone CX und CXII unwahrscheinlicher zu machen, sollten die 

7- und 8-Methoxygruppen weggelassen werden (Kapitel 5.4.1). Zudem sollte die 

8-Methoxygruppe durch eine Methylgruppe ausgetauscht werden, da so die Chinon-Bildung 

nicht möglich ist. Auf der anderen Seite sollte die 5-Hydroxygruppe durch weitere funktionelle 

Gruppen ersetzt werden, die die Chinon-Bildung ebenfalls unmöglich machen. Dazu sollte die 

breite Anwendung der late-stage C-H-Aktivierung von Chromen-4H-on Grundgerüsten als 

 
Schema 60: Mögliche Metabolisierung des A-Ringes im Rahmen des Phase I-Metabolismus. 
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elegantes und effizientes Werkzeug der medizinalchemischen Strukturoptimierung etabliert 

werden (Kapitel 5.4.2). 

 

5.4.1. Variation des Substitutionsmusters 

Für die Darstellung des Analogons mit unsubstituiertem A-Ring (1r) konnte das kommerziell 

erhältliche 2‘-Hydroxyacetophenon verwendet worden (Schema 61).  

 

Für die Darstellung des 7-Methoxy-Analogons (7q) wurde 2‘,4‘-Dihydroxyacetophenon als 

Edukt verwendet und in Aceton mit Kaliumcarbonat als Hilfsbase und einem Äquivalent 

Dimethylsulfat selektiv an 4‘-Position in ausgezeichneter Ausbeute von 95 % zu Intermediat 

4a methyliert (Schema 61). Analog dazu wurde 2‘-Hydroxy-3‘-methyl-4‘-methoxyacetophenon 

4b in einer exzellenten Ausbeute von 99 % dargestellt (Schema 61).  

 

Nach der AFO mit 3-Brom-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3b), Methylierung und Entfernen 

der MOM-Schutzgruppe wurden die Intermediate 7p-r in 8 % bis 13 % über drei Schritte 

erhalten (Schema 62). Die anschließende C-H-Aktivierung gelang zwar für alle drei Analoga, 

allerdings stellte sich bei der säulenchromatographischen Reinigung von Produkt 1p heraus, 

dass sich dieses unter intensiver Rotfärbung zersetzte. Dementsprechend konnten nur 

Verbindung 1p und 1r in ausreichender Reinheit für die biologische Testung gewonnen werden 

(Schema 62).  

 

 
Schema 61: Darstellung der 4’-Methoxyacetetophenonen 4a und 4b mittels selektiver partieller Methylierung. 

(a) 1.00 Äq Dimethylsulfat, 1.00 Äq. K2CO3, Aceton, RT, 16 h. 
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Schema 62: Syntheseroute zur Darstellung der A-Ring-Analoga 1p-r.  

n.i. = nicht isoliert. *Ausbeute über drei Schritte 

(a) i) 5.00 Äq. NaOH(aq.), EtOH, 50 °C, 24 h; ii) 2.50 Äq. H2O2, 0 °C – RT, 16 h; (b) 1.50 Äq. CH3I, 2.25 Äq. 

Cs2CO3, DMF, RT, 1 h; (c) 6.40 Äq. 1 M HCl(aq.), MeOH, 50 °C, 4 h; (d) 2.00 Äq. Ag2CO3, 1.10 Äq. Selectfluor®, 

5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 3.00 Äq. TFA, TFAA, 80 °C, 16 h.  
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5.4.2. Übergangsmetall-katalysierte C(sp2)-H-Aktivierungen zur Modifikation der 
5-Position 

Des Weiteren sollte die 5-Position mittels late stage C(sp2)-H-Aktivierung funktionalisiert 

werden, da solche Funktionalisierung eine effiziente Methode zur Modifikation des 

Grundgerüstes und damit zur Elaboration der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen darstellen.355  

Der ACKERMANN Gruppe gelang die Ruthenium(II)-katalysierte Aminierung von Aryl-tert-

butylketonen mittels N-Tosyloxyphthalimiden, welche anschließend durch Hydrazinolyse in 

das entsprechenden Amine überführt werden konnten.356 Diese Methode könnte analog zur 

Aminierung des Flavonoids 7b angewendet werden (Schema 63, a).  

Die einfache Synthese von N-Tosyloxyphthalimid (8) sowie die kommerzielle Verfügbarkeit 

weiterer Reagenzien machen diese Strategie zur Aminierung des Chromen-4H-on-Gerüstes 

sehr attraktiv. Unter sehr ähnlichen Bedingungen, wenn auch bei höherer 

Katalysatorbeladung, könnte auch die Darstellung eines Sulfonamids CXV aus den 

entsprechenden Sulfonsäureaziden nach einer Methode von ZHANG gelingen (Schema 63, 

 
Schema 63: Mögliche Syntheserouten zur Darstellung von 5-Amino-Bromflavonin-Analoga. 

(a) 5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 20 mol% AgSbF6, 50 mol% Cu(OAc)2•H2O, Dioxan, 100 °C nach RAGHUVANSHI et 

al.356; (b) 10 mol% [Ru(OAc)2(p-cymol)], 20 mol% AgSbF6, TFE, 40 °C, 24 h, N2 nach CHOI et al.357; (c) 5 mol% 

[RuCl2(p-cymol)]2, 40 mol% AgSbF6, 50 mol% Cu(OAc)2•H2O, CHCl3, 100 °C nach PAN et al.358; (d) 5 mol% 

[CoCp*(CO)I2], 10 mol% AgBF4, DCE, 80 °C nach SHI et al.359; (e) 5 mol% [CoCp*(CO)I2], 20 mol% AgSbF6, 

30 mol% K2CO3, 1,4-Dioxan, 100 °C nach WANG et al.360; (f) 5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 20 mol% AgSbF6, DCE, 

40 °C nach PARK et al.361  
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b)).358 Die ACKERMANN Gruppe etablierte eine analoge Synthese von Sulfonsäureamiden 

mithilfe eines kommerziell nicht verfügbaren Ruthenium(II)-diacetat-Katalysators (Schema 63, 

c)). 

Da Sulfonsäureazide im Allgemeinen als reaktiv gelten, was bei dem mehrfach substituierten 

Edukt 7b für die geplante Reaktion ein Problem darstellen könnte, sollte diese Möglichkeit ein 

Mittel der zweiten Wahl sein. Im Jahr 2017 publizierten gleich drei Arbeitsgruppen 

Möglichkeiten zur C(sp2)-H-Aminierung mit Dioxazolonen als Aminquelle, welche auf zur 

Darstellung des Anilids CXVI angewendet werden könnten (Schema 63, d-f)).361 PARK et al. 

verwendeten das kommerziell verfügbare Dichlor-(p-cymol)-Ruthenium(II)-Dimer361 unter 

milden Bedingungen (Schema 63, d), während SHI et al.359 und WANG et al.360 einen nicht 

kommerziell verfügbaren Cobalt(III)-Katalysator [Cp*Co(CO)I2] einsetzten (Schema 63, e-f)). 

Problematisch bei diesen Methoden ist jedoch, dass die entstehende Amid-Funktionalität der 

Verbindung CXVI ihrerseits als dirigierende Gruppe fungieren kann, welche sogar besser an 

den Katalysator koordiniert als die Carbonylfunktion des Chromen-4H-ons. Folglich könnte es 

zu einer Zweifachaminierung des Eduktes 7b kommen, da Mehrfachaminierungen bereits von 

PARK et al. beschrieben wurde.361  

Dementsprechend wurde als erstes Aminierungsreagenz N-Tosyloxyphthalimid (8) gewählt 

(Schema 63, a), dessen Synthese aus N-Hydroxyphthalimid und p-Toluolsulfonsäurechlorid 

(p-TsCl) im basischen Milieu erfolgt. Anschließend wurde nach einer Vorschrift von 

RAGHUVANSHI et al. 356 das Edukt 7b mit 5 mol% Dichlor-(p-cymol)-Ruthenium(II)-Dimer, 

20 mol% Silberhexafluorantimonat und 0.50 Äquivalenten Kupferacetat-Monohydrat in 1,4-

Dioxan bei 100 °C für 16 h erhitzt (Schema 64).  

 
Schema 64: Darstellung des 5-Phthaloyl-Bromflavonin-Analogons 9a. 

(a) 1.10 Äq. p-TsCl, 2.00 Äq. DIPEA, 1,4-Dioxan, RT, 1 h; (b) 5 mol% [RuCl2(p-cymol)]2, 20 mol% AgSbF6, 

0.50 Äq. Cu(OAc)2•H2O, 1,4-Dioxan, 100 °C, 24 h. 
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Das 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 9a deutete auf die Bildung eines Phthaloyl-

geschützten Flavonoids 9a hin (Abbildung 18). Zum einen treten bei einer chemischen 

Verschiebung von G 7.81 und 7.99 zwei Multipletts auf, die den Phthaloyl-Kernen H5 und H6 

zuzuordnen sind. Zum anderen zeigt sich bei einer chemischen Verschiebung von G 6.99 ein 

Singulett, welches dem Proton H1 zugeordnet werden kann. Dieses Singulett wird von einem 

Triplett überlagert, welches durch das H3-Proton erzeugt wird. Bei einer chemischen 

Verschiebung von G 7.71 und 7.74 zeigen sich zwei Dubletts vom Dublett, die von den 

Protonen H4 bzw. H2 stammen. 

 
Abbildung 18: 1H-NMR Spektrum der Verbindung 9a aufgenommen in Chloroform-d (293 K, 300 MHz) 

 

Die Reaktionskontrolle mittels HPLC und DC zeigte allerdings viele Nebenprodukte, was auf 

partielle Zersetzung des Eduktes oder die Bildung weitere Nebenprodukte schließen ließ. Um 

eine Zersetzung der Edukte zu unterdrücken, wurde die Temperatur auf 80 °C herabgesetzt, 

wobei sich allerdings nach 48 h keine Umsetzung der Edukte zeigte. Da die Gesamtausbeute 

von 2 % nicht zufriedenstellend war und die Produktmenge eine Hydrazinolyse zum 

gewünschten Produkt 9c nicht zuließ, sollte die C-H-Aminierung mit dem reaktiveren Tosylazid 

versucht werden. Um eine tiefergehende Optimierung der Reaktionsbedingungen zu 

ermöglichen, wurde diese Optimierung im Rahmen einer Laborrotation am Institut für 

Organische und Biomolekulare Chemie der Georg-August-Universität in der Arbeitsgruppe von 

PROF. DR. LUTZ ACKERMANN durchgeführt. Das Tosylazid wurde von der ACKERMANN Gruppe 

nach KIM et al.362 hergestellt und für diese Optimierungsstudie zur Verfügung gestellt.  
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Zunächst wurde nach einer Vorschrift von PAN et al. Dichlor-(p-cymol)-ruthenium(II)-Dimer als 

Katalysator und Silberhexafluorantimonat sowie Kupferdiacetat als Additive in 

1,2-Dichlorethan bei 100 °C verwendet (Tabelle 3, Zeile 1).358 Nach 16 h wurde der 

Reaktionsansatz mittels LC-MS auf das Vorhandensein des gewünschten Produkts 9b hin 

untersucht. Dabei zeigte sich, dass 9b zwar gebildet wurde, allerdings, wie auch bei der 

Synthese von 9a mit N-Hydroxyphthalimid bei 100 °C, viele Nebenprodukte auftraten. CHOI et 

al. optimierten die C-H-Aminierung Pivaloyl-geschützter Indole unter Verwendung eines 

Ruthenium-Diacetat-Katalysators [Ru(OAc)2(p-cymol)],363 welcher von der ACKERMANN 

Gruppe nach einer Vorschrift von LO et al. hergestellt wurde, sodass diese Reaktion bei 40 °C 

in 2,2,2-Trifluorethanol (TFE) durchgeführt werden konnte. 

In Anlehnung an die optimierten Bedingungen von CHOI et al. wurde die avisierte Reaktion mit 

10 mol% [Ru(OAc)2(p-cymol)] in Kombination mit Silberhexafluorantimonat bei 70 °C in TFE 

durchgeführt (Tabelle 3, Zeile 2). Die Bestimmung der Ausbeute mittels quantitativer 1H-NMR-

Spektroskopie unter Verwendung von Dibrommethan als internem Standard zeigte, dass das 

gewünschte Produkt 9b zu 43 % gebildet wurde und die dünnschichtchromatographische 

Tabelle 3: Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Darstellung von Verbindung 9b. 

 
 

Zeile 
Katalysator 

[mol%] 
Äq. 
Azid 

LM 
Additiv 
[mol%] 

T 
[°C] 

Produkt 
[%]a 

1 [RuCl2(p-cymol)]2 (2.5) 1.20 DCE 
AgSbF6 (10) 

Cu(OAc)2•H2O (30) 
100 38 

2 [Ru(OAc)2(p-cymol)] (10) 1.20 TFE AgSbF6 (20) 70 43 

3 [Ru(OAc)2(p-cymol)] (10) 1.20 TFE AgSbF6 (20) 80 
68 

(38)b 

4 [Ru(OAc)2(p-cymol)] (10) 1.20 
1,4- 

Dioxan 
AgSbF6 (20) 80 38 

5 [Ru(OAc)2(p-cymol)] (10) 1.20 DCE AgSbF6 (20) 80 41 

6 [Ru(OAc)2(p-cymol)] (10) 2.00 TFE AgSbF6 (20) 80 17 

7 [Ru(OAc)2(p-cymol)] (10) 1.20 TFE - 80 0 
a Die Ausbeute wurde mittels quantitativer 1H-NMR Spektroskopie unter Verwendung von CH2Br2 als internem 

Standard bestimmt. b Isolierte Ausbeute nach Chromatographie. 
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Reaktionskontrolle zeigte wenig Nebenprodukte. Durch die Erhöhung der 

Reaktionstemperatur auf 80 °C konnte die 1H-NMR-Ausbeute auf 68 % verbessert und das 

Produkt 9b nach säulenchromatographischer Isolierung in einer Ausbeute von 38 % 

gewonnen werden (Tabelle 3, Zeile 3). Da die Reaktionskontrolle mittels DC allerdings auch 

die Bildung von Nebenprodukten zeigte, wurde auf eine weitere Erhöhung der Temperatur im 

Zuge der Optimierungsstudie verzichtet. Neben TFE wurden bei gleichen Additiven und 

Temperatur 1,2-Dichlorethan und 1,4-Dioxan als Lösemittel verwendet (Tabelle 3, Zeile 4+5), 

wobei die 1H-NMR-Ausbeute allerdings nur bei 38 % und 41 % lag. Ebenso führte eine 

Erhöhung der Äquivalente an Tosylazid von 1.20 auf 2.00 bei 80 °C in TFE zu einer Reduktion 

der 1H-NMR-Ausbeute auf 17 % (Tabelle 3, Zeile 6). Zuletzt wurde untersucht, ob 

Silberhexafluorantimonat als Additiv weglassen werden kann, was jedoch nicht zur Bildung 

des gewünschten Produktes 9b führte (Tabelle 3, Zeile 7). Dieser Befund lässt auf Grundlage 

mechanistischer Untersuchungen von CHOI et al. und deren postulierten Katalysezyklus der 

Carboxylat-vermittelten Ruthenium(II)-katalysierten C-H-Aminierung begründen (Schema 

65).357. Zunächst erfolgt die Überführung des Präkatalysators [Ru(OAc)2(p-cymol)] durch 

Silberhexafluorantimonat in den aktiven kationischen Ruthenium(II)-Carboxylat-Komplex A, an 

welchen Tosylazid unter Stickstoffabspaltung komplexiert, um ein Ruthenium-Amid-

Intermediat B zu bilden. Vermutlich geschieht die anschließende C-H-Aktivierung durch eine 

basenvermittelte interne elektrophile Substitution (BIES-Typ), sodass die Ruthenium(II)-

Spezies D entsteht, welche sich in das Ruthenium(II)-Amido-Intermediat E durch 

Amidoinsertion umwandelt. Letztlich führt eine Protodemetallierung zum Produkt 9b und 

Regenerierung des aktiven Katalysators A.364,365 
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Schema 65: Postulierter Reaktionsmechanismus der Ruthenium(II)-katalysierten C-H-Aminierung nach CHOI 

et al.357  

 

Die Strukturaufklärung der Verbindung 9b erfolgt in Kapitel 5.5.  

 

Tosylate eignen sich als Schutzgruppen für Amine, da diese sich einfach einführen und 

entfernen lassen.366 Verbindung 9b wurde in konzentrierter Schwefelsäure gelöst und für 

20 Minuten bei Raumtemperatur gerührt, bis das Edukt vollständig umgesetzt war. Nach 

säulenchromatographischer Reinigung konnte das Amin 9c mit einer Ausbeute von 83 % 

isoliert werden (Schema 66). Durch anschließende Acylierung des Amins 9c mit Acetylchlorid 

oder Trifluoressigsäureanhydrid und basischer Aufarbeitung konnten die Verbindungen 9d und 

9e in guten Ausbeuten von 70 % und 72 % erhalten werden (Schema 66).  
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Zur weiteren Elaboration der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen sollte die von CHOI et al. 

etablierte Alkenylierung mit Methylacrylat mittels [Ru(OAc)2(p-cymol)]-Katalyse durchgeführt 

werden. Unter Verwendung von zwei Äquivalenten Kupferdiacetat als Additiv konnte das 

Acrylat 9f mit einer Ausbeute von 61 % isoliert werden (Schema 67).  

 

Bei der anschließenden Verseifung des Methylesters konnte die entsprechende Carbonsäure 

9g nach säulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel und C18-Kieselgel nicht in 

ausreichender Reinheit von 95 % gewonnen werden, sodass dieser Ansatz nicht weiterverfolgt 

wurde (Schema 67).  

 

  

 
Schema 66: Darstellung der Verbindungen 9d und 9e. 

(a) H2SO4, RT, 20 min; (b) i) 10.0 Äq. CH3COCl, CH2Cl2, RT, 2 h, ii) 10.0 Äq. LiOH, THF/H2O, RT, 3 h; (c) i) 20.0 Äq. 

TFAA, THF,0 °C – RT, 2 h, ii) gesättigte NaHCO3-Lösung, EtOAc, RT, 4 h.  

 
Schema 67: Ruthenium-katalysierte C(sp2)-H-Alkenylierung zur Synthese von Verbindung 9f. 

(a) 1.00 Äq. Methylacrylat, 10 mol% [Ru(OAc)2(p-Cymol)], 20 mol% AgSbF6, 2.00 Äq. Cu(OAc)2, TFE, 80 °C, 

16 h, N2; (b) 1.00 Äq. LiOH, THF/H2O, RT, 1 h.  
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Für einen bioisosteren Austausch der 5-Hydroxygruppe sollte letztlich eine ortho-C(sp2)–H 

Fluorierung zur Darstellung eines 5-Fluor-Bromflavonin-Analogons 9h durchgeführt werden. 

Da Ketone nur schwach dirigierende Gruppen sind, erfolgt die Fluorierung in der Literatur 

zumindest über die Bildung von transienten dirigierenden Gruppen wie Oximen.367 Da die 

Carbonylfunktion des (4H)-Chromen-4-on allerdings in einem Ring inkorporiert ist, ist die 

Reaktion mit Hydroxylaminen im Sinne einer SN2t sterisch gehindert. Dementsprechend wurde 

eine modifizierte Vorschrift von WU et al. gewählt, bei der Palladium(II)chlorid als Katalysator, 

N-Fluorbenzolsulfonimid (NFSI) als Fluorierungsmittel und Silbernitrat als Promoter in 

1,2-Dichlorethan für 16 h bei 80 °C.368 Die Auswertung des HPLC- und LC-MS-

Chromatogramms belegte, dass das Edukt 7b nicht umgesetzt wurde.  

 

 
Schema 68: Versuch zur Palladium-katalysierte C(sp2)–H-Fluorierung Darstellung von 9h. 

(a) 10 mol% PdCl2, 40 mol% AgNO3, 2.00 Äq. NFSI, DCE, 80 °C, 24 h, N2. 
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5.5. Strukturaufklärung von N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-
4-oxo-4H-chromen-5-yl)-4-methylbenzolsulfonamid (9b) 

Die Strukturaufklärung des Flavonols 9d erfolgte durch Auswertung der 1H-, 13C- und APT-

Spektren ergänzt durch die zweidimensionalen NMR-Experimente 1H,1H-COSY, 1H,1H-

NOESY, 1H,13C-HSQC und 1H,13C-HMBC. Zudem wurde die Strukturaufklärung von 

Chlorflavonin nach REHBERG et al. zu Vergleichszwecken herangezogen.6  

 

5.5.1. Zuordnung der Wasserstoffkerne 

Beginnend im Hochfeld zeigt sich ein Singulett bei einer chemischen Verschiebung von G 2.40, 

welches sich den Methylprotonen H10 des Tosylrests zuordnen lässt (Abbildung 19). Bei einer 

chemischen Verschiebung von G 3.85 – 3.99 zeigen sich drei Singuletts, die durch die drei 

Methoxy-Protonen erzeugt werden (Abbildung 19). Die Zuordnung der Kerne gelang mittels 
1H,1H-COSY- und 1H,1H-NOESY-Experimenten (Abbildung 20).  

 

 
Abbildung 19: 1H-NMR-Lokantensatz und Ausschnitt des 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 9b 

aufgenommen in Chloroform-d (293 K, 400 MHz) 

 

Das Singulett bei einer chemischen Verschiebung vonG 3.85 zeigt im 1H,1H-COSY- und 1H,1H-

NOESY-Spektrum keinen Kreuzpeak, während das Singulett bei einer chemischen 

Verschiebung von G 3.89 im 1H,1H-NOESY-Spektrum einen Kreuzpeak zu dem aromatischen 

Proton H5 aufweist (Abbildung 20). Das Singulett bei einer chemischen Verschiebung von 
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G 3.99 wiederum zeigt im 1H,1H-NOESY-Spektrum einen Kreuzpeak zum Proton H4, sodass 

die Zuordnung des Signals zu den Methoxy-Protonen H3 eindeutig ist (Abbildung 20). Folglich 

gehört das Signal bei einer chemischen Verschiebung vonG 3.85 zu den Methoxy-Protonen H2 

und das Signal bei G 3.89 zu den Methoxy-Protonen H1. 

 

Im aromatischen Bereich zeigen sich distinkte Signale, sodass zunächst die Tosyl-Protonen 

H8/H8‘ und H9/H9‘, die aufgrund ihrer sind chemisch und magnetisch Äquivalenz ein Signal mit 

einem Integral von zwei erzeugen, zugeordnet werden. Beide Wasserstoffkerne liegen in 

einem [AX]2-Spinsystem vor und erzeugen charakteristische Multipletts bei einer chemischen 

Verschiebung von G 7.24 – 7.30 und G 7.80 – 7.87. Das Signal mit einer chemischen 

Verschiebung vonG 7.80 – 7.87 kann aufgrund des Kreuzpeaks zu den Methyl-Protonen H10 

im 1H,1H-COSY-Spektrum den Protonen H8/H8‘ zugewiesen werden, sodass das Signal mit 

einer chemischen Verschiebung von G 7.24 – 7.30 auf die Protonen H9/H9‘ zurückzuführen ist 

(Abbildung 20).  

 

Das Triplett mit 3JH,H = 7.9 Hz bei einer chemischen Verschiebung von G 7.00 kann aufgrund 

seiner Multiplizität und jeweils einem Kreuzpeak zu diesem Signal und den Signalen der 

Protonen H5 und H7 im 1H,1H-COSY-Spektrum dem Proton H6 zugeordnet werden (Abbildung 

20). Die Kreuzpeaks des Singuletts bei einer chemischen Verschiebung von G 7.32 zu den 

Protonen H3 und H11 legen den Schluss nahe, dass dieses Signal durch das Proton H4 

hervorgerufen wird (Abbildung 20). Da das Dublett mit 3JH,H = 7.9 Hz bei einer chemischen 

Verschiebung von G 7.67 einen Kreuzpeak im 1H,1H-NOESY-Spektrum zu den Methoxy-

Protonen H1 aufweist, kann dieses Signal dem Proton H5 zugeordnet werden. Somit verbleibt 

das Dublett mit 3JH,H = 7.9 Hz bei einer chemischen Verschiebung von G 7.76, welches dem 

Proton H7 zugeordnet werden kann. Der Kreuzpeak des Singuletts bei einer chemischen 

Verschiebung von G 12.12 zu dem Proton H4 im 1H,1H-NOESY-Spektrum erlaubt eine 

Zuordnung zum Sulfonamid-Proton H11, sodass das Singulett bei einer chemischen 

Verschiebung von G 8.00 dem phenolischen Proton H12 entstammt.  

 

 

 
Abbildung 20: Auswertung des 1H,1H-COSY- und 1H,1H-NOESY-Spektrums von Verbindung 9b. 



E R G E B N I S S E  U N D  D I S K U S S I O N  

241 

5.5.2. Zuordnung der Kohlenstoffkerne 

Der Methylkohlenstoffkern C23 der Verbindung 9b erzeugt ein hochfeldverschobenes Signal 

bei einer chemischen Verschiebung von G 21.7 (Abbildung 21). Die positiven Signale im APT-

NMR-Spektrum klassifizieren dieses Signal als primären Kohlenstoffkern, ebenso wie die 

Signale bei einer chemischen Verschiebung von G 56.7, 61.8 und 62.2, welche auf die drei 

Methoxygruppen zurückzuführen sind.  

 

 
Abbildung 21: 13C-NMR-Lokantensatz der Verbindung 9b. 

 

Die Zuordnung der drei Signale gelingt durch Auswertung des 1H,13C-HSQC-Spektrums, da 

das Signal bei einer chemischen Verschiebung von G 56.7 einen Kreuzpeak zu den Methoxy-

Protonen H3 zeigt, entspricht dieses Signal dem Kohlenstoffkern C18, während das Signal bei 

einer chemischen Verschiebung von G 61.8 einen Kreuzpeak zu den Methoxy-Protonen H1 

ergibt. Dementsprechend ist das Signal bei einer chemischen Verschiebung von G 61.8 dem 

Kohlenstoffkern C16 zuzuordnen und der verbleibende Kohlenstoff C17 erzeugt das Signal bei 

einer chemischen Verschiebung von G 62.2.  

Im nächsten Schritt wurden die tertiären Kohlenstoffkerne mittels APT-NMR-Spektrum 

identifiziert und die Zuordnung anhand des 1H,13C-HSQC-Spektrums vorgenommen 

(Abbildung 22).  
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Abbildung 22: Ausgewählter Bereich des 1H,13C-HSQC-Spektrums von Verbindung 9d und Markierung der 

relevanten Kreuzpeaks. Aufgenommen in Chloroform-d (293 K, 400 MHz) 

 

Das 1H,13C-HSQC-Spektrum ermöglicht die Zuordnung des Kohlenstoffkerns C6 dem Signal 

bei einer chemischen Verschiebung von G 98.3, da dieses Signal einen Kreuzpeak zum Proton 

H4 zeigt (Abbildung 22). Der Kreuzpeak im 1H,13C-HSQC-Spektrum des Signales bei einer 

chemischen Verschiebung von G 121.9 zum Triplett des Proton H5 erlaubt die Zuordnung des 

Signals zum Kohlenstoffkern C14 (Abbildung 22). Das Signal bei einer chemischen 

Verschiebung von G 127.5 kann durch den entsprechenden Kreuzpeak zu den Protonen H8/H8‘ 

im 1H,13C-HSQC-Spektrum den Kohlenstoffkernen C20/C20‘ zugeordnet werden, während sich 

für die Kohlenstoffkerne C21/C21‘ eine Zuordnung zum Signal bei einer chemischen 

Verschiebung von G 129.9 ergibt (Abbildung 22). Diese Zuordnung wird durch einen 

Kreuzpeak im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu den Methylprotonen H10 bekräftigt (Abbildung 23, 

gelb). Der tertiäre Kohlenstoffkern bei einer chemischen Verschiebung von G 129.4 kann 

anhand des Kreuzpeaks zum Proton H5 im 1H,13C-HMBC-Spektrum dem Kohlenstoffkern C15 

zugeordnet werden (Abbildung 22). 

Weiterhin zeigt das 1H,13C-HSQC-Spektrum einen Kreuzpeak für das Proton H7, allerdings 

kann nicht genauer differenziert werden, durch welches Signal im 13C-NMR-Spektrum der 

Kreuzpeak erzeugt wird, da drei Signale bei einer chemischen Verschiebung von G 136.53, 

136.55 und 136.60 überlagern (Abbildung 22).  
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Abbildung 23: Erster ausgewählter Bereich des 1H,13C-HMBC-Spektrums von Verbindung 9d und farbliche 

Markierung der relevanten Kreuzpeaks. Aufgenommen in Chloroform-d (293 K, 400 MHz) 

 

Im nächsten Schritt sollen die verbleibenden Chromen-4H-2-on-Kohlenstoffkerne zugeordnet 

werden. Die quartären Kohlenstoffkerne C2, C7 und C8 konnten durch entsprechende 

Kreuzpeaks im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu den jeweiligen Protonen der Methoxygruppen 

zugeordnet (Abbildung 23, rot). Somit wird das Signal bei einer chemischen Verschiebung von 

G 132.0 dem Kohlenstoffkern C8 und das Signal bei einer chemischen Verschiebung von 

G 138.7 dem Kohlenstoffkern C2 zugewiesen. Die Methoxy-Protonen H3 zeigen einen 

Kreuzpeak im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu dem stark tieffeldverschobenen Signal bei einer 

chemischen Verschiebung von G 157.5, sodass dieses Signal dem Kohlenstoffkern C7 

zuzuordnen ist (Abbildung 23, rot). Eine ebenfalls eindeutige Zuordnung kann für den 

Carbonylkohlenstoffkern C3 vorgenommen werden, da dieser durch räumliche Nähe zum 

Sauerstoff die größte Tieffeldverschiebung erfährt und dem Signal mit einer chemischen 

Verschiebung von G 176.6 zuzuschreiben ist.  

Für die weitere Zuordnung der Chromen-4H-2-on-Kerne werden die Kreuzpeaks mit 

aromatischen Protonen im 1H,13C-HMBC-Spektrum herangezogen (Abbildung 24). Zu dem 

Proton H4 können zwei Kreuzpeaks im 1H,13C-HMBC-Spektrum identifiziert werden (Abbildung 

24, grün). Die Signale haben eine chemische Verschiebung von G 106.5 und 150.3 und zeigen 

keine weiteren Kreuzpeaks im 1H,13C-HMBC-Spektrum, sodass diese durch die quartären 

Kohlenstoffkernen C4 oder C9 erzeugt werden. Der Kohlenstoffkern C9 ist durch das 
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benachbarte Sauerstoffatom stark entschirmt, sodass der Kohlenstoffkern C9 das Signal bei 

einer chemischen von G 150.3 erzeugt und der Kohlenstoffkernen C4 das Signal bei einer 

chemischen Verschiebung von G 106.5. Dem Kohlenstoffkern C1 kann aufgrund eines 

Kreuzpeaks zum Proton H5 im 1H,13C-HMBC-Spektrum das Signal bei einer chemischen 

Verschiebung von G 154.0 zugewiesen werden.  

Als nächstes sollen die quartären Kohlenstoffkerne C19 und C22 des Tosylrests zugeordnet 

werden. Das Signal mit einer chemischen Verschiebung von G 144.3 zeigt einen Kreuzpeak 

im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu der Methylgruppe des Tosylrests (Abbildung 23, gelb) und zu 

den aromatischen Protonen H9/H9‘ (Abbildung 24, gelb) und wird somit durch den 

Kohlenstoffkern C22 erzeugt. Da die Tosylkerne C20-C23 eindeutig zugeordnet werden können, 

kann der der verbleibende Kreuzpeak im 1H,13C-HMBC-Spektrum für die Identifikation des 

Kohlenstoffkerns C19 herangezogen werden. Die Tosyl-Protonen H8/H8‘ zeigen einen 

Kreuzpeak mit einem der Signale bei einer chemischen Verschiebung bei G 136.53, 136.55 

und 136.6, sodass eines dieser Signale dem Kohlenstoffkern C19 zugeordnet werden kann 

(Abbildung 24, orange).  

 

 
Abbildung 24: Zweiter ausgewählter Bereich des 1H,13C-HMBC-Spektrums von Verbindung 9d und farbliche 

Markierung der relevanten Kreuzpeaks. Aufgenommen in Chloroform-d (293 K, 400 MHz) 

 

Als letztes sollte die Zuordnung der Kohlenstoffkerne des Phenylringes vorgenommen werden. 

Für das Signal mit einer chemischen Verschiebung von G 113.7 können drei relevante 
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Kreuzpeaks im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu den Protonen H5, H6 und dem phenolischen OH12-

Proton (Abbildung 24, blau) identifiziert werden, was eine Zuordnung des Signals zum Brom-

substituierten Kohlenstoffkern C12 erlaubt. Ebenso konnten für das Signal mit einer 

chemischen Verschiebung von G 119.3 zwei Kreuzpeaks beobachtet werden, die durch 
3JC,H-Kopplung zu den Protonen H6 und H12 bedingt sind (Abbildung 24, rot). Folglich wird das 

Signal mit einer chemischen Verschiebung von G 119.3 durch den Kohlenstoffkern C10 erzeugt.  

Weiterhin kann das tieffeldverschobene Signal bei einer chemischen Verschiebung von 

G 151.9 durch drei Kreuzpeaks eindeutig zugeordnet werden (Abbildung 24, violett). Zum einen 

koppelt der Kohlenstoffkern C11 über eine 2JC,H-Kopplung mit dem phenolischen OH-Proton 

sowie über eine 3JC,H-Kopplung jeweils zu den Protonen H5 und H7.  

Folglich gelang die eindeutige Zuweisung alle Kohlenstoffkerne mit Ausnahme der 

Kohlenstoffkerne C5, C13 und C19, deren Signale bei einer chemischen Verschiebung von 

G 136.53, 136.55 und 136.60 liegen.  

 

5.6. Präklinische Evaluation der Chlor- und Bromflavonin-Analoga 
 

Im folgenden Kapitel werden die präklinischen Eigenschaften der dargestellten Chlor- und 

Bromflavonin-Analoga beschrieben. Dabei werden die Ergebnisse der inhibitorischen Aktivität 

gegenüber des virulenten M. tuberculosis Stammes H37Rv unter Berücksichtigung qualitativer 

Daten zur IlvB1-Inihibition diskutiert. Für ausgewählte Inhibitoren wurde zudem die 

Zytotoxizität gegenüber der Zelllinie THP-1 (humane monocytische Leukämiezellen) bestimmt 

und, sofern möglich, Selektivitätsindices berechnet. Für die Leitstrukturen Chlor- und 

Bromflavonin wurde außerdem die chemische und metabolische Stabilität sowie pKs-Werte 

relevanter funktioneller Gruppen in die abschließende Beurteilung einbezogen werden.  

 

Methoden 

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK90) erfolgte in Kooperation mit 

dem Institut für Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie, Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf durch DR. ANNA-LENE KIFFE-DELF aus der Arbeitsgruppe von PROF. DR. RAINER 

KALSCHEUER mittels Microbroth Dilution Assay.  

Die Kultivierung von M. tuberculosis H37Rv und Bestimmung der MHK90-Werte erfolgte wie 

zuvor beschrieben.313 Die MHK90-Werte ergaben sich aus einer Dreifachbestimmung mithilfe 

einer geometrischen zweifach Verdünnungsreihe von 100 bis 0.05 µM einer 10 mM DMSO-

Stammlösung des zu testenden Inhibitors. Als Positivkontrolle wurde Rifampicin und als 

Blindprobe DMSO verwendet. Diese Daten wurden bereits von DR. KIFFE-DELF in ihrer 

Dissertation veröffentlicht.369 
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Die Bestimmung der inhibitorischen Aktivität gegenüber IlvB1, der katalytischen 

Untereinheit des AHAS-Enzyms, erfolgte in Kooperation mit dem Institut für Pharmazeutische 

Biologie und Biotechnologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf durch DR. ANNA-LENE 

KIFFE-DELF aus der Arbeitsgruppe von PROF. DR. RAINER KALSCHEUER mittels 

kolorimetrischem Assay.  

Die IlvB1-Inhibition wurde mit einem modifizierten Assay nach CHOI et al.166 bestimmt und die 

Durchführung bereits beschrieben.369 Die Bildung des roten Farbkomplexes wurde in einem 

vorgeheizten Tecan Infinite F200 Pro Reader bei 37 °C bei einer Wellenlänge von 492 nm in 

einem kinetischen Kreislauf vermessen. Diese Daten wurden bereits von DR. KIFFE-DELF in 

ihrer Dissertation veröffentlicht.369 Da keine Dosis-Wirkungs-Linearität zwischen der 

Konzentration des Inhibitors (0.1 μM – 100 μM) und der Hemmung der katalytischen Aktivität 

von IlvB1 (%), wurde die inhibitorische Aktivität im Vergleich zur Kontrolle geschätzt.  

 

Die Bestimmung der Zytotoxizität gegen verschiedene humane Zelllinien (MRC-5, HEK-293, 

THP-1) erfolgte in Kooperation mit dem Institut für Pharmazeutische Biologie und 

Biotechnologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf durch DR. KIFFE-DELF aus der 

Arbeitsgruppe von PROF. DR. KALSCHEUER und wurde bereits beschrieben. Material und 

Methoden wurden von DR. KIFFE-DELF beschrieben.369 Das prozentuale Wachstum wurde im 

Vergleich zu der DMSO-Blindprobe (100 % Wachstum) und der sterilen Kontrolle Triton X-100 

(0 % Wachstum) berechnet. Diese Daten wurden bereits von DR. KIFFE-DELF in ihrer 

Dissertation veröffentlicht.369 

 

Die consensus LogP-Werte (cLogP) wurden mithilfe des Web-Programmes SwissADME am 

01.02.2024 berechnet und die Daten gemäß CC-BY 4.0 Creative Commons 4.0 International 

Lizenz genutzt.370  

 

5.6.1. Antimykobakterielle in vitro Aktivität und Zytotoxizität 

5.6.1.1. Evaluation der B-Ring-Analoga 

Zur Analyse der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen werden neben den im Rahmen dieser 

Promotion neu synthetisierten Derivaten 1d-r und 9b-f auch die von BERGER dargestellten 

Derivate (CF, BF und AB1-12) sowie Dechlorflavonin (DC) in die Analyse einbezogen, um 

initialen Hypothesen bezüglich der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen zu konkretisieren. Ein Teil 

dieser Ergebnisse wurde bereits publiziert.313,369 

Die Leitstruktur Chlorflavonin ist ein potenter Wachstumsinhibitor von M. tuberculosis in vitro 

mit einer niedrigen mikromolaren MHK90 von 1.56 μM (Tabelle 4). Die qualitative Auswertung 

eines kolorimetrischen IlvB1-Assays zeigte zudem, dass CF über 90 % der katalytischen 

Aktivität von IlvB1 im Vergleich zur Kontrolle inhibierte (Tabelle 4).369 Bromflavonin (BF) zeigte 
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eine verbesserte antimykobakterielle Aktivität mit einem MHK90-Wert von 0.78 μM313 bei 

ähnlicher IlvB1-Inhibition (Tabelle 4).  

 

 

Das Bromatom in 3‘-Position erhöht die Lipophilie (cLogP) im Vergleich zum Chloratom 

(Tabelle 4). Dies könnte zu einer besseren Interaktion mit Leu65, Met512 und Val513 der im 

Homologie-Modell6 vorhergesagten lipophilen Seitentasche führen. Das Bromatom ist mit 

einem VAN-DER-WAALS (VDW)-Radius von 1.85 Å etwas größer als das Chloratom (1.75 Å) 

und besitzt vergleichbare elektronische Eigenschaften.371 Beide Halogene sind in der C-X-

Bindung partiell-negativ geladen. Aufgrund einer anisotropen Verteilung der Ladungsdichte im 

Halogenatom kann durch das jeweilige niedrig-liegende C-X-σ*-Orbital ergibt sich ein lokales 

positives elektrostatischen Potential, das sogenannte σ-Loch, sodass eine Wechselwirkung 

mit freien Elektronenpaaren oder elektronenreichen π-Systemen stattfinden kann.372,373 

Sowohl das Brom- als auch das Chloratom könnten aufgrund des σ-Lochs mit der 

elektronenreichen Indol-Seitenkette von Trp516 über eine Halogenbindung wechselwirken.  

Um abschließende Aussagen bezüglich der Enzyminhibition machen zu können, bedarf es der 

Etablierung eines quantitativen IlvB1-Assays, der die Bestimmung von IC50-Werten zulässt 

oder einer Co-Kristallstruktur zur Analyse der Enzym-Liganden-Interaktion. BF zeigt eine 

bessere Ganzzellaktivität als CF, diese muss jedoch nicht zwangsläufig durch die bessere 

Aktivität am Enzym bedingt sein, da in zellbasierten Assays weitere Faktoren wie Löslichkeit, 

Permeabilität sowie chemische und metabolische Stabilität eine Rolle spielen.  

Das 3‘-fluorierte (AB1) und 3‘-iodierte (AB2) Analogon zeigen jeweils keine 

Wachstumshemmung gegenüber Mt (Tabelle 4). Während AB2 nicht bezüglich seiner 

inhibitorischen Eigenschaften auf der Enzymebene getestet wurde, zeigte sich das fluorierte 

Analogon AB1 vergleichbar potent zu CF und BF (Tabelle 4).  

Tabelle 4: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegen THP-1 Zellen sowie cLogP-

Werte von halogenierten CF-Analoga. n.b. = nicht bestimmbar. 

 
    

 AB1 CF BF AB2 
MHK90 [μM] > 100 1.56 0.78 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 > 90 > 90 - 

THP-1 IC50 [µM] > 100 100 > 100 > 100 

SI (THP-1 
IC50/MHK90) 

n.b. 64 > 128 n.b. 

cLogP 2.79 3.01 3.09 3.13 
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Das σ-Loch ist für Fluor-Substituenten nicht beschrieben,372 trotzdem inhibiert auch die 

3‘-Fluor-Verbindung AB1 über 90 % der katalytischen IlvB1-Aktivität. Da der Fluor-Substituent 

zudem deutlich kleiner ist (1.47 Å)371 als Chlor und Brom ist fraglich, ob diese Größe ausreicht, 

um die lipophile Seitentasche optimal auszufüllen. Die inhibitorische Aktivität könnte folglich 

durch stärkere Polarisierung des Phenylrings aufgrund des negativen induktiven Effektes und 

daraus resultierenden besseren Wechselwirkung zu Trp516 oder der gesteigerten Acidität der 

phenolischen 2‘-Hydroxygruppe zustande kommen. Letzteres könnte die fehlende 

Wachstumsinhibition gegenüber Mt erklären, da der stärker elektronenziehende Fluor-

Substituent den pKs-Wert im Vergleich zu Chlor und Brom stärker herabsetzt. Damit liegt ein 

größerer Anteil des Inhibitors im gepufferten Nährmedium mit einem pH-Wert von 6.6 ± 0.2374 

von Mt dissoziiert vor, was eine Aufnahme ins Zytosol erschweren könnte. Zudem ist AB1 mit 

einem cLogP-Wert von 2.79 hydrophiler als CF und BF, was ebenso eine Einschränkung der 

passiven Diffusion bedingen kann. 

Für das iodierte Analogon AB2 ist es schwierig konkrete Aussagen zu treffen, da dieses 

Derivat nicht auf seine IlvB1-Inhibition hin untersucht wurde. Prinzipiell könnte die Größe des 

Iodatoms zu sterischer Hinderung bei der Enzym-Liganden-Interaktion führen. 

 

Weiterhin wurde die Zytotoxizität der halogenierten Flavonoide untersucht (Tabelle 4). 

Chlorflavonin zeigte eine schwache Hemmung der Monozyten-Zelllinie THP-1 mit einem IC50-

Wert von 100 μM, sodass sich ein Selektivitätsindex (SI) gegenüber Mt von 64 ergibt (Tabelle 

4). Die drei weiteren halogenierten Analoga (BF, AB1-2) zeigten keine Zytotoxizität im Bereich 

von bis zu 100 μM, sodass sich für BF ein SI von über 128 ergibt (Tabelle 4).  

 

Neben dem Austausch des Halogens in 3‘-Position wurde der Austausch durch mögliche 

(Bio-)Isostere untersucht (Tabelle 5). 

 
Tabelle 5: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegen THP-1 Zellen sowie cLogP-Werte 

von Dechlorflavonin (DC) und 3‘-alkylierten CF-Analoga. 

 

 

     

 BF DC AB3 AB4 AB5 AB6 
MHK90 [μM] 0.78 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 50* 75-90 ≤ 50 - - 

THP-1 IC50 [µM] > 100 - 100 - - - 

cLogP 3.09 2.47 3.45 2.79 3.42 2.83 
*Schwache Inhibition der katalytischen Aktivität bei einer Konzentration von 50 μM bestimmt von REHBERG et al.6 
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Die Einführung von Alkyl- oder Alkin-Substituenten in 3‘-Position (AB3-6) führt zum Verlust der 

in vitro Wachstumshemmung von Mt (Tabelle 5). Das 3‘-Trifluormethyl- (AB3) und das 

3‘-Methyl-substituierte Analogon AB4 wurden auf ihre IlvB1-Inhibition hin untersucht, wobei 

sich herausstellte, dass AB4 das Enzym nicht inhibiert, während AB3 zu einer moderaten 

Inhibition (75 % bis 90 %) der katalytischen Aktivität führt (Tabelle 5). Ein Vergleich der VDW-

Radii des Chlor- oder Bromatoms mit dem Methyl-Substituenten (2.0 Å)375 des inaktiven 

Analogon AB4 und dem CF3-Substituenten (2.7 Å)375 des moderat aktiven Analogon AB3 

zeigt, dass die Aktivität eher durch die elektronischen Eigenschaften als durch den sterischen 

Anspruch bedingt ist. Während CH3-Gruppen einen schwachen positiven induktiven Effekt 

besitzen, weisen Halogen-Substituenten abhängig von ihrer Elektronegativität (EN) einen 

negativen induktiven Effekt auf. Dieser negative induktive Effekt ist auch im Fall der CF3-

Gruppe (EN = 3.46) stark ausgeprägt.376,377 Zudem sind Methyl- und Trifluormethyl-Gruppen 

im Gegensatz zu Halogenen nicht in der Lage, aufgrund der nicht vorhandenen σ-Löcher, 

zusätzliche elektrostatische Wechselwirkungen mit Trp516 einzugehen. 

Die beiden alkylierten (AB5) und alkinylierten Verbindungen (AB6) zeigen im Ganzzellassay 

keine Aktivität, sodass diese beiden Verbindungen nur einen unzureichenden Beitrag zur 

Struktur-Aktivitäts-Beziehung leisten. Die Analyse der Verbindungen AB1-AB6 sowie CF und 

BF zeigt, dass ein 3‘-Substituent, der die Elektronendichte des aromatischen Systems 

reduziert, für eine potente IlvB1-Inhibition notwendig ist.  

 
Tabelle 6: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegen THP-1 Zellen sowie cLogP- und 

TPSA-Werte von regioisomeren CF-Analoga. 

 

 

    
CF AB7 AB8 AB9 AB10 

MHK90 [μM] 1.56 > 100 > 100 > 100 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 75-90 ≤ 50 ≤ 50 ≤ 50 

THP-1 IC50 [µM] 100 - - - - 

cLogP 3.01 3.00 3.01 3.38 3.89 

TPSA [Å2] 98.36 98.36 98.36 - - 

 

Die biologische Evaluation der CF-Regioisomere AB7 und AB8 zeigte einen vollständigen 

Verlust der antimykobakteriellen Wachstumsinhibition im Vergleich zur Leitstruktur (Tabelle 6). 

Das 2‘-Hydroxy-4‘-Chlor-Analogon AB7 zeigt noch eine moderate IlvB1-Inhibition von 75 % 

bis 90 % (Tabelle 6). Dies legt den Schluss nahe, dass der Chlor-Substituent in 4‘-Position die 

lipophile Seitentasche von IlvB1 weniger gut ausfüllt als der Chlor-Substituent in 3‘-Position. 

Zudem könnte die Acidität der phenolischen 2‘-Hydroxy-Gruppe von Verbindung AB7 im 
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Vergleich zu CF reduziert sein, da sich der elektronenziehende Substituent in meta-statt ortho-

Position zum Phenol befindet. Zwar ist die Inhibition von IlvB1 durch AB7 im Vergleich zu CF 

reduziert, da CF selber allerdings auf zellulärer Ebene einstellig mikromolar aktiv ist, sollte 

AB7 zumindest eine schwache Wachstumshemmung von Mt zeigen. Dass AB7 nicht 

antimykobakteriell wirkt obwohl Parameter, welche die passive Diffusion beeinflussen wie die 

Lipophilie (cLogP) und polare Oberfläche (TPSA) von CF und AB7 nahezu identisch sind 

(Tabelle 6), könnte auf eine stark substratspezifische aktive Aufnahme von CF und BF 

hindeuten. 

Die Notwendigkeit der 2‘-Hydroxy-3‘-Halogen-Substitution im B-Ring wird weiterhin dadurch 

bestätigt, dass das Analogon mit 3‘-Hydroxy-4‘-Chlor-Phenylring (AB8) nicht zu einer Inhibition 

von IlvB1 führt (Tabelle 6). Weiterhin wurde die 2‘-Hydroxygruppe durch ein Wasserstoff- 

(AB9) oder Chloratom (AB10) ersetzt, welche zum Verlust der IlvB1-Inhibition sowie der Mt 

Wachstumshemmung führen (Tabelle 6). Diese Beobachtungen unterstützen die aus den 

Docking-Experimenten6 abgeleitete Hypothese, dass die phenolische 2‘-Hydroxygruppe eine 

Salzbrücke zu Lys197 ausbildet und stark zur Enzym-Liganden-Interaktion beiträgt.  

 

Im nächsten Schritt wurde die Relevanz dieser Salzbrücke zu Lys197 weiter untersucht, indem 

die Acidität der 2‘-Hydroxygruppe variiert wurde. Zum einen wurde in 5‘-Position ein 

elektronenziehender Fluor- (AB11-12) oder ein elektronenschiebender Methyl-Substituent 

(1d) eingeführt (Tabelle 7). Ein Fluor-Substituent kann den pKs-Werte der phenolischen 

Hydroxygruppe um etwa 0.1-0.3 log-Einheiten senken, während der Methyl-Substituent zu 

einer entsprechenden Erhöhung führt.378,379 

 

Bei erhöhter Acidität der phenolischen 2‘-Hydroxygruppe läge ein größerer Stoffmengenanteil 

des Inhibitors als dissoziiertes Phenolat vor, welches im Vergleich zum assoziierten Phenol, 

stärke elektrostatische Wechselwirkungen in Form einer Salzbrücke zu Lys197 in der 

Bindungstasche eingehen könnte. Auf der anderen Seite könnte der höhere Anteil des 

Phenolates zu einer verminderten Permeabilität im Ganzzellassay führen. Ein schwach 

elektronenschiebender 5‘-Methyl-Substituent führt zu einer Reduktion der Acidität der 

phenolischen 2‘-Hydroxygruppe. Dadurch wäre die Enzym-Liganden-Interaktion 

abgeschwächt, aber die Permeabilität unter Umständen besser als bei den fluorierten Analoga 

AB11-12.380 Zudem könnten beide Substituenten zu einer verbesserten metabolischen 

Stabilität beitragen, da Chinon-Bildung durch Oxidation der 5-Position nicht mehr möglich ist 

(Schema 69).318 
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Schema 69: Mögliche Metabolisierung des B-Ringes durch Chinon-Bildung und Vermeidung dieser 

Metabolisierung durch Einführung von Substituenten in 5‘-Position 

 

Die Ergebnisse des IlvB1-Assays zeigen, dass die drei 5‘-substituierten Verbindungen AB11-
12 und 1d IlvB1 nicht inhibieren (Tabelle 7). Dieser Befund ist vor allem für die fluorierten 

Verbindungen AB11-12 ungewöhnlich, da sich der VDW-Radius von Fluor (1.35 Å) nur 

marginal von Wasserstoff (1.2 Å) unterscheidet381 und der Fluor-Wasserstoff-Austausch einen 

der meist-angewendeten monovalenten isosteren Austausche darstellt.371,382 Diese 

Ergebnisse wiederlegen teilweise die Hypothese, dass die Salzbrücke zu Lys197 bei 

größerem Stoffmengenanteil an Phenolat gestärkt wird. Um diesen Befund genauer zu 

untersuchen, ist es notwendig eine Co-Kristallstruktur von CF oder BF mit dem Enzym 

aufzulösen, um die Aminosäuren im katalytisch-aktiven Zentrum zu identifizieren, die Enzym-

Liganden-Interaktionen zu analysieren und die Hypothese der Salzbrücke mit Lys197 zu veri- 

oder falsifizieren.  

 

 

Dass auch das Analogon mit 5‘-Methyl-Substituent (1d) keine Aktivität gegen IlvB1 zeigt 

(Tabelle 7), deutet darauf hin, dass ein Substituent in dieser Position sterische Hinderung 

durch Abstoßung zu Ala592 und Ala593 induziert und die Bindung an IlvB1 nicht mehr möglich 

Tabelle 7: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegen THP-1 Zellen sowie cLogP-Werte 

von 5‘-substituierten CF und BF-Analoga. 

 

  

   
CF BF AB11 AB12 1d 

MHK90 [μM] 1.56 0.78 > 100 > 100 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 > 90 ≤ 50 ≤ 50 ≤ 50* 

THP-1 IC50 [µM] 100 > 100 - - > 100 

cLogP 3.01 3.09 3.32 3.42 3.44 
* Die Verbindung präzipitierte während des Assays. 



E R G E B N I S S E  U N D  D I S K U S S I O N  

252 

ist. Es ist allerdings zu berücksichtigen, dass Verbindung 1d während des IlvB1-Assays 

aufgrund schlechter Löslichkeit präzipitierte. Dadurch könnte die Enzyminhibition von 1d 

vermindert sein. 

 

Die bisherigen Ergebnisse betonen insgesamt die Wichtigkeit der 2‘-Hydroxygruppe von CF 

und BF für die Enzym-Liganden-Interaktion und somit die inhibitorische Aktivität gegenüber 

IlvB1. Mit Blick auf die in vivo Pharmakokinetik könnte die 2‘-Hydroxygruppe von CF und BF 

allerdings im Phase II-Metabolismus schnell glucoronidiert oder sulfoniert und die Inhibitoren 

rasch renal eliminiert werden,317,318,383,384 welches zu einer geringen Plasmahalbwertszeit und 

hohen Clearance führen könnte. Um die metabolische Stabilität zu verbessern, ist ein 

bioisoterer Austausch der 2‘-Hydroxygruppe interessant. Zu diesem Zweck wurde der 

Austausch gegen einen Fluor-Substituenten als klassisches Bioisoster und einen 

Difluormethoxy-Substituenten als weniger etabliertes Bioisoster untersucht (Tabelle 8). 

 
Tabelle 8: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegen THP-1 Zellen sowie cLogP-Werte 

von 2‘-Hydroxy isosteren BF-Analoga. 

 

 

  
BF 1e 1f 

MHK90 [μM] 0.78 > 100 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 ≤ 50* - 

THP-1 IC50 [µM] > 100 > 100* - 

cLogP 3.09 3.76 4.03 
* Die Verbindung präzipitierte während des Assays. 

 

Das 2‘-Fluor-substituierte Analogon (1e) zeigte weder im Ganzzell- noch im IlvB1-Assay 

Aktivität (Tabelle 8). Zwar sollte berücksichtigt werden, dass der IlvB1-Assay in diesem Fall 

nur begrenzte Aussagekraft hat, da die Verbindung während des Assays präzipitierte, 

allerdings unterstreicht dieser Befund die schlechte Wasserlöslichkeit der Verbindung, welche 

sie zu einem wenig geeigneten Kandidaten zur weiten Optimierung macht. Für das 

2‘-Difluormethoxy-substituierte Analogon (1f) wurde ermittelt, dass diese Verbindung keine 

wachstumshemmenden Eigenschaften von Mt aufweist. Die Ergebnisse des IlvB1-Assays von 

1f stehen noch aus, sodass die Verifizierung der Difluormethoxygruppe als lipophiles 

Bioisoster der Hydroxylgruppe noch aussteht.  
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5.6.1.2. Evaluation der 3-Alkoxy-Bromflavonin-Analoga 

Zur weiteren Untersuchung der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen sollte der Substituent in der 

3-Position untersucht werden. Zunächst wurde Chlorflavonin (CF) mit dessen Analoga mit 

Wasserstoffatom (AB13) und Ethoxy-Substituent (1g) in 3-Position verglichen (Tabelle 9). 

 

 

Das Analogon mit Wasserstoffatom in 3-Position (AB13) weist im Vergleich zu CF eine 

vierfach reduzierte Wachstumshemmung (MHK90 = 6.25 μM) und erniedrigte IlvB1-Inhibition 

auf (Tabelle 9). Die Docking-Ergebnisse postulieren eine Wechselwirkung des 

3-Methoxysauerstoffs mit der basischen Seitenkette von Lys197, welche der 3-Wasserstoff-

Substituent von AB13 nicht eingehen kann. Mit dem vergrößerten 3-Ethoxy-Substituent (1g) 

hingegen kann die Wechselwirkung zu Lys197 stattfinden, sodass das 1g (Tabelle 9) und das 

3-Ethoxy-substituierte BF-Analogon 1h (Tabelle 10) die IlvB1 Untereinheit im ähnlichen 

Ausmaß wie CF und BF inhibieren. Trotz der vergleichbaren IlvB1-Hemmung sind 1g und 1h 

keine Wachstumsinhibitoren von Mt. Dieser Befund ist interessant, da sich die 

physikochemischen Eigenschaften von 1g, 1h, CF und BF nicht wesentlich unterschieden und 

auch die chemische und metabolische Stabilität vergleichbar sein sollte. Eine eingehendere 

Analyse und Vergleich von weiteren physikochemischen und pharmakokinetische 

Eigenschaften insbesondere Permeabilität könnten weitere Erklärungen zum Verlust der 

wachstumshemmenden Aktivität von 1g und 1h liefern. Zurzeit deuten die Ergebnisse auf eine 

substratspezifische Aufnahme von CF und BF hin. 

 

Neben dem 3-Ethoxy-Substituten (1h) wurde auch ein sterisch anspruchsvollerer 

3-Isopropoxy-Substituent (1i) eingeführt, welches zu einem Aktivitätsverlust gegen IlvB1 führte 

(Tabelle 10). Bei Vergrößerung des Ethoxy-Substituenten um eine Hydroxy- (1j) oder 

Dimethylaminogruppe (1k), wird steigt die Hemmung der katalytischen Aktivität von IlvB1 auf 

Tabelle 9: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegenüber THP-1 Zellen sowie cLogP-

Werte von CF und Analoga mit Variation der 3-Position. n.b. = nicht bestimmbar. 

 

 

 
  

AB13 CF 1g 
MHK90 [μM] 6.25 1.56 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] 75-90 > 90 > 90 

THP-1 IC50 [µM] > 100 100 100 

SI (THP-1 IC50/MHK90) 16 64 n.b. 

cLogP 2.98 3.01 3.34 
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über 90 % (Tabelle 10). Dies könnte auf eine schmale Seitentasche in der Nähe der 3-Position 

hindeuten, welche durch lineare 3-Substituenten (1h, 1j-k) adressiert werden kann. Dass 

allerdings auch 1h und 1j-k keine mykobakterielle Wachstumshemmung zeigen, stützt die 

Hypothese, dass BF und CF im Gegensatz zu den Analoga 1h und 1j-k aktiv aufgenommen 

werden.  

 

 

Mit dem Austausch der 3-Methoxygruppe gegen eine 3-Difluormethoxygruppe (1m) wurde 

eine Modifikation mit gleichem sterischen Anspruch vorgenommen, die zur Erhöhung der 

metabolischen Stabilität führt.315,316,318 Zudem können Difluormethoxygruppen als lipophiler 

Wasserstoffbrücken-Donatoren fungieren.319,320 Sollte die OCF2H-Gruppe in Verbindung 1m 

ausreichend acide sein, könnte die Salzbrücke zu Lys197 im Vergleich zu BF verstärkt sein. 

Da Verbindung 1m jedoch mit unter 50 % eine signifikante Reduktion der IlvB1-Inhibition 

aufweist, stellt dies die postulierte Salzbrücke zu Lys197 in Frage. Wie bereits im vorherigen 

Kapitel 5.6.1.1 angeführt, ist zur Untersuchung der postulierten Salzbrücke zu Lys197 eine 

Co-Kristallstruktur essentiell.  

 

Zusammenfassend zeigen einige Inhibitoren mit größeren Substituenten (1g, 1h, 1j, 1k) i 

3-Position zwar eine Inhibition der IlvB1-Aktivität, führen jedoch zu einer Reduktion der 

Wachstumshemmung von Mt. Diese Disparität muss im Zuge der weiteren präklinischen 

Entwicklung eingehender untersucht werden. 

  

Tabelle 10: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegenüber THP-1 Zellen sowie 

berechnete cLogP-Werte von 3-Alkoxy-substituierte BF-Analoga. 

 

                 

BF 1m 1h 1i 1j 1k 
MHK90 [μM] 0.78 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 ≤ 50 > 90 ≤ 50 > 90 > 90 

THP-1 IC50 [µM] > 100 - 100 - 100 100 

cLogP 3.09 3.69 3.42 3.70 2.63 3.17 
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5.6.1.3. Evaluation der A-Ring-Analoga 

Die Docking-Experimente postulieren eine Wasserstoffbrückenbindung der 5-Hydroxygruppe 

zum Rückgrat von Phe147. Um diese Interaktion zu untersuchen, wurde dieser zunächst durch 

ein elektronisch neutrales Wasserstoffatom ersetzt (7b, Tabelle 11). 

 

 

Dabei zeigte sich neben dem Verlust der inhibitorischen Wirkung gegen Mt (MHK90 = 100 μM) 

auch eine Reduktion der IlvB1-Inhibition auf 50 % bis 75 %. Die Ergebnisse des Docking-

Experimentes postulieren eine Wasserstoffbrückenbindung der 5-Hydroxygruppe von CF zum 

Rückgrat von Phe147 sowie eine Kationen-π-Interaktion des A-Rings mit Arg318. Die 

5-Hydroxygruppe führt aufgrund des positiven mesomeren Effektes zur Erhöhung der 

Elektronendichte im Aromaten und könnte die Kationen-π-Interaktion des A-Ringes zu Arg318 

verstärken. Um weiterführend zu untersuchen, ob die Wasserstoffbrückenbindung der 

5‘-Hydroxygruppe und die Kationen-π-Interaktion essentiell ist, wurde die 5‘-Hydroxygruppe 

durch eine Aminogruppe substituiert (9c, Tabelle 11). Hydroxy- und Aminogruppen können als 

Biosostere fungieren, da beide sowohl Wasserstoffbrücken-Akzeptoren als auch -Donatoren 

sind.381 Mit einem VDW von 1.79 Å ist die Aminogruppe größer als die Hydroxygruppe 

(1.53 Å)381, bei einer deutlich reduzierten EN des Stickstoffs von 2.61 im Vergleich zum 

Sauerstoff der Hydroxygruppe mit einer EN von 3.51.376 Sowohl Bromflavonin als auch das 

Analogon mit 5-Aminogruppe (9c) sind potente Inhibitoren von IlvB1. Die Verbindung 9c zeigt 

mit einem MHK90-Wert von 50 μM eine schwache antimykobakterielle Wirkung (Tabelle 11). 

Auch in diesem Fall scheint die Aufnahme bzw. Permeabilität ein zentrales Problem zu sein.  

Tabelle 11: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegenüber THP-1 Zellen sowie 

cLogP-Werte von BF und BF-Analoga 7b und 9c mit Variation der 5-Position. 

 

   

 7b BF 9c 
MHK90 [μM] 100 0.78 50 

IlvB1 Inhibition 
[%] 

50-75 > 90 > 90 

THP-1 IC50 [µM] - > 100 - 

cLogP 3.29 3.09 2.87 
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Zur weiteren Untersuchung der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen wurde die 5-Aminogruppe von 

9c acetyliert (9d), trifluoracetyliert (9e) und tosyliert (9b) sowie durch einen 5-Acrylmethylester-

Substituenten ersetzt und im Ganzzellassay untersucht (Tabelle 12). Alle vier Verbindungen 

zeigen keine Hemmung des Mt Wachstums (Tabelle 12).  

Als einzige Verbindung dieser Reihe wurde 9d auch auf seine IlvB1-Inhibition hin untersucht 

und war inaktiv. Auch wenn Anilide potentielle Prodrug-Strukturelemente (Promoieties) für 

aromatische Amine sind, ist deren therapeutische Anwendung als Promoieties aufgrund der 

sehr guten chemischer und metabolischen Stabilität dieser Stoffklasse und damit geringer 

Freisetzung der Wirkform begrenzt.385,386 Während der Durchführung des IlvB1-Assays ist eine 

enzymkatalysierte Aktivierung des Acetamids 9d durch Carboxylesterasen387, Peptidasen 

oder Proteasen388 zum Amin 9c nicht zu erwarten. Ebenso hydrolysieren Acetamide unter den 

Assay-Bedingungen bei pH 6.6 innerhalb einer halben Stunde nicht signifikant.385 Daraus ist  

abzuleiten, dass das Amid 9d selbst kein Inhibitor von IlvB1 darstellt.  

Die BF-Analoga 9b, 9e und 9f waren im Ganzzellassay inaktiv, während die Evaluation der 

IlvB1-Inhibition noch aussteht (Tabelle 12). Da die bisherigen Ergebnisse illustrieren, dass 

bereits sechs Verbindungen (AB1, 1g-h, 1j-k und 9c) potente IlvB1-Inhibitoren sind, ohne das 

Wachstum der Mykobakterien einzuschränken, muss die IlvB1-Inhibition von 9b, 9e und 9f 
bestimmt werden, um diese Verbindungen in die SAR einzubeziehen. 

 

Abschließend sollte die Rolle der Methoxy-Substituenten in 7- und 8-Position untersucht 

werden, weil die Docking-Experimente eine Kationen-π-Interaktion des A-Ringes mit Arg318 

postulieren (Tabelle 13).6 Diese Interaktion kann durch Variation der Substituenten am A-Ring 

beeinflusst werden. 

  

Tabelle 12: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität sowie cLogP–Werte von 5-substierten 
BF-Analoga. 

 

 
 

    

BF 9d 9e 9b 9f 

MHK90 [μM] 0.78 > 100 > 100 > 100 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 ≤ 50 - - - 

cLogP 3.09 3.09 3.85 4.14 3.62 
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Zur Verstärkung der Kationen-π-Interaktion, sollte das π-Systems des A-Rings möglichst 

elektronenreich sein. Methoxy-Substituenten weisen einen positiven mesomeren Effekt auf, 

durch welchen die π-Elektronendichte im A-Ring erhöht wird. BF ist mit den beiden 

Methoxygruppen in 7- und 8-Position ein potenter IlvB1-Inhibitor. Dagegen hemmt das 

Analogon 1r mit Wasserstoffatomen in 7- und 8-Position IlvB1 nicht (Tabelle 13). 

Wasserstoffatome weisen keinen mesomeren oder induktiven Effekt auf, sodass der A-Ring 

nicht besonders elektronenreichen ist. 

Bei dem Analogon 1q wurde der 8-Methoxy- durch einen 8-Methyl-Substituenten ersetzt. 

Methylgruppen erhöhen die Elektronendichte eines Aromaten durch ihren positiven induktiven 

Effekt nur schwach im Vergleich zum positiven mesomeren Effekt einer Methoxygruppe. Um 

die Hypothese, dass ein elektronenreicher A-Ring sei für eine potente IlvB1-Inhibition 

notwendig ist, zu unterstützen, sollte die Aktivität von 1q im Vergleich zu BF reduziert sein. 

Die Evaluation der IlvB1-Inhibition von 1q ist zum jetzigen Zeitpunkt noch ausstehend.  

 

5.6.2. Physikochemische Eigenschaften 

Da die antimykobakteriellen Eigenschaften der Leitstrukturen sehr vielversprechend sind, 

sollten die Wasserlöslichkeit und die pKS-Werte als physikochemische Parameter der 

Leitstrukturen bestimmt werden, damit diese im weiteren präklinischen Optimierungsprozess 

neben der Aktivität gezielt verbessert werden können.  

Die Wasserlöslichkeit eines Arzneistoffes spielt bei oraler Applikation eine zentrale Rolle, um 

die gewünschte Konzentration des Arzneimittels im systemischen Kreislauf zu erreichen und 

die erforderliche pharmakologische Wirkung zu erzielen.389-391 Folglich sollte die 

Wasserlöslichkeit der Leitstrukturen mit einer validierten Methode untersucht werden und die 

Wasserlöslichkeit ausgewählter IlvB1-Inhibitoren in Relation zu den Leitstrukturen gesetzt 

werden.  

Tabelle 13: Inhibition des Mt Wachstums, der IlvB1-Aktivität, Zytotoxizität gegenüber THP-1 Zellen sowie cLogP-

Werte von BF und BF-Analoga mit variiertem Substitutionsmuster am A-Ring. 

 

   

BF 1q 1r 
MHK90 [μM] 0.78 > 100 > 100 

IlvB1 Inhibition [%] > 90 - ≤ 50 

THP-1 IC50 [µM] > 100 - - 

cLogP 3.09 3.45 3.11 
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Des Weiteren sollten die pKs-Werte der Leitstrukturen mittels 1H-NMR-Titration bestimmt 

werden, um die mögliche Dissoziation der phenolischen 2’-Hydroxygruppe von Chlor- und 

Bromflavonin im Nährmedium (pH 6.6) und unter physiologischen Bindungen (pH 7.4) sowie 

deren Vermögen die postulierte Salzbrücke zu Lys197 auszubilden, abzuschätzen.  

 

Methoden  

Die Löslichkeitsmessungen von Chlor- und Bromflavonin wurden in Kooperation von dem 

Drug Discovery and Development Centre (H3D), University of Cape Town, Südafrika von DR. 

VINAYAK SINGH, DR. MATHEW NJOROGE und PROF. DR. KELLY CHIBALE durchgeführt. Die 

Löslichkeitsmessungen erfolgten bei einem pH-Wert von 6.5 mittels angepasster 

miniaturisierter Schüttelmethode im 96-Well-Plattenformat.392 Die Durchführung und 

Auswertung wurden bereits beschrieben und die Ergebnisse publiziert.313 

 

Die relativen Löslichkeitsbestimmungen von den Bromflavonin-Analoga (9c, 1g, 7d) 

erfolgte in Kooperation mit DR. MOHANRAJ GOPALSWAMY aus der Arbeitsgruppe von PROF. DR. 

HOLGER GOHLKE am Forschungszentrum Jülich GmbH. 

Die 1H-NMR-Spektren wurden bei 298 K mit einem Bruker Avance III HD Spektrometer bei 

600 MHz aufgenommen. Das H2O-Signal wurde mittels Anregungs-Sculpting mit Gradient 

unterdrückt. Die Basislinie wurde vor Integration der Signale korrigiert. 3-(Trimethylsilyl)-1-

Propansulfonsäure-Natrium (DSS) wurde als interner Standard für die chemische 

Verschiebung (G = 0 ppm) verwendet und das Integral des Signals auf 10.0 H normiert. 

Von den Testverbindung wurde jeweils eine 250 µM Stammlösung in DMSO-d6 hergestellt und 

40 μL dieser Stammlösung zu 360 μL einer Stammlösung bestehend aus 50 mM 

Kaliumhydrogenphosphat-Puffer (pH 7.4), 10 % (v/v) D2O und 0.01 % 3-(Trimethylsilyl)-1-

Propansulfonsäure-Natrium in ein Eppendorf Tube gegeben. Die Suspensionen wurden 3 h 

lang bei 37 °C auf einem Kreisschüttler (250 min−1) geschwenkt. Anschließend wurden die 

Suspensionen zentrifugiert, 200 μL der überstehenden Lösung in ein NMR-Tube überführt und 

das 1H-NMR-Spektrum aufgenommen. Die relative Auswertung der Löslichkeiten erfolgte 

durch den Vergleich der Integrale der aromatischen Protonen der Testverbindungen in 

Relation zu Bromflavonin.  

 

Die Bestimmung der pKS-Werte erfolgte mittels 1H-NMR-Titration in Kooperation mit DR. 

MOHANRAJ GOPALSWAMY aus der Arbeitsgruppe von PROF. DR. HOLGER GOHLKE am 

Forschungszentrum Jülich GmbH. Die Berechnung der pKS-Werte wurde von Dr. GOPALSWAMY 

vorgenommen.  
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Es wurden 23 Proben mit jeweils einer Konzentration von 200 µM von Chlor- und Bromflavonin 

hergestellt, deren pH-Wert von 2.0 bis 13.0 in 0.5 log-Stufen variierte. Die Durchführung wurde 

bereits beschrieben.313  

 

Zur Bestimmung des pKS-Wertes der 2‘-Hydroxygruppe wurden die chemischen 

Verschiebungen der Signale der Protonen B-D und für die 5-Hydroxygruppe die chemischen 

Verschiebungen des Protons A herangezogen (Abbildung 25). Die pKS-Werte wurden aus den 

chemischen Verschiebung der assoziierten und dissoziierten Form und deren 

korrespondierenden Stoffmengenanteile mittels HENDERON-HASSELBALCH-Gleichung nach 

einer Methode von GIFT et al.393 berechnet. Die Graphen wurden mit der Origin Software 

(Origin Pro 2019, v9.6.0.172, OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) erstellt. Diese 

Ergebnisse wurden bereits publiziert.313  

 

 
Abbildung 25: Markierung der Reporterprotonen A (blau) und B-D (rot) in Ausschnitten der 1H-NMR-Spektren 

von Chlor- (blau) und Bromflavonin (rot) im Bereich mit einer chemischen Verschiebung von G  6.5-12.5 

aufgenommen in DMSO-d6 (289 K, 300 MHz). 

  D       B               C          A 
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Ergebnisse 

Die Bestimmung der Wasserlöslichkeit von Chlor- und Bromflavonin mittels miniaturisierter 

Schüttelmethode konnte nicht vorgenommen werden, da die Wasserlöslichkeit der Verbindung 

unterhalb der Nachweisgrenze von 5 μM, also unter 0.002 g/L lag (Tabelle 15). Somit werden 

beide Wirkstoffe nach Pharmacopoea Europaea (Ph.Eur.) und United States Pharmacopeia 

(USP) als „praktisch unlöslich“ eingestuft. Die Wasserlöslichkeit von mehr als 40 % der 

zugelassenen Arzneimittel wird allerdings als „praktisch unlöslich“ eingestuft.394,395  

 

Zur Beurteilung der Löslichkeiten wurde zunächst ein 1H-NMR-Spektrum von BF in 

Kaliumhydrogenphosphat-Puffer bei einem pH-Wert von 7.4 aufgenommen (Abbildung 26). 

Die Signale von BF waren erst bei 20-facher Vergrößerung sichtbar, was die schlechte 

Wasserlöslichkeit bestätigt (Abbildung 26). Die Verbindung 1g mit einer zusätzlichen 

Hydroxygruppe zeigte eine deutlich verbesserte Löslichkeit um etwa Faktor 415 (Tabelle 14).   

 
Abbildung 26: 1H-NMR-Spektren der Verbindungen BF (violett), 9c (blau), 1g (grün) und 7d (rot) in 

Kaliumhydrogenphosphat-Puffer bei einem pH-Wert von 7.4 (298 K, 600 MHz) unter Verwendung von 

3-(Trimethylsilyl)-1-Propansulfonsäure-Natrium als internem Standard.  
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Tabelle 14: Löslichkeitsverbesserungen der Verbindungen 9c, 1g und 7b im Vergleich zu BF.  
 

   

Verbindung 9c 1g 7b 
Löslichkeitsverbesserung 

um Faktora 
915 ± 230 415 ± 102 4106 ± 1060 

a Mittelwerte ± Standardabweichung (n=4) nach der Formel Faktor = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑙 𝑒𝑖𝑛𝑒𝑠 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑜𝑛𝑠
𝐾𝑜𝑟𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑛𝑑𝑖𝑒𝑟𝑒𝑠  𝐼𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑙 𝑣𝑜𝑛 𝐵𝐹

 

 

Die Verbindung 9c mit einer 5-Aminogruppe anstatt der 5-Hydroxygruppe war um etwa Faktor 

915 besser wasserlöslich als BF (Abbildung 26 und Tabelle 14). Obwohl die Verbindung 7d 

keinen Wasserstoffbrückendonator oder –akzeptor in 5-Position aufweist, ist diese Verbindung 

von den untersuchten IlvB1-Inhibitoren die am besten wasserlösliche Verbindung (Abbildung 

26 und Tabelle 14). Die intramolekulare Wasserstoffbrückenbindung zwischen der 

5-Hydroxygruppe und dem Carbonylsauerstoff führt zu einer starken intermolekularen 

Anziehung und damit schlechten Wasserlöslichkeit wie sie bereits für Flavonoide beschrieben 

wurde.396 

 

Die 1H-NMR-Titration (Abbildung 27) ergab, dass der pKS-Wert der 2‘-Hydroxygruppe bei 6.74 

für Bromflavonin und 6.80 für Chlorflavonin liegt (Tabelle 15). Somit liegen die Verbindungen 

im Nährmedium von M. tuberculosis bei einem pH-Wert von 6.6 annährend zu 50 % dissoziiert 

vor.  

 
Tabelle 15: Zusammenfassung der pKS-Werte von Chlor- und Bromflavonin. 
 Chlorflavonin Bromflavonin 
pKS1 (2’-OH) 6.80 ± 0.07  

10.40 ± 0.03 

6.74 ± 0.04 

10.30 ± 0.04 pKS2 (5-OH) 
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Abbildung 27: 1H-NMR-Titration von Chlorflavonin. 

(A) Ausschnitt des 1H-NMR-Spektrums von Chlorflavonin (1a) bei einer chemischen Verschiebung von G 6.00-

8.00 bei pH-Werten von 2.5-12.5. A-D sind die vier aromatischen Protonen. (B) Titrationskurven (Chemische 

Verschiebung im 1H-NMR Spektrum gegen pH-Wert) der vier aromatischen Protonen A-D, welche mit der 

Origin Software (OriginLab Corporation, USA) berechnet wurden. 
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5.6.3. Chemische und metabolische Stabilität 

In der (prä-)klinischen Entwicklung ist die chemische Stabilität ein zentraler Aspekt, um die 

Qualität, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit eines Arzneimittels zu gewährleisten.397,398 

Darunter versteht man die Fähigkeit einer Verbindung, beliebig lange im Festkörper oder in 

Lösung unverändert bestehen zu können. Darüber hinaus ist die metabolische Stabilität ist ein 

wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von Arzneimitteln. Sie bezieht sich auf die Fähigkeit von 

Verbindungen, durch den humanen oder pathogenen Stoffwechsel nicht verändert zu 

werden.397,398 Diese metabolische Beständigkeit müssen Wirkstoffe gegenüber den humanen 

und bei Infektionserkrankungen pathogenen Stoffwechselprozessen aufweisen. Für die in vitro 

Bestimmung der metabolischen Stabilität werden Mikrosomen als Enzymquelle 

herangezogen, da diese die wichtigsten Enzyme des Arzneimittelstoffwechsels wie 

beispielsweise Cytochrom P450 (CYP) und UDP-Glucuronosyltransferase (UGT) 

exprimieren.399 

Die Evaluation der metabolischen Stabilität liefert entsprechende Informationen über die 

intrinsische Clearance, die wiederum zur Berechnung von weiteren pharmakokinetischen 

Parametern wie der Bioverfügbarkeit und der Halbwertszeit genutzt werden kann. Da diese 

Parameter für die Bewertung von Arzneimitteln und die Compliance der Patienten von großer 

Bedeutung sind, ist die Optimierung der chemischen und metabolischen Stabilität ein zentraler 

Aspekt der präklinischen Wirkstoffentwicklung.400 

 

Methode 

Die Bestimmung der chemischen Stabilität von CF und BF wurde von DR. BERGER im 

Rahmen seiner Promotion nach einer Vorschrift von LEVEN et al. durchgeführt.401 Die 

Stabilitätsmessung erfolgte bei 20 °C in Phosphatpuffer bei pH-Werten von 7.4 und 2.0, die 

nach Herstellungsvorschriften der Ph. Eur. 10.1 hergestellt wurden. 

Die Probenvorbereitung erfolgte, indem 0.4 mg Testsubstanz in 0.25 mL einer Formulierung 

aus Tween® 20 und Ethanol (7/3 v/v) gelöst und mit 1.75 mL des respektiven Phosphatpuffers 

versetzt wurde. Diese Stammlösung wurde kontinuierlich auf dem IKA KS 260 basic 

Kreisschüttler (250 min−1) bei 25 °C geschwenkt und nach 1, 3, 6, 24 und 48 h deren Reinheit 

mittels HPLC-UV/Vis (254 nm, n=1) unter Anwendung eines Normalisierungsverfahrens 

bestimmt. Diese Ergebnisse wurden bereits publiziert.313 

 

Die metabolische Stabilität in M. tuberculosis Zellen erfolgte durch das Institut für 

Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf von DR. 

ANNA-LENE KIFFE-DELF und PROF. DR. RAINER KALSCHEUER mittels Stabilitätsassay. Eine 

wachsende M. tuberculosis H37Rv Zellkultur wurde wie bereits beschrieben behandelt369 und 

jeweils die Testsubstanz CF und 1g zugegeben, sodass eine 100 µM Lösung der 
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Testsubstanz in der Zellkultur entstand. Als Negativkontrolle wurde CF ohne Mykobakterien 

im Nährmedium vermessen. Die Bestimmung der Metaboliten erfolgte nach 0, 24, 72 und 

196 h nach entsprechender Probenvorbereitung mittels HPLC-UV/Vis (340 nm, n=1). Diese 

Daten wurden bereits von DR. KIFFE-DELF in ihrer Dissertation veröffentlicht.369 

 

Der metabolische Stabilität in Lebermikrosomen wurde in Kooperation von dem Drug 

Discovery and Development Centre (H3D), University of Cape Town, Südafrika von DR. 

VINAYAK SINGH, DR. MATHEW NJOROGE und PROF. DR. KELLY CHIBALE mit einem Ein-Punkt-

Test nach DI et al. durchgeführt.313,402 Die Halbwertszeit, die Clearance und das Verhältnis der 

hepatischen Ausscheidung wurden anhand von Standardgleichungen nach DI et al. und 

OBACH et al. bestimmt.402,403 Diese Ergebnisse wurden bereits publiziert.313 

 

Ergebnisse  

Die physikochemische Evaluation zeigte, dass sowohl Chlor- als auch Bromflavonin in 

wässriger Lösung unter physiologischen Bedingungen des Blutes bei pH 7.4 und im sauren 

Milieu des Magens bei pH 2.0 über einen Zeitraum von 48 h bei 20 °C stabil sind (Tabelle 16).  

 
Tabelle 16: Chemische Stabilität von Chlor- und Bromflavonin.  

 Chlorflavonin Bromflavonin 
Chemische Stabilität pH 7.4a > 99 % > 99 % 

Chemische Stabilität pH 2.0a > 99 % > 99 % 
a 0.4 mg Substanz wurde in einer Formulierung aus Tween ® 20, Ethanol und Phosphat-Puffer gelöst und die 

Reinheit bei 254 nm nach 0, 1, 3, 6, 24 and 48 h mittels HPLC bestimmt. 
 

Die metabolische Stabilität von Chlorflavonin und dem strukturell sehr ähnlichen 3-Ethoxy-

Analogon 1g bei Inkubation mit M. tuberculosis Zellen wurde über einen Zeitraum von 8 Tagen 

untersucht. Es zeigte sich, dass sich im HPLC-Chromatogramm beider Substanzen, dass nach 

8 Tagen Inkubation eine Substanz gebildet hat, die nicht in der Blindprobe vorhanden war und 

auf einen Metaboliten oder ein Zersetzungsprodukt von CF und 1g hindeutet. Folglich könnte 

Mt in der Lage sein, CF und 1g in einem sehr langsamen Prozess abzubauen. Diese mögliche 

langsame Metabolisierung hat keinen Einfluss auf die gemessenen MHK90-Werte. Dieser 

Rückschluss wird zudem dadurch unterstützt, dass Chlorflavonin einen bakteriostatischen 

Effekt gegenüber Mt aufweist, der über einen Zeitraum von drei Wochen stabil war.6  

 

Die metabolische Stabilität von Chlor- und Bromflavonin in Lebermikrosomen von Mensch, 

Ratte und Maus ist in Tabelle 17 zusammengefasst. 
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Der prozentuale Anteil der Verbindungen nach 30 Minuten Inkubationszeit lag im Fall von CF 

bei 47 % bis 50 % und von BF bei 41 % bis 60 %. Um die Konsequenzen der moderaten 

in vitro metabolischen Stabilität besser beurteilen zu können, sollten die Metaboliten 

identifiziert werden, da es sich bei den Metaboliten sowohl um inaktive als auch potente(re) 

Verbindungen handeln könnte. Zudem ermöglicht die Identifikation der Metaboliten eine 

zielgerichtete Optimierung der metabolisch-instabilen funktionellen Gruppen und 

Strukturelemente im weiteren Prozess der präklinischen Strukturoptimierung.   

Tabelle 17: Mikrosomale Stabilität von Chlor- und Bromflavonin. 

Verbindung 
Lebermikrosomen-

spezies a 

Verbleibende 

Verbindung nach 

30 min 

[%] 

Vorhergesagte in 

vivo intrinsische 

Clearanceb  

(CLint, app) 

[mL/min/mg] 

Hepatisches 

Extraktionsverhältnis 

(EH)b 

Chlorflavonin 
Mensch 48 76.3 0.78 

Ratte 50 103 0.55 

Maus 47 250 0.74 

Bromflavonin 
Mensch 60 53.4 0.72 

Ratte 41 134.5 0.61 

Maus 45 261.3 0.74 
a Die Testverbindungen wurde in einer Konzentration von 1 μM in Leber Mikrosomen von Mensch, Ratte und Maus 

(0.4 mg/mL) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden mittels LC-MS/MS hinsichtlich der Abnahme der 

Testsubstanz untersucht. b Halbwertszeit, Clearance und hepatische Extraktionsverhältnis wurden mit Hilfe von 

Standardgleichungen nach DI et al. und OBACH et al. berechnet.402,403  
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6. Ergebnisse und Diskussion der Synthese und präklinischen 
Evaluation von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga 

Bisher wurden, wie in Kapitel 2.4.3 ausführlich beschrieben, umfangreiche Untersuchungen 

der Struktur-Aktivitäts-Beziehungen von Fosmidomycin-Analoga anhand der Inhibition von 

M. tuberculosis, E. coli und P. falciparum DXR sowie bakteriellem und plasmodialem 

Wachstum aufgestellt. Zwar zeigten einige Verbindungen, darunter die 

α-Phenylphosphonohydroxamsäuren CL1 und CB1, nanomolare Inhibition der DXR-

Orthologe, allerdings vermögen diese Inhibitoren nicht das Wachstum von Bakterien zu 

hemmen (Tabelle 18). Mit dem neuen Verbindungstyp MAMK89 konnte von der KURZ Gruppe 

ein Inhibitor identifiziert werden, der EcDXR und PfDXR im nanomolaren Bereich inhibiert und 

dabei signifikant lipophiler (ΔclogP ≈ 2) ist als die Verbindung CL1 und CB1.  

 

 

Durch die erhöhte Lipophilie von MAMK89 könnte der Inhibitor in der Lage sein, die Zellwand 

von GRAM-negativen Bakterien oder Mykobakterien zu überwinden. Allerdings zeigte 

MAMK89 mit einem IC50-Wert von 3000 nM einen rapiden Aktivitätsverlust gegenüber MtDXR. 

Da die Einführung eines Schwefelatoms in β-Position des Linkers (CL1) zu einer 64-fachen 

Steigerung der MtDXR-Inhibition im Vergleich zum entsprechenden Carba-Analogon CB1 

führt, sollte das entsprechende β-thia-isosteres Analogon von MAMK89 dargestellt werden. 

Der neue lipophile β-thia-isostere Verbindungstyp (Strukturtyp 1) könnte ebenso wie 

mutmaßlich MAMK89, aufgrund der erhöhten Lipophilie die passive Diffusion ins Zytosol der 

Bakterien fördern. Zu diesem Zweck sollte eine neue Synthesestrategie etabliert werden, die 

die effiziente Darstellung β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga mit N-substituierter 

Hydroxamsäuregruppe erlaubt.   

Tabelle 18: IC50-Werte der Leitstrukturen gegenüber MtDXR, EcDXR und PfDXR sowie cLogP-Werte.  

 

  
 

 CL1a CB1a MAMK89b 

IC50 MtDXR [nM]c 3.1 200 3000 

IC50 EcDXR [nM]c 8.2 243 35 

IC50 PfDXR [nM]d 24 24 30 

cLogPe 0.16 0.24 2.13 
a entnommen von KUNFERMANN et al.235; b entnommen von ABDULLAZIZ et al.234; c n = 2; d n = 3; e berechnet mit 

SwissADME.370 
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6.1. Darstellung β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga des Strukturtyps 1 
Um eine optimierte Synthesestrategie zur Darstellung der β-thia-isosteren Fosmidomycin-

Analoga mit N-Arylalkyl-substituierter Hydroxamsäuregruppe (Strukturtyp 1, Schema 70) zu 

etablieren, sollte die Carbonsäure LXVIII als Schlüsselintermediat dargestellt werden. Das 

Entfernen der Phosphonsäureethylester-Schutzgruppe sollte möglichst im letzten Schritt 

erfolgen, da die freien Phosphonsäuren hydrophil sind und einer säulenchromatographischen 

Isolierung mittels Umkehrphase erfordern (Schema 70, A). Die Synthese der O-geschützten 

Hydroxamsäuren CXV sollte ausgehend von der Carbonsäure LXVIII und O-geschützten 

N-Arylalkylhydroxylaminen CXVII erfolgen, sodass das Entfernen der Hydroxamsäure-

Schutzgruppe unmittelbar vor der Entschützung der Phosphonsäure erfolgen kann (Schema 

70, A).  

 

Zum Aufbau einer Hydroxamsäuregruppe kann eine Carboxylgruppe mittels 

Kupplungsreagenz aktiviert und anschließend im Basischen mit einem Hydroxylamin versetzt 

werden. Problematisch ist die partielle Deprotonierung der Hydroxygruppe des Hydroxylamins 

im basischen Milieu, welche in Konkurrenz zum Hydroxylamin die aktivierte Carboxylgruppe 

angreifen kann. Um diese Nebenreaktion zu unterdrücken, erscheint die Verwendung einer 

 
Schema 70: Retrosynthese zur Darstellung N-Arylalkyl-substituierter β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga 

vom Strukturtyp 1. Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch, FGI = engl. functional group 

interconversion = Umwandlung einer funktionellen Gruppe, SG = Schutzgruppe. 
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Schutzgruppe für die Hydroxygruppe des Hydroxylamins CXVII wie Benzyl (Bn), 

Tetrahydropyranyl (THP) oder Triphenylmethyl (Trityl) sinnvoll (Schema 70, A). 

Die Synthese der Carbonsäure LXVIII sollte ebenfalls in Anlehnung an die etablierte 

Syntheseroute 2 (Schema 31) von LIENAU möglich sein, wobei auf eine Isolierung der 

α-Mercaptophosphonate LXV verzichtet werden sollte (Schema 70, B). In der angestrebten 

konsekutiven Ein-Topf-Reaktion sollte die TMS-Schutzgruppe der Carbonsäure CXVI durch 

salzsaure Aufarbeitung entfernt werden. Die S-Alkylierung mit TMS-Bromacetat (CXVII) sollte 

ebenfalls im Ein-Topf-Verfahren erfolgen.  

Zur Darstellung O-geschützter N-Arylalkylhydroxylamin Hydrochloride CXVII sollte die 

Hydroxylamin-Funktionalität einfach geschützt sein, damit eine Zweifach-Alkylierung der 

Hydroxylamin-Funktionalität vermieden wird. Ausgehend von kommerziell erhältlichen 

O-geschützten Hydroxylaminen CXXI können diese mit Di-tert-butyldicarbonat (Boc2O) 

einfach zu den Intermediaten CXX geschützt und anschließend im Basischen mit 

Arylalkylhalogeniden zu CXIX alkyliert werden (Schema 70, C). Das Entfernen der 

Boc-Schutzgruppe liefert die entsprechenden O-geschützten N-monoalkylierten Hydroxylamin 

Hydroychloride CXVII (Schema 70, C).   
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6.1.1. Darstellung der Carbonsäure 13 und O-Benzyl-N-(3-phenylpropyl)hydroxylamin 
Hydrochlorid 17 

Für den ersten Schritt zur Darstellung der Carbonsäure 13 wurde eine etablierte Vorschrift von 

MIKOLAJCZYK et al. genutzt.279 Diethylbenzylphosphonat (10) wurde mittels n-Butyllithium 

bei -78 °C in THF zum Benzylanion deprotoniert und mit elementarem Schwefel versetzt 

(Schema 71).  

 

 
Schema 71: Synthese der Carbonsäure 13 im konsekutiven Ein-Topf-Verfahren. 

(a) i) 1.10 Äq. n-BuLi, 0.125 Äq. S8, THF, -78 °C, 1 h; ii) -20 °C, 1 h; iii) RT, 1 h (b) 1.60 Äq. TMS-Bromacetat, 

1.00 Äq. K2CO3, 0 °C, 1 h; (c) 1 M HCl(aq.).  

Durch einen nukleophilen Angriff des Carbanions an Schwefel entsteht das Thiolat 11. 

Langsames Erwärmen auf -20 °C führt zur allmählichen Erhöhung der Löslichkeit des 

Schwefels, sodass die Bildung von Disulfiden als mögliche Nebenreaktion unterdrückt wird.279 

Nach Erwärmen auf Raumtemperatur wurden dem Ansatz ein Äquivalent Kaliumcarbonat 

sowie tropfenweise Trimethylsilylbromacetat, welches kommerziell verfügbar ist, zugegeben. 

Das Thiolat 11 vermag das Bromid in einer SN2-Reaktion nukleophil zu substituieren, sodass 

die TMS-geschützte Carbonsäure 12 in situ erhalten werden konnte (Schema 71). Nachdem 

der Ansatz 1 h lang gerührt wurde bei 0° C 1 M Salzsäure zugegeben, welche zur Hydrolyse 

des Silylesters führte, sodass die Carbonsäure 13 nach Säure-Base-Extraktion in einer 

Gesamtausbeute von 57 % über drei Schritte gewonnen werden konnte (Schema 71). Die neu-

etablierte konsekutive Ein-Topf-Reaktion ermöglicht die Synthese und Aufarbeitung des 

Schlüsselintermediates 13 ausgehend von kommerziell verfügbaren und günstigen Edukten 

innerhalb von 5 h im Multigramm-Maßstab.  
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Schema 72: Darstellung von O-Benzyl-N-(3-phenylpropyl)hydroxylamin Hydrochlorid (17).  

(a) 1.10 Äq. Boc2O, 1.10 Äq. Et3N, EtOH, RT, 16 h; (b) 1.00 Äq. NaH, 1.00 Äq. 1-Brom-3-Phenylpropan, THF, 

N2, 0 °C – RT, 16 h; (c) 10.0 Äq. 4 M HCl/Dioxan, Et2O, RT, 16 h.  

Die Synthese von O-Benzyl-N-(3-phenylpropyl)hydroxylamin Hydrochlorid (17) erfolgte in 

Anlehnung an die Syntheseroute von ABDULLAZIZ et al. (Schema 72).234,404 Ausgehend von 

O-Benzylhydroxylamin (14) wurde die Mono-Boc-Schützung in Ethanol mit Triethylamin als 

Hilfsbase durch portionsweise Zugabe von Di-tert-butyldicarbonat durchgeführt, um eine 

Zweifach-Alkylierung der Hydroxylamin-Funktionalität zu unterdrücken. Das gewünschte 

N-Boc-O-Benzylhydroxylamin 15 konnte in einer Ausbeute von 94 % nach 

säulenchromatographischer Isolierung gewonnen werden (Schema 72). Durch N-Alkylierung 

von N-Boc-O-Benzylhydroxylamin 15 in DMF mit Natriumhydrid als Base und Zutropfen des 

Alkylanz 1-Brom-3-Phenylpropan unter Eisbadkühlung konnte das Phenylpropoxycarbamat 16 

in einer Ausbeute von 82 % gewonnen werden (Schema 72). Das anschließende Entfernen 

der Boc-Schutzgruppe gelang durch Zugabe einer Lösung von Chlorwasserstoff in 1,4-Dioxan 

(4 M), wobei O-Benzyl-N-(3-phenylpropylhydroxylamin Hydrochlorid (17) als farbloser Feststoff 

mit einer ausgezeichneten Ausbeute von 99 % präzipitierte (Schema 72).  

 

6.1.2. Versuche zur Darstellung der O-Benzyl-N-phenylpropylhydroxamsäure 18 

Nachfolgend sollte die Kupplung der Carbonsäure 13 mit O-Benzyl-N-(3-

phenylpropyl)hydroxylamin Hydrochlorid (17) erfolgen. Da die Nukleophilie von 

Hydroxylamino- im Verglich zu Aminogruppen aufgrund des elektronenziehenden Effektes des 

benachbarten Sauerstoffatoms herabgesetzt ist, empfiehlt sich für diese Reaktion der Einsatz 

eines Kupplungsreagenz, um die Carboxylgruppe zum Aktivester zu aktivieren.405,406  
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Zunächst wurde die Synthese mit HATU und DIPEA in DMF analog zu den 

Kupplungsreaktionen der Carba-Analoga nach ABDULLAZIZ et al. durchgeführt.234,404 Die 

Carbonsäure 13 wurde mit HATU und DIPEA in DMF vorgelegt und für 10 Minuten gerührt. 

Dies führte zur Aktivierung der Carboxylgruppe durch Bildung eines reaktiven Azabenzotriazol 

(OAt)-Esters CXIII (Schema 73, A), welcher anschließend durch das Hydroxylamin 17 
nukleophil substituiert wurde.407,408 

Die Reaktionskontrolle mittels HPLC zeigte fast vollständigen Eduktumsatz und das Auftreten 

vieler nicht identifizierbarer Nebenprodukte, sodass die gewünschte N- und O-alkylierte 

Hydroxamsäure 18 nur in schlechter Ausbeute von 12 % isoliert werden konnte (Tabelle 19, 

Zeile 1). Zur Verbesserung der Ausbeute und damit einhergehenden Reduktion der 

Nebenprodukte wurden verschiedene Literaturvorschriften mit unterschiedlichen 

Kupplungsreagenzien gewählt, deren Reaktivität möglichst divers sein sollte. Die Reaktionen 

wurden jeweils bei Raumtemperatur durchgeführt und der Umsatz nach 16 h mittels HPLC 

analysiert (Tabelle 19).   

Tabelle 19: Optimierung der Kupplungsreaktion der Carbonsäure 13 und O-Benzyl-N-(3-

phenylpropyl)hydroxylamin Hydrochlorid 17.  

 

Zeile Kupplungsreagenz Additiv Base LM 
Edukt 
[%]a 

Produkt 
[%]a 

1 1.0 Äq. HATU  3.0 Äq. DIPEA DMF 9 
35 

(12)b 

2 1.0 Äq. HBTU  3.0 Äq. DIPEA CH2Cl2 4 81 

3 1.1 Äq. COMU  2.0 Äq. DIPEA DMF 17 5 

4 1.0 Äq. DIC 1.0 Äq. HOAt  DMF 14 38 

5 1.1 Äq. EDC•HCl 1.1 Äq. HOAt 2.2 Äq. Et3N CH2Cl2 2 87 

6 1.4 Äq. DCC  0.1 Äq. 4-DMAP 1.4 Äq. Et3N CH2Cl2 7 57 

7 1.5 Äq. CDI   THF 4 
85 

(84)b 
a Bestimmung des Reaktionsumsatzes durch den Vergleich der AUC im HPLC-Chromatogramm. b Isolierte 

Ausbeute. 
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Im Vergleich zu HATU ist dessen Analogon 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU) weniger reaktiv (Schema 73, A),408,409 sodass 

dieses ebenfalls erprobt wurde (Tabelle 19, Zeile 2). Zwar war der Reaktionsumsatz 

hervorragend und im HPLC-Chromatogramm kaum Nebenprodukte zu sehen, allerdings ergab 

sich für diesen Ansatz ein Problem bei der Reinigung. Als Nebenprodukt, welches sich nicht 

mit der HPLC erfassen lässt, entsteht im Verhältnis 1:1 zum Produkt Tetramethylharnstoff, 

welcher die Abgangsgruppe bei der Bildung des OBt-Esters CXXIII darstellt.408 

Tetramethylharnstoff ließ sich säulenchromatographisch und mittels Umkristallisation nicht 

vollständig von dem Produkt 18 abtrennen. Weiterhin wurde (1-Cyano-2-ethoxy-2-

oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium-hexafluorophosphat (COMU) 

 
Schema 73: Aktivierung von Carbonsäuren CXXII durch Kupplungsreagenzien. 

A O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N′,N′-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HATU) und 2-(1H-Benzotriazol-

1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-uronium-hexafluorophosphat (HBTU), B 1-Cyano-2-ethoxy-2-

oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium-hexafluorophosphat (COMU), C N,N'-

Diisopropylcarbodiimid (DIC), 1-Ethyl-3-(3-dimeth-ylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid (EDC•HCl) oder 

Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), D 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt), E 4-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) 

oder F 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI). 
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als Uronium-basiertes Kupplungsreagenz getestet, welches weniger reaktiv als HATU und 

HBTU ist (Schema 73, B).409,410 COMU zeigte von allen getesteten Kupplungsreagenzien den 

geringsten Eduktumsatz bei einer Produktbildung von 4 % (Tabelle 19, Zeile 3). 

Weiterhin wurden N,N'-Diisopropylcarbodiimid (DIC) und EDC•HCl in Kombination mit 

HOAt407,411 gewählt (Tabelle 19, Zeile 4-5). EDC und DIC sind Carbodiimide, die mit 

Carbonsäuren CXXII zu O-Acylisoharnstoffen CXXV reagieren (Schema 73, C). Diese können 

zum einen direkt mit einem Hydroxylamin gekuppelt oder durch HOAt zum reaktiveren OAt-

Ester CXXIII stärker aktiviert werden (Schema 52, D).407 Dementsprechend sollte die 

Kombination aus Carbodiimid und HOAt eine geringere Reaktivität als HATU aufweisen.409 Im 

Falle von EDC•HCl wurde zusätzlich Triethylamin verwendet, um die Bildung des 

O-Acylisoharnstoffe CXXV zu erleichtern (Tabelle 19, Zeile 5). Bei DIC/HOAt konnte 

Produktbildung im Vergleich zu HATU nicht signifikant verbessert werden, jedoch war der 

Eduktumsatz schlechter als bei der Verwendung von HATU. Bei Verwendung von 

EDC•HCl/HOAt/Et3N hingegen zeigte sich nahezu vollständiger Eduktumsatz bei einer 

Produktbildung von 87 %. Probleme traten jedoch bei dieser Reagenzien-Kombination bei der 

Isolierung des Produktes 18 auf, da sich ein nicht weiter identifiziertes Nebenprodukt gebildet 

hatte, welches säulenchromatographisch nicht entfernt werden konnte. In einem folgenden 

Ansatz wurde Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in Kombination mit katalytischen Mengen 

4-Dimethylaminpyridin (4-DMAP) verwendet (Tabelle 19, Zeile 6). Auch in diesem Fall kommt 

es intermediär zur Bildung eines O-Acylisoharnstoffs CXXV (Schema 73, C),409 der durch 

Reaktion mit 4-DMAP zum N-Acylpyridiniumion CXXVI umgesetzt wird (Schema 73, E).409 

Sowohl der Anteil des restlichen Eduktes als auch die Produktbildung waren mit 7 %, bzw. 

57 % signifikant schlechter als bei EDC•HCl/HOAt/Et3N (Tabelle 19, Zeile 6). 

Letztlich wurde als Kupplungsreagenz noch 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) eingesetzt, da sich 

dieses im Vergleich zu den zuvor eingesetzten Reagenzien durch seine Simplizität 

auszeichnet. Bei der Aktivierung der Carbonsäuren CXXII zum Imidazoliden CXXVII (Schema 

73, F) und der anschließenden Kupplungsreaktion entstehen als Nebenprodukte CO2 und zwei 

Äquivalente Imidazol409, welche durch saure Extraktion einfach entfernt werden können. Die 

Reaktionskontrolle mittels HPLC zeigte nahezu vollständigen Eduktumsatz und eine 

Produktbildung von 85 %, welches auch der Ausbeute nach Extraktion mit 1 M Salzsäure und 

säulenchromatographischer Isolierung entsprach (Tabelle 19, Zeile 7).   
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Im nächsten Schritt sollte die Benzyl-Schutzgruppe von Verbindung 18 mit 10 mol% Palladium 

auf Aktivkohle hydrogenolytisch entfernt werden. Dabei zeigte sich auch nach 24 h nach 

mehrmaligem Auffüllen des Wasserstoffballons kein Reaktionsumsatz (Schema 74). In einem 

nächsten Versuch wurden 1.10 Äquivalente Palladium verwendet, allerdings zeigte sich auch 

hier nach 24 h keine Umsetzung des Edukts (Schema 74). Da dieser Reaktionsschritt für die 

Carba-Analoga nahezu quantitativ abläuft, liegt der Schluss nahe, dass die Thioethergruppe 

zur Inaktivierung des Katalysators führt. Thioether zeigen ein ausgeprägtes 

Koordinationsvermögen zu Palladium,412 was dessen katalytische Aktivität in dieser Reaktion 

einschränken könnte. Als nächste Option wurde eine Bortribromid-vermittelte Debenzylierung 

in Dichlormethan bei -50 °C als alternative Entschützung erprobt, wobei ein komplexes 

Gemisch aus Edukt, N-desalkyliertem und O- und N-desalkyliertem Nebenprodukt sowie dem 

gewünschten O-desalkyliertem Produkt entstand, welches nicht in ausreichender Reinheit 

isoliert werden konnte (Schema 74).   

 
Schema 74: Avisiertes Entfernen der Benzylschutzgruppe unter Verwendung verschiedener Methoden. 

(a) 10 mol% Pd/C, H2, MeOH, 24 h (b) 1.10 Äq. Pd/C, H2, MeOH, 24 h (c) 1.00 Äq. BBr3, CH2Cl2, -50 °C, 

30 min.  
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6.1.3. Darstellung der Phosphonohydroxamsäure 20 

Da die Möglichkeiten zum Schützen des Hydroxylamin-Sauerstoffs begrenzt sind,413 sollte im 

nächsten Ansatz getestet werden, ob auf den Einsatz einer Hydroxy-Schutzgruppe für die 

Kupplungsreaktion verzichtet werden könnte. Um dies zu untersuchen, wurde N-(3-

Phenylpropyl)hydroxylamin 17a als Intermediat hergestellt (Schema 75).  

 

 

Ausgehend von Hydroxylamin Hydrochlorid (14a), wurden die Hydroxy- und die 

Hydroxylaminogruppe jeweils Boc-geschützt, indem das Edukt in einer Mischung aus 

Cyclohexan und Methyl-tert-butylether (5:1 v/v) gelöst und mit Triethylamin und Di-tert-

butyldicarbonat versetzt wurde (Schema 75). tert-Butyl-((tert-butoxycarbonyl)oxy)carbamat 

(15a) wurde anschließend mit 1-Brom-3-phenylpropan unter Verwendung von Natriumhydrid 

als Base in DMF alkyliert. DMF wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Intermediat 

16a im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde in THF aufgenommen und mit einer 

Lösung von Chlorwasserstoff in 1,4-Dioxan (4 M) versetzt, sodass beide Boc-Schutzgruppen 

simultan entfernt und N-(3-Phenylpropyl)hydroxylamin 17a über zwei Schritte in einer 

Ausbeute von 63 % dargestellt werden konnte (Schema 75). 

 

 

 

 

 
Schema 75: Darstellung von N-(3-phenylpropyl)hydroxylamin (17a).  

(a) 2.10 Äq. Et3N, 2.00 Äq. Boc2O, Cyclohexan/Methyl-tert-butylether (5:1 v/v), 0 °C, 6 h; (b) i) 1.00 Äq. 1-Brom-

3-phenylpropan, 1.00 Äq. NaH, DMF, N2, 0 °C - RT, 16 h; (ii) 10.0 Äq. 4 M HCl/Dioxan, Et2O, RT, 16 h. 

 
Schema 76: Darstellung des N-Phenylpropyl β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analogons 20.  

(a) 1.50 Äq. CDI, 1.10 Äq. N-Phenylpropylhydroxylamin Hydrochlorid (17a), THF, RT, 16 h; (b) 5.00 Äq. TMSBr, 

CH2Cl2, 0 °C – RT, 48 h; (c) H2O, THF, RT, 45 min. 
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Die CDI-vermittelte Kupplung der Carbonsäure 13 mit N-(3-Phenylpropyl)hydroxylamin (17a) 

wurde mit den optimierten Bedingungen durchgeführt und verlief mit einer Ausbeute von 49 %, 

ohne dass die Bildung O-acylierter Nebenprodukte beobachtet wurde (Schema 76). Im letzten 

Schritt erfolgte die TMSBr-vermittelte Desalkylierung des Phosphonsäurediethylesters im 

konsekutiven Ein-Topf-Verfahren in Anlehnung an BRÜCHER et al.414-416 mit 10 Äquivalenten 

TMSBr unter Stickstoffatmosphäre in wasserfreiem Dichlormethan (Schema 76). Der 

intermediär gebildete Silylester wurde nach 48 h durch Zugabe von wenigen Tropfen Wasser 

zu der entsprechenden Phosphonohydroxamsäure 20 hydrolysiert (Schema 76), wobei als 

Nebenprodukte Trimethylsilylalkohol und Ethylbromid entstanden. Das Lösemittel wurde 

mithilfe eines Stickstoffgegenstroms entfernt, das Rohprodukt in wenig Dichlormethan gelöst 

und bei Raumtemperatur an 100 mg Kieselgel adsorbiert. Die Aufreinigung erfolgte durch 

säulenchromatographische Reining an 300 mg Kieselgel mit einem Gradienten bestehend aus 

Cyclohexan und Ethylacetat. Zunächst wurden etwa 20 Säulenvolumen (SV) Cyclohexan als 

Eluent verwendet, um das Ethylbromid zu entfernen. Anschließend wurde das Elutionsmittel 

zu Cyclohexan/Ethylacetat (1/1 v/v) verändert, sodass das Produkt mit nicht abgetrenntem 

orangenen Trimethylsilylalkohol von der Säule kam. Anschließend wurde mit 500 SV 

Ethylacetat der restliche Teil des Produkt von der Säule eluiert. Die orangenen Fraktionen 

wurden verworfen, die weiteren Fraktionen vereint und das Lösemittelvolumen mittels 

Stickstoffgegenstrom auf ca. 5 mL reduziert. Die Zugabe von Cyclohexan und Lagerung im 

Tiefkühlschrank bei -20 °C für 24 h führte zur Präzipitation der Phosphonohydroxamsäure 20, 

welche nach Filtration in einer Ausbeute von 43 % isoliert werden konnte. Zusammenfassend 

gelang die Synthese der Zielstruktur 20 nach intensiver Optimierung über drei Schritte durch 

konvergente Syntheseführung mit einer Gesamtausbeute von 13 %.   
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6.2. Darstellung β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga des Strukturtyps 2 
Eine eingehende Analyse der Kristallstruktur von PfDXR und MtDXR zeigte, dass der 

α-Phenyl-Ring der Fosmidomycin-Analoga an der Oberfläche des Enzyms lokalisiert und 

gegenüber dem Lösemittel exponiert ist (Abbildung 28). Die Bindetasche kann durch 

Bewegen einer flexiblen Seitenkette des Enzyms geöffnet und geschlossen werden. Bei 

Bindung der Fosmidomycin-Analoga mit substituierten α-Phenyl-Ringen an das katalytische 

Zentrum des Enzyms, befindet sich die flexible Seitenkette in einer offenen Konformation. 

Die offene Konformation führt zu einer geringeren sterischen Hinderung von Substituenten 

am α-Phenyl-Ring.  

 
Abbildung 28: Übereinander gelegte Kristallstrukturen von PfDXR (hellblau, PDB 3WQQ)416 und MtDXR 

(grau, PDB 2Y1D) in Komplex mit einem DXR-Inhibitor.  

 

Diese Kristallstrukturanalyse legt den Schluss nahe, dass große lipophile Substituenten am 

α-Phenyl-Ring eingeführt werden könnten, welche möglicherweise zusätzliche VAN-DER-

WAALS-Interaktionen mit der Enzymoberfläche eingehen. Um diese Hypothese zu 

untersuchen, sollen längere (Aryl-)Alkylketten über verschiedene Verbindungseinheiten 

darstellt werden. Als Verbindungseinheit für diesen Strukturtyp 2 wurden dabei ein Ether- 

(Kapitel 6.2.1) und ein Anilid-Strukturmotiv (Kapitel 6.2.2) gewählt.   
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6.2.1. α-(Alkoxyphenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga 

Um eine neue Synthesestrategie zur Darstellung α-Alkoxyphenyl-substituierter β-thia-isosterer 

Fosmidomycin-Analoga zu etablieren, sollte wie schon in Kapitel 6.1 beschrieben, die 

Phosphonsäureethylester-Schutzgruppe von CXXIX im letzten Schritt entfernt werden 

(Schema 77). Die Synthese der Hydroxamsäuren CXXIX sollte ausgehend von substituierten 

Carbonsäuren XCCCI und N-Methylhydroxylamin Hydrochlorid (CXXX) analog zu der in 

Kapitel 6.1.2 beschrieben CDI-Kupplung erfolgen (Schema 77).  

 

 

Um die Carbonsäuren XCCCI ausgehend von α-Mercaptophosphonaten CXXXIII über eine 

S-Alkylierung zu synthetisieren, bedarf es einer Schutzgruppe für die Carboxylgruppe des 

Alkylanz CXXXIV wie TMS, Methyl oder tert-Butyl (Schema 77). Im Vergleich zur etablierten 

Syntheseroute (Schema 31) von LIENAU sollte die Darstellung der α-Mercaptophosphonate 

CXXXIII aus einem leicht zugänglichen α-Hydroxyphosphonaten CXXXVI über eine 

nukleophile Substitution zum α-Thiocyanophosphonat CXXXV und anschließender Reduktion 

gewonnen werden. Die entsprechenden α-Hydroxyphosphonate CXXXVI können aus 

Phosphonsäurediethylester (CXXXVII) und substituierten Benzaldehyden CXXXVIII 
hergestellt werden. Als Modellverbindung zur Etablierung der neuen Synthesestrategie wurde 

zunächst Benzaldehyd gewählt, um mögliche Nebenreaktionen mit funktionellen Gruppen 

auszuschließen.   

 
Schema 77: Retrosynthetische Überlegung zur Darstellung α-Phenyl-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga.  
Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch, FGI = engl. functional group interconversion = Umwandlung 

einer funktionellen Gruppe. SG = Schutzgruppe. 
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6.2.1.1. Versuche zur Darstellung von Diethyl (phenyl(thiocyanato)methyl) 
phosphonat 

Zunächst wurde die Synthese von Diethyl(hydroxy(phenyl)methyl)phosphonat (22a) 

durchgeführt, bei der zwei verschiedene Vorschriften verwendet wurden (Schema 78).  

 

 
Schema 78: Versuch zur Darstellung von α-Mercaptophosphonat 22-SH.  

(a) 1.10 Äq. Phosphonsäurediethylester, 2.20 Äq. Et3N, 0 °C, 1 h; (b) 1.00 Äq. Phosphonsäurediethylester, 

1.00 Äq. MgO; RT, 1 h; (c) 2.00 Äq. NH4SCN, 2.00 Äq. DDQ, 2.00 Äq PPh3, CH2Cl2, RT, 24 h.417  

 

Benzaldehyd (21a) wurde mit einem leichten Überschuss an Phosphonsäurediethylester und 

2.20 Äquivalenten Triethylamin in Dichlormethan für eine Stunde bei Raumtemperatur 

umgesetzt, welches das gewünschte Produkt 22a nach säulenchromatographischer Isolierung 

in 91 % lieferte. Alternativ wurden äquimolare Mengen Magnesiumoxid, Benzaldehyd (21a) 

und Phosphonsäurediethylester für eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Nach dem 

Verdünnen des Reaktionsansatzes mit Ethylacetat und Waschen der organischen Phase mit 

1 M Salzsäure konnte 22a in einer exzellenten Ausbeute von 99 % isoliert werden. Aufgrund 

der effizienter Atomökonomie, den Verzicht auf Lösemittel und der schnelleren Aufarbeitung 

wurde die Magnesiumoxid-mediierte PUDOVIK-Reaktion als neue allgemeine Arbeitsvorschrift 

(AAV) etabliert. Das α-Hydroxyphosphonat 22a sollte mithilfe eines 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-

1,4-benzochinon (DDQ)/Triphenylphosphan (TPP)-Systems durch Zugabe von 

Ammoniumthiocyanat in das α-Thiocyanophosphonat 22-SCN überführt werden (Schema 78). 

Die Autoren postulierten für diese Reaktion, dass DDQ und TPP ein zwitterionisches Addukt 

bildet, an welches an die α-Hydroxygruppe von 22a bindet. Die so aktivierte α-Hydroxygruppe 

kann im Folgenden durch das Thiocyanat-Anion nukleophil substituiert werden (Schema 

79).417  
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Schema 79: Postulierter Reaktionsmechanismus einer 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon 

(DDC)/Triphenylphospan (TPP)-vermittelten nukleophilen Substitution.417 

 

Die Reaktionskontrolle mittels Dünnschichtchromatographie zeigte das Auftreten vieler 

Nebenprodukte und die säulenchromatographische Reinigung lieferte keine reinen Fraktionen, 

da sich DDQ nicht entfernen ließ. Da das Entfernen von DDQ auch nach Optimierung der 

Reaktionsbedingungen mutmaßlich als schwierig erwiesen hätte, wurde dieser Ansatz nicht 

weiterverfolgt.  

Stattdessen wurde das α-Hydroxyphosphonat 22a mit p-Toluolsulfonsäurechlorid im 

Basischen mit 4-DMAP als Katalysator über 24 h bei Raumtemperatur zu dem 

α-Tosylphosphonat 23a in einer guten Ausbeute von 69 % umgesetzt (Schema 80).  

 

 
Schema 80:Versuch zur Darstellung des α-Mercaptophosphonats 22-SH nach GULEA et al.281  

(a) 1.20 Äq. p-TsCl, 0.10 Äq. 4-DMAP, 2.50 Äq. Et3N, CH2Cl2, 0 °C – RT; (b) 4.00 Äq. KSCN, 0.39 Äq. 

[18]Krone-6, ACN.  

 

Da das Tosylat eine wesentlich bessere Abgangsgruppe als Hydroxid-Ionen darstellen, sollte 

die Umsetzung von 23a mit vier Äquivalenten Kaliumthiocyanat in Acetonitril bei 

Raumtemperatur stattfinden (Schema 80).281 Um die Bildung des Thiocyanat-Anions zu 

begünstigen wurde [18]Krone-6 als Kryptand für Kalium zugegeben.281 Nach 24 h zeigten sich 

auch bei dieser Reaktion viele Nebenprodukte, sodass das gewünschte 

α-Thiocyanophosphonat 22-SCN nicht isoliert werden konnte.   
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6.2.1.2. Darstellung von α-(Alkoxyphenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga 

Zwar war die Darstellung des α-Mercaptophosphonats 22-SH über das 

α-Thiocyanophosphonat 22-SCN nicht erfolgreich (Kapitel 6.2.1.1), allerdings konnten aus 

diesen Versuchen Erkenntnisse für neue retrosynthetische Analysen herangezogen werden. 

Da die nukleophile Substitution des α-Tosylphosphonat 23a unter vollständigem Eduktumsatz 

stattfand, könnte die nukleophile Substitution des Tosylates 23a direkt mit Methylthioglycolat 

(CXL) durchgeführt werden, um somit zur Methyl-geschützten Carbonsäure CXXXII zu 

gelangen (Schema 77).  

 

 

Für den weiteren Verlauf dieses Projektes wurden verschiedene substituierte Benzaldehyde 

mit langkettigen lipophilen Substituenten (21d-g) als Edukte für die Darstellung der 

α-Hydroxyphosphonate 23 gewählt (Schema 82). Die Alkoxybenzaldehyde (21d-g) wurden 

ausgehend von 3- oder 4-Hydroxybenzaldehyd (21b-c) mit 1-Bromhexan oder N-(6-

Bromhexyl)phthalimid unter Verwendung von Kaliumcarbonat als Base in Acetonitril alkyliert. 

Die anschließende PUDOVIK-Reaktion mit Phosphonsäurediethylester und Magnesiumoxid 

gelang in guten bis ausgezeichneten Ausbeuten (Schema 82). Probleme breiteten bei dieser 

Reaktion die (6-Phthaloyl)hexoxy-substituierten Verbindungen 21f-g, da diese im Verlauf der 

Reaktion fest wurden und die Homogenisierung des Reaktionsansatz ausblieb. Dieses 

Problem konnte gelöst werden, indem der Feststoff mehrmals in Dichlormethan im 

Ultraschallbad suspendiert und das Lösemittel unter vermindertem Druck am 

Rotationsverdampfer vollständig entfernt wurde. Dieser Prozess wurde bis zum vollständigen 

Eduktumsatz wiederholt.  

 
Schema 81: Retrosynthetische Überlegung zur Darstellung der Methyl-geschützten Carbonsäure CXXXII. 

Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch. 
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Die anschließende Tosylierung zu den α-Tosylphosphonaten 23b und 23c in Dichlormethan 

mit Tosylchlorid und katalytischen Mengen 4-DMAP verlief in guten bis ausgezeichneten 

Ausbeuten (Schema 82). Bei der geplanten Tosylierung der para-substituierten 

α-Hydroxyphosphonate 22c und 22e zeigte sich in den 1H-NMR-Spektren der isolierten 

Produkte, dass es sich nicht um Tosylate handeln konnte, da die entsprechenden Signale des 

Phenylrings und der Methylgruppe nicht vorhanden waren (Abbildung 29). Dennoch waren 

signifikante Verschiebungen der aromatischen Signale sowie des Dubletts vom α-Proton im 

Vergleich zum jeweiligen Edukt zu erkennen, sodass der Schluss nahelag, dass es sich nicht 

um die Edukte handeln könne. Dies bestätigt auch der Vergleich der 31P-NMR-Spektren der 

jeweiligen α-Hydroxyphosphonate 22c und 22e und der gebildeten Produkte 24a und 24b. Das 

Signal der isolierten Produkte 24a und 24b lag in den 31P-NMR-Spektren bei einer chemischen 

Verschiebung von G 17.46, während die Signale der α-Hydroxyphosphonaten 22c und 22e bei 

einer chemischen Verschiebung von G 21 – 22 lagen. Die Auswertung von hochaufgelösten 

Elektronensprayionisation (ESI)- und Elektronenionisation (EI)-Massenspektren bestätigten 

die Hypothese, dass es sich um die α-Chlorphosphonate 24a und 24b handelte.   

 
Schema 82: Synthese der α-Tosyl- (23b-c) und α-Chlorphosphonate (24a-b).  

(a) 1.00 Äq. 1-Bromhexan oder 1.00 Äq. N-(6-Bromhexyl)phthalimid, 2.00 Äq. K2CO3, ACN, Reflux, 24 h; (b) 

1.00 Äq. Phosphonsäurediethylester, 1.00 Äq. MgO, RT, 1 h; (c) 1.20 Äq. p-TsCl, 0.10 Äq. 4-DMAP, 2.50 Äq. 

Et3N, CH2Cl2, 0 °C – RT, 18 h.  
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Die α-Chlorphosphonate 24a und 24b müssen bereits in situ aus den entsprechenden 

α-Tosylphosphonaten durch Nukleophile Substitution der Tosylgruppe durch die frei 

gewordenen Chlorid-Ionen entstanden sein, da bereits die dünnschichtchromatographische 

Reaktionskontrolle deutlich unterschiedliche Rf-Werte im Vergleich zu den meta-substituierten 

Verbindungen 23b und 23c aufwiesen und sich die Rf-Werte nach der Extraktion mit 1 M 

Salzsäure nicht änderten.  

 

Diese in situ-Substitution wurde in der Literatur vielfach beschrieben und lässt sich dadurch 

begründen, dass elektronenschiebende Alkoxy-Substituenten das intermediär gebildete 

Benzylkation nach Abspaltung des Tosylates unter SN1-Bedingungen stabilisieren (Schema 

83).418,419  

 

 
Schema 83: Bildung eines mesomeriestabilisierten Carbokations am Beispiel eines para-Alkoxy-substituierten 

α-Tosylphosphonats.  

 

 
Abbildung 29: Übereinander gelegte 1H-NMR-Spektren der Verbindung 22c (blau) und 24a (rot) im Bereich 

von G 4.7-7.5. Aufgenommen in Chloroform-d (293 K, 300 MHz)  
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Aufgrund dieses Sachverhaltes wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass Substituenten in 

para-Position die Reaktivität des benzylischen Kohlenstoffs und damit einhergehend den 

Verlauf der nukleophilen Substitution nach SN1- oder SN2-Mechanismus stärker beeinflussen 

als die Polarität des Lösemittels und der verwendeten Base.418 Folglich ist es 

unwahrscheinlich, bei den para-Alkoxy-substituierten 24a und 24b das entsprechende Tosylat 

zu isolieren, sodass hierzu keine weiteren Versuche unternommen und der nachfolgende 

Reaktionsschritt mit den α-Chlorphosphonaten 24a und 24b durchgeführt wurde (Schema 84).  

 

 

Sowohl die α-Tosylphosphonate 23b und 23c als auch die α-Chlorphosphonate 24a und 24b 

wurden durch Methylthioglycolat und Cäsiumcarbonat als Hilfsbase in DMF nukleophil 

substituiert (Schema 84). Die Ausbeuten für die reaktiveren α-Tosylphosphonate 23b und 23c 

lagen bei 55 %, bzw. 75 %, während die α-Chlorphosphonate 24a und 24b schlechtere 

Ausbeuten von 54 % und 29 % lieferten (Schema 84). Die Hydrolyse des Methylesters der 

Verbindungen 25a und 25b gelang mit wässriger Lithiumhydroxid-Lösung in ausgezeichneten 

Ausbeuten (Schema 84). Für das Phthaloyl-substituierte Analogon 25c wurde die Hydrolyse 

des Methylesters ebenfalls mit einem Äquivalent Lithiumhydroxid in THF/Wasser bei 

Raumtemperatur erprobt, wobei sich nach 30 Minuten neben dem Edukt drei weitere 

(Neben-)Produkte im HPLC-Chromatogramm zeigten, welche massenspektrometrisch (LC-

MS) näher untersucht wurden (Schema 85). Während noch 23 % des Edukt 25c vorhanden 

waren, wurde das gewünschte Produkt 26c nur zu 14 % gebildet. Die beiden Nebenprodukte  

 
Schema 84: Darstellung der α-Phenyl-substituierten Carbonsäuren 26a-b.  

(a) 3.00 Äq. Cs2CO3, 3.00 Äq. Methylthioglycolat, DMF, RT, 16 h; (b) 25a-b: 1.00 Äq. LiOH, THF/H2O, RT, 

30 min. 



E R G E B N I S S E  U N D  D I S K U S S I O N  

285 

 

konnten als der Methylester mit geöffnetem Phthalimid (25c‘) mit 35 % sowie die Carbonsäure 

mit geöffnetem Phthalimid (26c‘) mit 27 % identifiziert werden (Schema 85). Folglich findet die 

Hydrolyse des Phthalimids schneller statt als die Hydrolyse des Methylesters.  

Daraufhin wurde eine Optimierungsstudie zur Entschützung der Carboxygruppe durchgeführt 

und der Anteil des nicht-umgesetzten Eduktes sowie die Produktbildung mittels HPLC-

Reaktionskontrolle untersucht (Tabelle 20).  

 

 
Schema 85: Hydrolyse der Carbonsäure 25c und quantitative Auswertung der Reaktionsprodukte mittels LC-

MS-Untersuchung. (a) 1.00 Äq. LiOH, THF/H2O (1/1 v/v), RT, 30 min. 

Tabelle 20: Optimierte Bedingungen zum Entfernen der Methyl-Schutzgruppe zur Darstellung von Verbindung 26c. 

 

Zeile Äq. Reagenz LM 
T 

[°C] 
t 

[h] 
Edukt 
[%]a 

Produkt 
[%]a 

NP 
[%]a 

1 1.00 LiOH THF 0 0.5 23 14 63 

2 5.00 BBr3 CH2Cl2 -10 – RT 16 49 0 51 

3 5.00 H3PO4 Toluol RT 6 94 3 3 

4 5.00 H3PO4 Toluol/H2O 110 2 51 8 41 

5 3.20 1 M HCl(aq.) AcOH 50°C 6 0 96 4 
a  Bestimmung der prozentualen Anteile an Edukt, Produkt und Nebenprodukte durch den Vergleich der AUC im 

HPLC-Chromatogramm. 
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Zum einen wurde eine Bortribromid-vermittelte Demethylierung in Dichlormethan bei -10 °C 

untersucht (Tabelle 20, Zeile 2), bei welcher das gewünschte Produkt 26c nicht erhalten 

wurde. Beim Versuch, eine saure Hydrolyse mit fünf Äquivalenten Phosphorsäure in Toluol bei 

Raumtemperatur oder in einem Toluol/Wasser-Gemisch bei 90 °C in der Mikrowelle 

durchzuführen, konnte ebenfalls keine zufriedenstellende Eduktumsetzung beobachtet 

werden (Tabelle 20, Zeile 3+4). Letztlich war die saure Hydrolyse mit 1 M Salzsäure in Eisessig 

die erfolgreichste Methode, da das Edukt vollständig umgesetzt und nur geringe Mengen 

Nebenprodukt gebildet wurden. (Tabelle 20, Zeile 5). Das acidolytische Entfernen der 

Methylester-Schutzgruppen von den Verbindungen 25c-d lieferte die Carbonsäuren 26c-d in 

guten bis sehr guten Ausbeuten (Schema 86).  

 

 
Schema 86: Darstellung der α-Phenyl-substituierten Carbonsäuren 26c-d.  

(a) 3.20 Äq. 1 M HCl(aq.), AcOH, 60 °C, 5 h. 

 

Die CDI-vermittelte Kupplung der Carbonsäuren 26a-d mit N-Methylhydroxylamin 

Hydrochlorid lieferte die entsprechenden Hydroxamsäuren 27a-d in 47 % bis 94 % Ausbeute 

(Schema 87). Die abschließende TMSBr-Spaltung der Phosphonsäurediethylester wurde 

analog zu der Vorschrift von KUNFERMANN mit 10 Äquivalenten TMSBr in Dichlormethan 

durchgeführt (Schema 87).278  

 

 

 
Schema 87: Darstellung der α-Phenyl-substituierten Phosphonohydroxamsäuren 28a-b. 

(a) 1.10 Äq. N-Methylhydroxylamin Hydrochlorid, 1.50 Äq. CDI, THF, RT, 16 h; (b) i) 10.0 Äq. TMSBr, CH2Cl2, 

0 °C – RT, 48 h, ii) H2O, THF, RT, 45 min.  
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Bei der säulenchromatographischen Reinigung mit n-Hexan und Ethylacetat an Kieselgel 

konnten die Phosphonohydroxamsäuren 28a-d allerdings nicht sauber isoliert werden. Keine 

Phosphonohydroxamsäure 28a-d kristallisierte durch Zugabe von n-Hexan zu einer 

gesättigten Ethylacetat-Lösung im Tiefkühlschrank bei -20 °C aus, stattdessen bildeten sich 

braune Öle, deren HPLC-Reinheit unter 90 % lag.  
A 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 28a nach C18-Umkehrphasen-Säulenchromatographie. 

 
B Beispielhaftes 1H-NMR-Spektrum einer sauberen Phosphonohydroxamsäure. 

 

Abbildung 30: 1H-NMR-Spektren der Verbindung 28a im Bereich G  2.4-4.3.  

(A) 1H-NMR-Spektrum von Verbindung 28a nach RP-Säulenchromatographie aufgenommen in DMSO-d6 bei 

293 K und 600 MHz. (B) Repräsentatives 1H-NMR-Spektrum einer sauberen Phosphonohydroxamsäure 

aufgenommen in DMSO-d6 (293 K, 600 MHz) 
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Die Kristallisation glückte weder mit Diethylether, Tetrahydrofuran oder einem Zwei-Phasen-

System aus Ethylacetat und Cyclohexan. Folglich wurde eine C18-Umkehrphasen-

Flashchromatographie versucht. Zwar lag die HPLC-Reinheit der Verbindungen bei ≥ 95 %, 

dennoch zeigte das 1H-NMR-Spektrum für die Signale des α-Protons, der Methylengruppe und 

der N-Methylgruppe Unstimmigkeiten (Abbildung 30, A).  

Während das α-Proton im 1H-NMR-Spektrum in der Regel ein Dublett bei einer chemischen 

Verschiebung von G 4.0-4.3 erzeugt und die N-Methylgruppe ein Singulett bei einer 

chemischen Verschiebung von G 3.0, zeigen sich die Methylenprotonen als zwei eindeutige 

Dubletts bei einer chemischen Verschiebung von etwa G 3.2 und 3.5 (Abbildung 30, B). Nach 

der Umkehrphasen-Säulenchromatographie von Verbindung 28d zeigten sich stattdessen 

beispielsweise zwei Dubletts bei einer chemischen Verschiebung von G  4.23 und 4.30 mit 

jeweils einem Integral von 0.5 H (Abbildung 30, A). Ebenso hatte das Signal der N-Methyl-

Protonen nur ein Integral von 1.5 H während bei einer chemischen Verschiebung von G  2.83 

ein zweites Singulett mit einem Integral von 1.2 H erschien (Abbildung 30, A).  

 
Zur Erklärung dieses Befundes wurden zwei Hypothesen aufgestellt: Zum einen könnte es 

sich um E/Z-Konformere der Hydroxamsäuregruppe handeln, da diese aufgrund ihres 

partiellen Doppelbindungscharakters eine eingeschränkte Drehbarkeit der C=N-Bindung 

aufweist (Schema 88, Hypothese 1).  

 

  

 
Schema 88: Hypothesen zur Erklärung der doppelten Signale im 1H-NMR Spektrum der Verbindung 28a. 

(A) Hypothese 1 stützt sich auf die E/Z-Isomerie der N-Methylhydroxamsäure. (B) Hypothese 2 beschreibt die 

mögliche wässrige Hydrolyse der Hydroxamsäuregruppe während der Umkehrphasen-Flashchromatographie. 
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Zum anderen könnte es durch Hydrolyse der Hydroxamsäuregruppe zu einer Carbonsäure 

(28a‘) und N-Methylhydroxylamin gekommen sein (Schema 88, Hypothese 2). Durch die 

Auswertung des LC-MS-Chromatogramms wurde die Hypothese 2 zunächst nicht widerlegt, 

da sowohl die Masse der N-Methylhydroxamsäure 28a als auch der Carbonsäure 28a‘ 
detektiert wurde. Allerdings bestätigt dieser Befund die Hypothese 2 nicht, da die Detektion 

der Carbonsäure 28a‘ auch ein Artefakt aufgrund der Ionisierung sein könnte.  

Folglich wurde die Hypothese 1 mittels 1H-NMR-Spektroskopie näher untersucht. BROWN et 

al. beschrieben, dass sich bei N-methylierten Hydroxamsäuren das Verhältnis der E/Z-Isomere 

und damit die Intensität der Signale der N-Methyl- und Methylenprotonen in Abhängigkeit vom 

Lösemittel ändere.420 Während polar-protische Lösemittel die Z-Konformation stabilisieren, 

begünstigen unpolar-aprotische Lösemittel die E-Konformation. Folglich wurden 1H-NMR-

Spektren von Verbindung 28a in Deuteriumoxid, DMSO-d6, Methanol-d4, Tetrahydrofuran-d8 

und Pyridin-d4 aufgenommen, wobei sich keine Änderung der Integrale der entsprechenden 

Protonen zeigte.  

Da in der Literatur allerdings in Deuteriumoxid und DMSO-d6 nahezu vollständig die Z-Isomere 

vorlagen und in diesem Beispiel das Verhältnis von 1:1 bestehen blieb, wurde 

geschlussfolgert, dass es die Signalaufspaltung wahrscheinlich nicht durch E/Z-Isomere 

bedingt ist. Weiterhin wurde für Verbindung 28c in DMSO-d6 eine Koaleszenzstudie 

 
Abbildung 31: 1H-NMR-Spektren der Verbindung 28c in DMSO-d6 bei 300 MHz und 20 °C, 40 °C, 60 °C und 

80 °C. 
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durchgeführt, bei der die 1H-NMR-Spektren bei 25  C, 40 °C, 60 °C und 80 °C aufgenommen 

wurden (Abbildung 31).  

 

Handelte es sich bei den doppelten Signalsätzen um E/Z-Isomere mit einer Rotationsbarriere 

bei Raumtemperatur, sollten sich die chemische Verschiebungen der Signale beim Erwärmen 

einem Durchschnittswert annähern und die Signale beim Erreichen der Koaleszenztemperatur 

zusammenfallen.421 Bei Verbindung 28c konnte keine signifikante temperaturabhängige 

Verschiebung der Signale beobachtet werden, welches ebenfalls gegen die Hypothese der 

E/Z-Isomere spricht (Abbildung 31).  

Da die Hypothese 1 folglich unwahrscheinlich erschien, könnte das Singulett bei einer 

chemischen Verschiebung von G  2.8 auf die Methylprotonen des Hydrolyseprodukts 

N-Methylhydroxylamin zurückzuführen sein (Abbildung 32, A).  

 

 
Abbildung 32: Ausschnitt der 1H-NMR-Spektren der Verbindung 28c in DMSO-d6 (293 K, 600 MHz). 

(A) Reine Verbindung 28c, (B) Verbindung 28c mit Zusatz von N-Methylhydroxylamin und (C) Verbindung 28c 
mit Zusatz von N-Methylhydroxylamin und Deuteriumoxid. 

 

Bei Zugabe von N-Methylhydroxylamin zur 1H-NMR-Probenlösung von Verbindung 28c zeigte 

sich bei einer chemischen Verschiebung von G  2.8 ein Multiplett, welches durch Kopplung zu 

dem NH-Proton zustande kommt (Abbildung 32, B). Um diese Kopplung zu unterdrücken, 

wurde Deuteriumoxid zugegeben, um das NH-Proton gegen Deuterium auszutauschen. Das 

A Verbindung 28c  

 

 

 
 

B Verbindung 28c + CH3NHOH  

 

 
 
 

C Verbindung 28c + CH3NHOH + D2O 
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daraus resultierende 1H-NMR-Spektrum zeigte nur ein Singulett bei einer chemischen 

Verschiebung von G  2.8 und ein Wassersignal bei G  3.55 (Abbildung 32, C). Diese 

Beobachtung unterstützt die Hypothese der Hydrolyse.  

Infolgedessen wurde bei weiteren Reinigungsversuchen auf den Einsatz von Wasser und 

Methanol verzichtet, da die N-Methylhydroxamsäure-Struktur bereits instabil gegenüber 

schwachen Nukleophilen ist. Als alternative Reinigungsmethode für die 

Phosphonohydroxamsäuren 28a-d wurde eine isokratische C18-Umkehrphasen-

Chromatographie mit Tetrahydrofuran versucht, allerdings konnte so der Trimethylsilylalkohol 

nicht entfernt werden, da beide Verbindungen keine Retention auf der C18-Säule zeigten. Als 

nächstes wurde die Überlegung angestellt, ob Trimethylsilylalkohol und Ethylbromid als 

unvermeidliche Nebenprodukte der TMSBr-Spaltung durch Suspendieren in n-Pentan entfernt 

werden können. Dazu wurde das Rohprodukt mit n-Pentan überschichtet und 5 Minuten im 

Ultraschallbad behandelt. Das Lösemittel wurde abdekantiert und im Vakuum getrocknet. 

Dieser Vorgang wurde zehnmal wiederholt und das Produkt anschließend mit wenig Wasser 

lyophilisiert, sodass die Verbindungen 28a-d in sehr guten Ausbeuten von 78 % bis 84 % 

gewonnen werden konnten.  

 

6.2.2. α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga 

Zur Darstellung eines Strukturtyps mit amidischer Verbindungseinheit sollte eine weitere 

Syntheseroute zur Darstellung α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga 

(CXLI) etabliert werden. Zu diesem Zweck wurde folgende retrosynthetische Überlegung 

angestellt (Schema 89). Die Entschützung der Phosphonsäuren von den Zielmolekülen CXLI 
sollte wie zuvor im letzten Schritt, nach dem Aufbau der N-Methylhydroxamsäuren CXLII aus 

der entsprechenden Carbonsäuren CXLIII und N-Methylhydroxylamin Hydrochlorid (CXXX) 

durchgeführt werden (Schema 89).  
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Schema 89: Retrosynthetische Überlegung zur Darstellung α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-

Analoga X. Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch, FGI = engl. functional group interconversion = 

Umwandlung einer funktionellen Gruppe. 

 

Der Synthese des Anilid-Strukturmotives von kann ausgehend von Anilinen und Carbonsäuren 

oder Carbonsäurederivaten erfolgen. Dieser Schritt sollte möglichst spät in der Synthese 

erfolgen, um die Gesamtanzahl der Syntheseschritte zum Aufbau einer Substanzbibliothek zu 

minimieren. Folglich sollten die Carbonsäuren CXLIII durch einen acidolytisch entfernbaren 

Methylester geschützt werden (CXLIV) (Schema 89). Dies ermöglicht im nächsten Schritt den 

selektiven Aufbau des Anilid-Strukturmotives aus Anilinen CXLV und Carbonsäuren oder 

Carbonsäurechloriden CXLVI. Die Aniline CXLV können aus den entsprechenden 

Nitroverbindungen CXLVII durch Reduktion dargestellt werden. Wie in Kapitel 6.2.1.2 

beschrieben kann das 2-(Methylthio)essigsäuremethylester-Strukturmotiv durch Reaktion der 

α-Tosylphosphonate CXLVIII und Methylthioglycolat (CXL) dargestellt werden. Die 

α-Tosylphosphonate CXLVIII können ausgehend von Nitrobenzaldehyden CLI über eine 

PUDOVIK-Reaktion mit anschließender Tosylierung der α-Hydroxyphosphonate CL gewonnen 

werden (Schema 89).  
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6.2.2.1. Versuche zur Darstellung von α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer 
Fosmidomycin-Analoga 

Die Darstellung von α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga erfolgte 

ausgehend von den Edukten 3-Nitrobenzaldehyd (21h) oder 4-Nitrobenzaldehyd (21i) und 

Diethylphosphonsäureester. Die Edukte wurden zunächst in einer PUDOVIK-Reaktion zu den 

α-Hydroxyphosphonaten 22f und 22g in exzellenter Ausbeute von 97 % und 98 % umgesetzt 

(Schema 90).  

 

Die Reaktion der α-Hydroxyphosphonate 22f und 22g mit Tosylchlorid unter Verwendung von 

4-DMAP als Katalysator und Triethylamin als Base lieferten die jeweiligen α-Tosylphosphonate 

23d und 23e in 90 % Ausbeute (Schema 90). Bei der nukleophilen Substitution der 

Tosylgruppe durch Methylthioglycolat entstand für das para-substituierte Tosylat 23e die 

gewünschte Verbindung 24d‘, jedoch war 4-Nitrobenzylphosponsäurediethylester. (10b) das 

Hauptprodukt der Reaktion und für das meta-substituierte Tosylat 23d wurde annährend 

quantitativ 3-Nitrobenzylphosponsäurediethylester (10a) anstatt des gewünschten 

Methylesters 24d‘ (Schema 90) gebildet.  

 

 
Schema 90: Versuch zur Darstellung der 3-Amino- und 4-Aminophenyl-substituierten Phosphonsäureester. 

(a) 1.00 Äq. Phosphonsäurediethylester, 1.00 Äq. MgO, CH2Cl2, 40 °C, 1 h; (b) 1.20 Äq. p-TsCl, 0.10 Äq. 

4-DMAP, 2.50 Äq. Et3N, CH2Cl2, 0 °C – RT, 18 h; (c) 1.20 Äq. p-TsCl, 0.10 Äq. 4-DMAP, 2.50 Äq. Et3N, 

CH2Cl2, 0 °C – RT, 18 h.  
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Schema 91: Versuche zur Reduktion der α-Tosylphosphonate 23d und 23e. 

(a) 10 mol% Pd/C, H2, MeOH, RT, 24 h; (b) 3.00 Äq. SnCl2, EtOH/HCl, Reflux, 24 h; (c) 5.00 Äq. NH4Cl, 

5.00 Äq. Fe, EtOH/H2O, 85 °C, 24 h.  

Folglich wurde versucht, die Nitrogruppe der α-Tosylphosphonate 23d und 23e zu reduzieren, 

um den Acylrest auf Stufe der α-Tosylphosphonate einzuführen. Für die Reduktion der 

Nitrogruppe von 23d-e wurde Wasserstoff mit Palladium auf Aktivkohle422, Zinnchlorid-

Dihydrat und Salzsäure423 oder Eisen und Ammoniumchlorid424 verwendet, jedoch zeigte sich 

bei keiner dieser Bedingungen Eduktumsatz (Schema 91). Ebenso zeigte sich bei dem 

Versuch die α-Hydroxyphosphonate 22f und 22g unter gleichen Bedingen zu reduzieren, kein 

Eduktumsatz (Schema 92).  

 

 
Schema 92: Versuche zur Reduktion der α-Hydroxyphosphonate 22f und 22g. 

 (a) 10 mol% Pd/C, H2, MeOH, RT, 24 h; b) 3.00 Äq. SnCl2, EtOH/HCl, Reflux, 24 h; c) 5.00 Äq. NH4Cl, 

5.00 Äq. Fe, EtOH/H2O, 85 °C, 24 h. 

  



E R G E B N I S S E  U N D  D I S K U S S I O N  

295 

6.2.2.2. Darstellung von α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga 

Die vorangegangenen Versuche, die Amid-Bindung möglichst spät in der Syntheseroute 

aufzubauen, waren nicht erfolgreich, sodass eine neue Retrosynthese ausgearbeitet wurde 

(Schema 93), die an die vorherige Retrosynthese (Schema 89) anlehnt. Der wesentliche 

Unterschied bestand darin, die Anilid-Struktur bereits auf Stufe der α-Hydroxyphosphonate 

CLIII durch Kupplung oder Acylierung der Aniline CLIV mit Carbonsäuren bzw. durch 

Carbonsäurechloride CXLVI aufzubauen. Die Aniline CLIV können durch Reduktion der 

entsprechenden α-Hydroxy-α-(nitrophenyl)phosphonate CL dargestellt werden. Die Synthese 

von α-Hydroxy-α-(nitrophenyl)phosphonaten CL wurde von SARDARIAN et al. beschrieben.425  

 

 
Schema 93: Retrosynthetische Überlegung zur Darstellung α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-

Analoga. Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch, FGI = engl. functional group interconversion = 

Umwandlung einer funktionellen Gruppe. 

 

Die Synthese α-(Amidophenyl)-β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga begann mit 3- oder 4-

Nitrobenzaldehyd (21i-h), die jeweils in einer PUDOVIK-Reaktion mit exzellenten Ausbeuten in 

die α-Hydroxyphosphonate 22f-g übergeführt wurden (Schema 94). Da es sich bei den 

α-Hydroxyphosphonaten 22f-g um Feststoffe handelte, die sich bereits nach wenigen Minuten 

Reaktionszeit bildeten, wurde der komplette Reaktionsansatz fest und konnte durch Rühren 

nicht mehr homogenisiert werden. Um eine Homogenisierung und damit vollständigen 
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Reaktionsumsatz zu erzielen, wurde dem Ansatz wenig Dichlormethan zugegeben, die 

Suspension im Ultraschallbad behandelt und das Lösemittel vollständig am 

Rotationsverdampfer entfernt. Dieses Vorgehen wurde mehrere Male wiederholt, bis der 

entsprechende Nitrobenzaldehyd (21i-h) vollständig umgesetzt wurde. Nachfolgende 

Reduktion der Nitrogruppe mit Palladium auf Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphäre lieferte 

die entsprechende Aniline 22h-i ebenfalls in exzellenten Ausbeuten (Schema 94). Da die 

Aniline 22h-i nicht lagerstabil waren, wurden diese zügig mit Capronsäurechlorid in Aceton 

unter Verwendung von Kaliumcarbonat als Hilfsbase zu den α-Hexanamidophenyl-

α-hydroxyphosphonaten 22j oder 22k in befriedigenden Ausbeuten von 50 % bis 54 % acyliert 

(Schema 94).  

 
Schema 94: Synthese des α-Tosyl- (23f) und der α-Chlorphosphonate (24c-d). 

(a) 1.00 Äq. Phosphonsäurediethylester, 1.00 Äq. MgO, CH2Cl2, 40 °C, 1 h; (b) 10 mol% Pd/C, H2, MeOH, RT, 

24 h; (c) 1.00 Äq. K2CO3, 1.05 Äq. Capronsäurechlorid, Aceton, 0 °C – RT, 1 h; (d) 1.05 Äq. Boc2O, 1.10 Äq. 

DIPEA, CH2Cl2, RT, 16 h; (e) 1.20 Äq. p-TsCl, 0.10 Äq. 4-DMAP, 2.50 Äq. Et3N, CH2Cl2, 0 °C – RT, 18 h.  

 

Darüber hinaus wurde Diethyl((4-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 22i mit 

1.05 Äquivalenten Di-tert-butyldicarbonat in Dichlormethan versetzt, sodass das N-Boc-

geschützte α-Hydroxyphosphonat 22l mit einer Ausbeute von 53 % erhalten wurde (Schema 

94). Die α-Hydroxyphosphonate 22j-l wurden in Dichlormethan mit p-Toluolsulfonsäurechlorid 

und katalytischen Mengen 4-DMAP umgesetzt, sodass für das meta-substituierte 

α-Hydroxyphosphonat 22j das α-Tosylphosphonat 23f entstand und für die para-substituierten  
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α-Hydroxyphosphonate 22k-l die entsprechenden α-Chlorphosphonate 24c-d gebildet wurden 

(Schema 94).  

Die anschließende nukleophile Substitution des Chloratoms (23f) und der Tosylgruppe (24c-d) 

durch Methylthioglycolat lieferte die Carbonsäureester 25e-g in ausgezeichneten Ausbeuten 

von 88 % bis 98 % (Schema 95). Die Verseifung des Methylesters erfolgte mittels 

Lithiumhydroxid in Tetrahydrofuran und Wasser in guter bis ausgezeichneter Ausbeute 

(Schema 95). Die CDI-vermittelte Kupplungsreaktion mit N-Methylhydroxylamin zu den 

N-Methylhydroxamsäuren 27e-g verlief mit Ausbeuten von 28 % bis 44 % deutlich schlechter 

als bei den Hexoxy-substituierten α-Phenyl-Analoga (28a-d). Für die 

N-Methylhydroxamsäuren 27e und 27f wurde die TMSBr-vermittelte Desalkylierung der 

Phosphonsäurediethylester durchgeführt. Auch hier zeigten sich im Vergleich zu den Hexoxy-

Analoga 28a-d Schwierigkeiten. Während die TMSBr-Spaltung der Hexoxy-Analoga 28a-d 

vollständigen Eduktumsatz ohne Nebenprodukte zeigten, waren im HPLC-Chromatogramm 

der Phosphonohydroxamsäuren 28e-f deutlich Nebenprodukte zu erkennen. Folglich war eine 

 
Schema 95: Darstellung der α-Phenyl-substituierten Phosphonohydroxamsäuren 28e-f. 

(a) 3.00 Äq. Cs2CO3, 3.00 Äq. Methylthioglycolat, DMF, RT, 16 h; (b) 1.00 Äq. LiOH, THF/H2O, RT, 30 min; (c) 

1.10 Äq. N-Methylhydroxylamin Hydrochlorid, 1.50 Äq. CDI, THF, RT, 16 h; (d) i) 10.0 Äq. TMSBr, CH2Cl2, 

0 °C – RT, 48 h; ii) H2O, THF, RT, 45 min.  
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Reinigung der Phosphonohydroxamsäuren 28e-f durch wiederholtes Suspendieren in 

n-Pentan und anschließendes Lyophilisieren zum Entfernen von Trimethylsilylalkohol und 

Ethylbromid nicht ausreichend. Daher wurde als Reinigungsmethode eine C18-Umkehrphasen-

Säulenchromatographie gewählt, obwohl eine Hydrolyse der N-Methylhydroxamsäure-

Struktur zu einer Carboxylgruppe im wässrigen Fließmittel stattfinden könnte. Die 

Phosphonohydroxamsäuren 28e-f konnten auf diese Weise zwar von den weiteren 

Verunreinigungen abgetrennt werden, allerdings fand tatsächlich eine partielle Hydrolyse der 

N-Methylhydroxamsäure-Struktur statt (Schema 96). Da die Phosphonohydroxamsäuren 

28e-f und die Phosphonocarbonsäuren 29e-f bei der HPLC die gleiche Retentionszeit und bei 

der LC-MS-Analyse keine Basislinientrennung der Peaks zeigten, konnte die Hydrolyse nicht 

quantifiziert, sondern nur auf ca. 10 % geschätzt werden. Eine Abtrennung der Carbonsäuren 

29a-f war nicht möglich, sodass keine sauberen NMR-Spektren der Verbindungen 28e-f 
aufgenommen werden konnten.  

 

 
Schema 96: Hydrolyse der Phosphonohydroxamsäuren 28e-f während der C18-Umkehrphasen-

Säulenchromatographie. 

 

Da die Phosphonocarbonsäuren 29a-b im Vergleich zu den Phosphonohydroxamsäuren 28e-f 
inaktiv sind,426 wurde dennoch entschieden, die Phosphonohydroxamsäuren 28e-f mit einer 

Reinheit von etwa 90 % der biologischen Testung zu unterziehen.  
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6.3. Strukturaufklärung der α-Hydroxyphosphonate 22c und 22b  
Die Strukturaufklärung der α-Hydroxyphosphonate 22c und 22b erfolgte durch Auswertung 

der 1H-, 13C- und DEPT-135-Spektren ergänzt durch die zweidimensionalen NMR-

Experimente wie 1H,1H-COSY, 1H,1H-NOESY, 1H,13C-HSQC und 1H,13C-HMBC.  

6.3.1. Zuordnung der Wasserstoffkerne 

Einige Protonen koppeln sowohl homonuklear als auch heteronuklear mit dem 31P-Atom. 

Durch das Chiralitätszentrum am α-C-Atom der α-Hydroxyhosphonate verhalten sich einige 

Protonen diastereotop zueinander, was zusätzlich zur Komplexität der 1H-NMR-Spektren 

beiträgt. Am Beispiel der para-(22c) und meta-substituierten (22b) α-Hydroxyphosphonate soll 

die Zuordnung der Protonensignale exemplarisch erfolgen. 

 
Abbildung 33: 1H-NMR-Lokantensatz und 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 22c aufgenommen in 

Chloroform-d (293 K, 300 MHz).  

 

Bei dem para-substituierten α-Hydroxyphosphonat 22c zeigt sich beginnend im Hochfeld ein 

Multiplett bei einer chemischen Verschiebung von G 0.92, welches sich den H13-Protonen der 

terminalen Methylgruppe zuordnen lässt (Abbildung 33). Die Methyl-Protonen H1 und H1‘ 

zeigen sich als zwei Tripletts mit jeweils 3JH,H = 7.1 Hz bei einer chemischen Verschiebung von 

G 1.23 und G 1.29 (Abbildung 33). Die Aufspaltung als Triplett ist auf homonukleäre 3JH,H-

Kopplung mit den Methylenprotonen H2, bzw. H2‘ zurückzuführen. Aufgrund des 

Chiralitätszentrums sind die Protonen H1 und H1‘ magnetisch nicht äquivalent und zeigen sich 

als zwei distinkte Signale. Die Methylenprotonen H12 und H11 ergeben ein Multiplett bei einer 

chemischen Verschiebung von G 1.31 – 1.37, ebenso wie die Methylenprotonen H10 bei 

G 1.38 – 1.55 und H9 bei G 1.79 (Abbildung 33). Eine deutliche Tieffeldverschiebung zeigen die 
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Methylenprotonen H8, die ein Triplett mit 3JH,H = 6.6 Hz bei einer chemischen Verschiebung 

von G 3.96 ergeben. Die Methylenprotonen H2 und H2‘ sind analog zu den Methylprotonen H1 

und H1‘ magnetisch nicht äquivalent und zeigen durch homonukleare Kopplung zu den H1, 

bzw. H1‘-Protonen und heteronukleare Kopplung mit dem Phosphorkern eine komplexe 

Aufspaltung als Multiplett bei einer chemischen Verschiebung von G 3.87 – 4.17. Das para-

substituierte α-Hydroxyphosphonat 22c besitzt einen symmetrisch substituierten α-Phenyl-

Ring, sodass die Protonen H4/H4‘ und H6/H6‘ jeweils ein Signal ergeben. Die H6-Protonen geben 

ein Multiplett bei einer chemischen Verschiebung von G 6.84 – 6.95. Die Feinaufspaltung ist 

durch die homonukleare 3JH,H-Kopplung zu den Protonen H4/H4‘ und schwache heteronukleare 
5JH,P-Kopplung bedingt. Die H4-Protonen erzeugen ein Multiplett bei einer chemischen 

Verschiebung von G 7.35 – 7.47, welches durch 3JH,H-Kopplung zu den H6-Protonen, 4JH,H-

Kopplung zum Proton H3, die 4JH,P-Kopplung und die magnetische Nicht-Äquivalenz bedingt 

ist. 

 

 
Abbildung 34: 1H-NMR-Lokantensatz und 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 22b aufgenommen in 

Chloroform-d (293 K, 300 MHz) 

 

Die Protonensignale des Hexoxy-Restes sowie des Ethylesters der Verbindung 22b zeigen 

analoge Signale zur para-substituierten Verbindung 22c (Abbildung 34). Da das Spektrum der 

Verbindung 22b in wasserfreiem Chloroform-d aufgenommen wurde, war das Signal des H14-

Protons der Hydroxygruppe sehen. Dieses H14-Proton war bei Verbindung 22c nicht zu sehen, 

weil im 1H-NMR-Spektrum von 22c geringe Mengen Wasser vorhanden waren, welches zu 

einem Protonen-Deuterium-Austausch führte. Dieses H14-Proton zeigt sich als Dublett vom 
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Dublett bei einer chemischen Verschiebung von G 4.99 mit Kopplungskonstanten von 
3JH,P = 11.1 Hz und 3JH,H =5.3 Hz. Im Vergleich zur Verbindung 22c zeigt sich das CH-Proton 

H3 von Verbindung 22b bei einer chemischen Verschiebung von G 4.77 als Dublett vom Dublett 

mit Kopplungskonstanten von 1JH,P = 8.9 Hz und 3JH,H =5.6 Hz. Die 3JH,H Kopplung ist wie in 

diesem Fall nur sichtbar, wenn das Lösemittel wasserfrei ist, da im wässrigen ein Deuterium-

Protonen-Austausch stattfindet (Abbildung 33). Für die Zuordnung der aromatischen Protonen 

müssen zusätzlich das 1H,1H-COSY- und 1H,1H-NOESY-Spektrum herangezogen werden 

(Abbildung 35).  

 

 
Abbildung 35: Auswertung der 1H,1H-COSY- und 1H,1H-NOESY-Spektren von Verbindung 22b. 

 

Bei Betrachtung des 1H,1H-COSY-Spektrums ergibt sich ein Kreuzpeak des Multipletts bei 

einer chemischen Verschiebung von G 7.20 – 7.28 zu den Multipletts bei G 6.78 – 6.89 und 

G 6.96 – 7.03, sodass dieses Signal dem H6-Proton zugeordnet werden kann. Im 1H,1H-

NOESY-Spektrum lässt sich ein Kreuzpeak zwischen dem Signal bei einer chemischen 

Verschiebung von G 7.20 – 7.28 und dem Multiplett bei G 6.96 – 7.03 erkennen. Da das 

Multiplett bei einer chemischen Verschiebung von G 6.78 – 6.89 im 1H,1H-NOESY-Spektrum 

einen Kreuzpeak zu den H8-Methylenprotonen zeigt, ist dieses Signal dem H7-Proton 

zuzuordnen. Folglich muss das Signal bei einer chemischen Verschiebung von G 6.96 – 7.03 

nach Ausschlussverfahren zum H5-Proton gehören. Das verbleibende Multiplett bei einer 

chemischen Verschiebung von G 7.03 - 7.08 zeigt nur im 1H,1H-NOESY-Spektrum ein 

Kreuzpeak zu den Methylenprotonen H8, sodass dieses Signal durch das Proton H4 erzeugt 

wird.  

 

6.3.2. Zuordnung der Kohlenstoffkerne von Verbindung 22c und 22b 

Im 13C-NMR-Spektrum der Verbindung 22c zeigen sich alle erwarteten Signale der 

Kohlenstoffkerne, welche sich mittels Interpretation des DEPT-135-Spektrums sowie der 

entsprechenden 1H,13C-HSQC- und 1H,13C-HMBC-Spektren eindeutig den entsprechenden 

Kohlenstoffkernen zuordnen lassen. Zunächst erfolgt die Zuordnung der Kohlenstoffkerne des 

Hexoxyrestes, anschließend der Ethoxygruppen und letztlich der aromatischen 

Kohlenstoffkerne. 



E R G E B N I S S E  U N D  D I S K U S S I O N  

302 

 
Abbildung 36: 13C-NMR-Lokantensatz und 13C-NMR-Spektrum der Verbindung 22c aufgenommen in 

Chloroform-d (293 K, 75 MHz) 

 

Der primäre Kohlenstoffkern C13 der Verbindung 22c zeigt bei einer chemischen Verschiebung 

von G 14.0 ein Singulett (Abbildung 35). Die Singuletts bei chemischen Verschiebungen von 

G 22.6, 25.7, 29.2 und 31.6 können mittels DEPT-135-Spektrum als Signal von sekundären 

Kohlenstoffkernen identifiziert und den Kohlenstoffkerne C9-C12 des Hexoxy-Rest zugeordnet 

werden. Die Kohlenstoffkerne C11 und C12 liefern sowohl einen Kreuzpeak im 1H,13C-HSQC-

Spektrum zum Multiplett bei einer chemischen Verschiebung von G 1.31 – 1.37 im 1H-

Spektrum zu den jeweiligen direkt gebundenen Proton H11 bzw. H12 als auch einen Kreuzpeak 

im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu dem Signal der CH3-Gruppe des Hexoxy-Restes (Abbildung 37, 

rot). Das Singulett bei einer chemischen Verschiebung von G 25.7 zeigt einen Kreuzpeak im 
1H,13C-HSQC-Spektrum zum Multiplett bei einer chemischen Verschiebung von G 1.38 – 1.55 

im 1H-Spektrum, sodass sich dieses Signal dem Kohlenstoffkern C10 zuordnen lässt. Das 

Signal bei einer chemischen Verschiebung von G 29.2 kann durch einen Kreuzpeak im 1H,13C-

HSQC dem Kohlenstoffkern C9 zugeordnet werden. Die Nähe zur Ethergruppe sowie der 

auftretende Kreuzpeak zu dem Triplett der Protonen H8 im 1H,13C-HSQC-Spektrum 

ermöglichen die Zuordnung des Signals bei einer chemischen Verschiebung von G 68.0 zu 

dem Kohlenstoffkern C8.  
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Abbildung 37: 1H,13C-HMBC-Spektrum der Verbindung 22c.  

 

Die Methyl- und Methylengruppen des Phosphonsäureesters sind chemisch und magnetisch 

nicht äquivalent. Zudem zeigt sich durch heteronukleare 13C-31P-Kopplung jeweils eine 

Aufspaltung des Signals in Dubletts. Dementsprechend konnten die zwei Dubletts mit 
3JC,P = 3.0 Hz bei einer chemischen Verschiebung von G 16.36 und G 16.43 den 

Kohlenstoffkernen C1 und C1‘ zugeordnet werden (Abbildung 35).  

Der Kreuzpeak im 1H,13C-HSQC-Spektrum zwischen den direkt gebundenen H1/H1‘-Protonen 

der beiden Tripletts bei einer chemischen Verschiebung von G 1.07 und G 1.24 im 1H-NMR-

Spektrum sowie ein Kreuzpeak im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu den Signalen der 

Methylenprotonen H2/H2‘ des Ethylesters bestätigen diese Zuordnung (Abbildung 37, orange). 

Die Dubletts mit 2JC,P = 7.4 Hz bei einer chemischen Verschiebung von G 63.0 und 
2JC,P = 7.0 Hz bei einer chemischen Verschiebung von G 63.2 lassen sich durch einen 

Kreuzpeak im 1H,13C-HMBC-Spektrum den Kohlenstoffkernen C2 und C2‘ zuordnen (Abbildung 

37, violett). Der Kohlenstoffkern C3 erfährt durch die räumliche Nähe zum Phosphoratom eine 

Tieffeldverschiebung und zeigt sich als Dublett mit 1JC,P = 161.0 Hz, sodass eine Zuordnung 

zum Signal bei einer chemischen Verschiebung von G 70.4 bereits aufgrund der großen, für 

die 1J-Kopplung typische Kopplungskonstante, möglich ist (Abbildung 35). Dies wird zusätzlich 

durch den Kreuzpeak zum Dublett bei einer chemischen Verschiebung von G 4.95 des H3-

Protons im 1H,13C-HSQC-Spektrum belegt.  
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Aufgrund der symmetrischen Substitution des Phenylringes zeigen sich im aromatischen 

Bereich des 13C-Spektrums vier Dubletts, wobei die Aufspaltung jeweils durch 13C-31P-

Kopplung bedingt ist. Das DEPT-135-Spektrum zeigt, dass es sich bei den Signalen mit einer 

chemischen Verschiebung von G 114.3 und G 128.4 um tertiäre Kohlenstoffkerne und bei den 

Signalen mit einer chemischen Verschiebung von G 128.3 und G 159.1 um quartäre 

Kohlenstoffkerne handelt. Die Kreuzpeaks im 1H,13C-HSQC ermöglichen die Zuordnung des 

Dubletts mit einer chemischen Verschiebung von G 114.3 und 4JC,P = 2.3 Hz zu den 

Kohlenstoffkernen C6/C6‘ und das tieffeldverschobene Dublett mit einer chemischen 

Verschiebung von G 128.4 und 3JC,P = 6.1 Hz zu den Kohlenstoffkernen C5/C5‘. Der quartäre 

Kohlenstoffkern C4 erzeugt ein Dublett mit einer chemischen Verschiebung von G 128.3 und 
2JC,P = 2.0 Hz, der sich durch einen Kreuzpeak im 1H,13C-HMBC zum Proton H3 zuordnen lässt 

(Abbildung 37, blau). Die größte Tieffeldverschiebung erfährt der Kohlenstoffkern C7 bei einer 

chemischen Verschiebung von G 159.1 und 5JC,P = 2.8 Hz aufgrund der räumlichen Nähe zum 

Sauerstoffatom. Im 1H,13C-HMBC-Spektrum wurde die Zuordnung des C7-Kerns zusätzlich 

durch einen Kreuzpeak zu den Methylenprotonen H8 sowie H4/H4 und H6/H6‘ bestätigt 

(Abbildung 37, grün). 

 

Die Auswertung des 13C-NMR-Spektrums von Verbindung 22b zeigt, dass die Signale der 

Kohlenstoffkerne des Hexoxy- (C10-C15) und der Ethoxyreste (C1/1‘-C2/2‘) sowie der 

α-Kohlenstoffkern C3 hinsichtlich der chemischen Verschiebung und Aufspaltung mit denen 

der Verbindung 22c übereinstimmen und im Folgenden nicht erneut zugeordnet werden. Die 

Zuordnung der aromatischen Kohlenstoffkerne erfolgte mittels Interpretation des DEPT-135-

Spektrums sowie der entsprechenden 1H,13C-HSQC- und 1H,13C-HMBC-Spektren. 
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Abbildung 38: 13C-NMR-Lokantensatz und Ausschnitt des 13C-NMR-Spektrums der Verbindung 22b bei einer 

chemischen Verschiebung G 80 - 160 aufgenommen in Chloroform-d (293 K, 75 MHz) 

 

Das Dublett mit 3JC,P = 5.7 Hz bei einer chemischen Verschiebung von G 113.0 zeigt im 1H,13C-

HSQC-Spektrum einen Kreuzpeak zum Multiplett bei einer chemischen Verschiebung 

von G 7.03 - 7.08 sowie im 1H,13C-HMBC-Spektrum einen Kreuzpeaks zu den Protonen H5-H7, 

sodass das Dublett dem tertiären Kohlenstoffkern C5 zugeordnet werden kann (Abbildung 38). 

Durch einen Kreuzpeak im 1H,13C-HSQC-Spektrum zu dem Multiplett bei einer chemischen 

Verschiebung von G 6.96 – 7.03 konnte das Dublett mit 5JC,P = 3.1 Hz bei einer chemischen 

Verschiebung von G 114.5 als C7-Kern identifiziert werden. Diese Zuordnung wird durch 

Kreuzpeaks im 1H,13C-HMBC-Spektrum zu den Protonen H4, H5 und H6 unterstrichen. Das 

Dublett mit 3JC,P = 5.9 Hz bei einer chemischen Verschiebung von G 119.3 zeigte im 1H,13C-

HSQC-Spektrum einen Kreuzpeak zum Multiplett bei einer chemischen Verschiebung von 

G 7.20 – 7.28 und im 1H,13C-HMBC-Spektrum Kreuzpeaks zu den Protonen H4 und H5. Folglich 

handelt es sich bei dem Signal mit einer chemischen Verschiebung von G 119.3 um den 

Kohlenstoffkern C9. Als letzter tertiärer Kohlenstoffkern lässt sich das Dublett mit 4JC,P = 2.5 Hz 

bei einer chemischen Verschiebung von G 129.1 dem Kern C8 zuordnen, was durch einen 

Kreuzpeak im 1H,13C-HSQC-Spektrum zu dem Proton H6 gestützt wird. Bei den Dubletts bei 
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einer chemischen Verschiebung von G 138.1 mit 2JC,P = 1.9 Hz und G 159.1 mit 4JC,P = 2.6 Hz 

handelt es sich quartäre Kohlenstoffkerne. Beide Kerne zeigen im 1H,13C-HMBC-Spektrum 

einen Kreuzpeak zum Proton H6. Aufgrund des elektronenziehenden Effektes des Hexoxy-

Restes ist der C6-Kern stärker abgeschirmt, sodass das am weitesten tieffeldverschobene 

Signale bei einer chemischen Verschiebung von G 159.1 dem C6-Kern zuzuordnen ist. Folglich 

wird das Signal bei einer chemischen Verschiebung von G 138.1 durch den Kohlestoffkern C4 

erzeugt. 

 

6.4. Präklinische Evaluation der β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga 
Im folgenden Kapitel werden Enzymaktivitäten der dargestellten β-thia-isosteren 

Fosmidomycin-Analoga gegenüber den DXR-Orthologen von M. tuberculosis (MtDXR), E. coli 

(EcDXR) und P. falciparum (PfDXR) diskutiert. Anschließend erfolgt die Betrachtung der in 

vitro Wachstumshemmung gegenüber Stämmen von M. tuberculosis (H37Rv), E. coli (25922) 

und Chloroquin-sensitiven (3D7) sowie mehrfach-resistenten (Dd2) P. falciparum Stämme. 

Zudem soll für ausgewählte Beispiele die chemische Stabilität diskutiert werden und eine 

Kristallstrukturanalyse von Verbindung 28a im Komplex mit PfDXR erfolgen.  

 

Methoden 

Die Bestimmung der Enzyminhibition (IC50) gegen die DXR-Orthologe von Mycobacterium 

tuberculosis, Plasmodium falciparum und Escherichia coli erfolgte in Kooperation mit dem 

Institut für Lebensmittelchemie, Universität Hamburg durch DR. BORIS ILLARIONOV aus der 

Arbeitsgruppe von PROF. Dr. MARKUS FISCHER mittels photometrischer Assays. Die 

Genexpression und Proteinreinigung von MtDXR, PfDXR und EcDXR wurde nach einer 

publizierten Methode durchgeführt.234 

 

Die Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentrationen (MHK90) gegenüber dem virulenten 

M. tuberculosis H37Rv Stamm erfolgte in Kooperation mit dem Institut für Pharmazeutische 

Biologie und Biotechnologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf durch M.SC. VIOLETTA 

KRISILIA aus der Arbeitsgruppe von PROF. DR. RAINER KALSCHEUER mittels Microbroth Dilution 

Assay (vgl. Kapitel 5.6). Die Kultivierung von M. tuberculosis H37Rv und Bestimmung der 

MHK90-Werte erfolgte wie zuvor beschrieben.313 

 

Die Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK90) gegenüber dem E. coli 25922 

Stamm erfolgte in Kooperation mit dem Institut für Pharmazeutische Biologie und 

Biotechnologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf durch HEIKE GOLDBACH-GECKE aus der 

Arbeitsgruppe von PROF. DR. RAINER KALSCHEUER mittels Microbroth Dilution Assay nach 

Clinical and Laboratory Standards Institute Guideline.427  
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Die Bestimmung der in vitro Wachstumsinhibitionen (IC50) gegen die asexuelle Plasmodium 

falciparum Stämme Pf3D7 (Chloroquin-sensitiv) und PfDd2 (mehrfachresistent) erfolgte in 

Kooperation mit dem Institut für Tropenmedizin, Eberhard-Karls-Universität Tübingen durch 

DR. LAIS PESSANHA DE CARVALHO und DR. JANA HELD mittels Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) nach einer publizierten Methode.234,428 

 

6.4.1. Target-basiertes in vitro Screening gegenüber DXR-Ortologen und 
phänotypische in vitro Aktivität 

 

Zur Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit, sollen die bisherigen Erkenntnisse der SAR 

bezogen auf Substituenten am Hydroxamsäure-Stickstoff kurz dargestellt werden. In der 

Vergangenheit wurde überwiegend angenommen, dass N-Formyl- oder 

N-Acetylhydroxylamin- sowie (N-Methyl-)Hydroxamsäure-Strukturen als Metall-bindende 

Gruppe (MBG) für eine potente Aktivität eines Inhibitors gegenüber DXR-Enzymen notwendig 

seien (Schema 97).426  

 

 
Schema 97: Funktionelle Gruppen, die als Metall-bindende Gruppe zur potenten Inhibition von DXR-Enzymen 

identifiziert wurden.426 

 

LIENAU konnte für die β-thia-isosteren α-Phenyl-substituierten Fosmidomycin-Analoga die 

Tendenz erkennen, dass N-methylierte Hydroxamsäuren gegenüber den DXR-Orthologen 

aktiver sind als die unsubstituierten Hydroxamsäuren und eine bessere chemische Stabilität 

aufweisen.235,277,278 

Die initiale Hypothese, große N-Alkyl-Substituenten an der Hydroxamsäuregruppe würden 

nicht toleriert werden, wurden zudem durch Untersuchung von BEHRENDT et al. 

bekäftigt,415,429,430 da die Einführung von N-Ethyl (CB3) und N-Isopropyl-Substituenten (CB4) 

zu einer sukzessiven Verschlechterung der inhibitorischen Aktivität gegenüber PfDXR und 

EcDXR führten (Tabelle 21). Unter Einbezug der ebenfalls reduzierten antiplasmodialen 

Aktivität, wurde folglich angenommen, dass die N-Methyl-Hydroxamsäuregruppe die ideale 

Metall-bindende Gruppe darstellt (Tabelle 21). 
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ABDULLAZIZ et al. konnte zeigen, dass inverse N-Phenylalkyl-Fosmidomycin-Analoga sehr 

potente Inhibitoren von EcDXR und PfDXR sind und damit die initial Hypothese widerlegen 

(Tabelle 22).234 Insbesondere die Verbindung MAMK89 zeigt eine potente Inhibition von 

EcDXR (IC50 = 35 nM) und PfDXR (IC50 = 30 nM) und ist damit vergleichbar aktiv wie die 

Leitstruktur CL1. Gegen MtDXR führt die Einführung des N-Arylalkyl-Substituenten allerdings 

zu einem Aktivitätsverlust um Faktor 10 (IC50 =3000 nM) (Tabelle 22).  

Mit Ausnahme einiger Prodrugs zeigen außer Fos und dessen Acetyl-Analogon FR900098 

(MIC = 6.25-12.5 μg/mL) kein weiteres Analogon Wachstumshemmung gegen E. coli und kein 

Fos-Analogon ist gegen Mt aktiv.431,432 Es bestand die Hypothese, dass die Erhöhung der 

Lipophilie bei neuen Inhibitoren dieses Permeabilitätsproblem adressieren könnte. Obwohl 

MAMK89 mit einem cLogP von 2.13 im Vergleich zu CL1 (cLogP = 0.16) und Fosmidomycin 

(cLogP = -1.14) lipophiler ist und damit eine passive Diffusion in die Bakterien begünstigt sein 

könnte, zeigt MAMK89 keine Wachstumshemmung gegenüber M. tuberculosis oder E. coli 

(Tabelle 22). Bei den P. falciparum Stämmen scheint der große Substituent die zelluläre 

Aufnahme sogar zu behindern, da MAMK89 im Ganzzellassay um Faktor 6 bis 12 schlechter 

ist als CB2 (Tabelle 21 und Tabelle 22).  

 

Tabelle 21: Publizierte IC50-Werte von den reversen α-Phenyl-N-Alkyl-Fosmidomycin-Analoga CB1-4 gegen 

DXR-Orthologe und antiplasmodiale Aktivität. 

 

 
 Fosb CB1 CB2 CB3 CB4 
R  H Methyl Ethyl i-Propyl 

IC50 MtDXR [nM]a 230 1400c 2000c - - 

IC50 EcDXR [nM]a 220 590d 240d 1500e inaktive 

IC50 PfDXR [nM]a 160 12d 3d 15e inaktive 

IC50 Pf3D7 [nM]b 880 400c 90c 
1300f 

- 

IC50 PfDd2 [nM]b 810 570c 74c - 

cLogPg -1.14 0.02 0.24 0.62 0.85 
a n =3; b n = 2; c entnommen aus KUNFERMANN et al.235; d entnommen aus BEHRENDT et al.(2010)429; e entnommen 

aus BEHRENDT et al. (2011)429; f entspricht der Wachstumshemmung von P. falciparum in humanen Erythrozyten 

(PfK1); g berechnet mit SwissADME.370 
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Die Thia-Analoga können durch das wasserstoffbrückenakzeptierende Schwefelatom in 

β-Position im Gegensatz zu den Carba-Analoga eine zusätzliche Interaktion mit Met298 

eingehen. Folglich sollte das entsprechende Thia-Analogon von MAMK89 potenter gegenüber 

den DXR-Orthologen und die zelluläre Aufnahme durch erhöhte Lipophilie im Vergleich zu CL1 

verbessert sein. Zwar zeigt das Thia-Analogon 20 eine gesteigerte Aktivität gegen alle drei 

DXR-Orthologe im Vergleich zu MAMK89 und eine gesteigerte oder vergleichbare Aktivität 

wie CL1, allerdings zeigt auch Verbindung 20 keine bakterielle Wachstumsinhibition (Tabelle 

22). Die Evaluation der antiplasmodialen Aktivität ist noch ausstehend.  

Aus dieser Untersuchung kann geschlussfolgert werden, dass die Erhöhung der Lipophilie in 

diesem Maße nicht ausreichend ist, damit der Inhibitor die Zellmembranen effektiv überwindet. 

In Ergänzung zu den Untersuchungen von ABDULLAZIZ zeigt Verbindung 20, dass sterisch 

anspruchsvolle Substituenten am Stickstoff der Hydroxamsäuregruppe zu einer 

vergleichbaren oder gesteigerten Aktivität im Vergleich zu Fosmidomycin-Analoga mit einem 

N-Methyl-Substituenten (CB2 und CL1) führen können. Zudem stehen diese Ergebnisse mit 

denen von KUNFERMANN et al. im Einklang, dass eine Thioether-Gruppe in β-Position zu einer 

Aktivitätssteigerung gegenüber MtDXR führt.   

Tabelle 22: IC50-Werte von MAMK89, 20 und CL1 gegen DXR-Orthologe sowie antibakterielle und antiplasmodiale 

Aktivität. 

 

  
 

 MAMK89a 20 CL1b 

IC50 MtDXR [nM]c 3000 ± 200 190 ± 14 280 ± 30 

Mtd inaktiv inaktiv inaktiv 

IC50 EcDXR [nM]c 35 ± 4 8.1 ± 0.3 8.2 ± 0.8 

E. colid inaktiv inaktiv inaktiv 

IC50 PfDXR [nM]d 30 ± 7 18 ± 5 24 ± 2 

IC50 Pf3D7 [nM]c 550 ± 30 n.b. 30 

IC50 PfDd2 [nM]c 940 ± 160 n.b. 75 

cLogPe 2.13 2.00 0.16 
a entnommen von ABDULLAZIZ et al.234; b entnommen von KUNFERMANN et al.235; c n = 2; d n = 3; e berechnet mit 

SwissADME.370 n.b. = nicht bestimmt. 
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6.4.2. Ergebnisse des Target-basierten in vitro Screening gegenüber DXR-Orthologen 
der Verbindungen 28a-f 

Frühere Arbeiten von LIENAU zeigten, dass Substituenten am α-Phenyl-Ring die inhibitorische 

Aktivität gegenüber DXR-Orthologen verbessern können.278 Beispielsweise zeigt die 

Verbindung CL2 mit einer Thiomethoxygruppe in 4-Position des α-Phenyl-Rings im Vergleich 

zu CL1 eine schwachen Aktivitätssteigerung gegen MtDXR, während die Aktivität gegen 

EcDXR und PfDXR reduziert ist (Tabelle 23). Im Gegensatz dazu zeigt der Inhibitor mit 

Methoxy-Substituenten in 3- und 5-Position des α-Phenyl-Rings (CL3) einen 15- bis 20-fachen 

Aktivitätsverlust gegen MtDXR und EcDXR bei schwacher Verbesserung der PfDXR-Inhibition. 

Um den Einfluss sterisch anspruchsvoller Substituenten am α-Phenyl-Ring auf die DXR-

Inhibition näher zu untersuchen, wurden die Verbindungen 28a-f dargestellt. 

 

 

Eine Analyse der inhibitorischen Aktivität gegenüber MtDXR zeigt, dass die Analoga mit einem 

Hexoxy-Substituenten in meta- und para-Position (28a-b) des α-Phenyl-Rings eine dreifache 

Aktivitätsteigerung mit IC50-Werten von 89 nM, bzw. 92 nM gegenüber MtDXR im Vergleich zu 

CL1 (IC50 = 280 nM) aufweisen. Ebenso konnte die Verbindung mit einem 4-(6-

Tabelle 23: IC50-Werte der Referenzverbindungen Fos, CL1-3 und der dargestellten Verbindungen 28a-f gegen 

MtDXR, EcDXR und PfDXR.  
 

 

R =  
Verbindung IC50 MtDXRa 

[nM] 
IC50 EcDXRa 

[nM] 
IC50 PfDXRb 

[nM] 

 Fosc 230 ± 20 220 ± 10 160 ± 20 

H CL1c 280 ± 30 8.2 ± 0.8 24 ± 2 

4-SCH3 CL2d 100 ± 20 22 ± 5 29 ± 8 

3,5-OCH3 CL3d 4400 ± 600 160 ± 30 20 ± 4 

3-Hexoxy  28a 89 ± 3 4.9 ± 0.4 18 ± 0 

4-Hexoxy 28b 92 ± 5 17 ± 1 48 ± 6 

3-Hexanamido 28ee 1300 ± 0 100 ± 13 140 ± 17 

4-Hexanamido 28fe 1800 ± 71 94 ± 9 100 ± 36 

3-(6-Phthaloylhexoxy) 28c 1700 ± 850 68 ± 4 97 ± 20 

4-(6-Phthaloylhexoxy) 28d 155 ± 7 13 ± 1 21 ± 3 
a n = 2; b n = 3; c entnommen von KUNFERMANN et al.235; d entnommen von LIENAU et al.278; e Die Verbindungen 

weisen eine LC-MS-Reinheit von etwa 90 % auf. 
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Phthaloylhexoxy)-Substituenten 28d die Inhibition von CL1 der drei DXR-Orthologe 

übertreffen. Für den sterisch anspruchsvollen 6-Phthaloylhexoxy-Substituenten ist im Fall von 

MtDXR die Position am α-Phenyl-Ring entscheidend. Befindet sich der 6-Phthaloylhexoxy-

Substituent in meta-Position (28c), verringert sich die Potenz im Vergleich zur para-Position 

(28d) um eine Zehnerpotenz auf 1.7 µM. Im Vergleich zu den Ether-verbrückten Analoga 

28a-b zeigt sich bei den Inhibitoren mit Amid-Verbindungseinheit in meta- und para-Position 

(28e-f) eine drastische Reduktion der inhibitorischen Aktivität um Faktor 14, bzw. 20. Zwar 

waren die Verbindungen 28e und 28f zu etwa 10 % verunreinigt, allerdings dürfte dies allein 

nicht den Aktivitätsverlust erklären.  

Alle Aussagen bezüglich der SAR der Verbindungen 28a-f sowie CL1 gegenüber MtDXR sind 

auf EcDXR und PfDXR übertragbar. Es kann zudem der Schluss gezogen werden, dass diese 

Klasse am potentesten EcDXR und vergleichbar potent PfDXR inhibiert und die Wirkung 

gegen MtDXR insgesamt etwas schlechter ist. Somit zeigen sich deutliche Unterschiede 

zwischen den verschiedenen Enzymen, was auf strukturelle Unterschiede innerhalb der 

hochkonservierten Bindungstasche zurückzuführen ist.433,434 

Zusammenfassend ist es gelungen, drei Verbindungen (28a-b, 28d) darzustellen, welche 

stärkere DXR-Inhibitoren als die Leitstruktur CL1 und der Naturstoff Fosmidomycin sind.  

 

6.4.3. Ergebnisse der phänotypischen in vitro Aktivitäten von Verbindung 28a-f 

Für die Verbindung CL1 wurde von LIENAU et al. ein Caco-2-Permeabilitätstest, welcher als 

Surrogat für die Permeabilität (= passive Diffusion und aktiver Transport abzüglich des 

Effluxes) über Membranen herangezogen werden kann,435 durchgeführt. Dieser Assay ergab, 

dass die Permeabilität von CL1 schlechter ist als die Permeabilität von Atenolol, welches als 

Negativkontrolle verwendet wurde, sodass weder aktiver Transport noch passive Diffusion von 

CL1 in nennenswertem Maß stattfindet oder die Verbindung instantan effluxiert wird.278 Da die 

Transporter in humanen, bakteriellen und plasmodialen Membranen und Zellwänden 

strukturell sehr divers sind, könnte eine Permeabilitätssteigerung durch Erhöhung der 

Lipophilie erzielt werden.436 Die Verbindungen CL2 und CL3 haben im Vergleich zu CL1 

höhere berechnete LogP-Werte, also eine höhere Lipophilie, und zeigen eine geringfügig 

stärkere antiplasmodiale Aktivität (IC50 = 100-180 nM) als die Leitstruktur CL1 (Tabelle 24).  
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Ist ein Inhibitor potenter an einem isolierten Enzym, ist zunächst auch eine potentere 

Ganzzellaktivität zu erwarten. Um diese Korrelation zu nivellieren, kann der Quotient aus der 

Ganzzellinhibition und Enzyminhibition (IC50 [Ganzzellassay] / IC50 [PfDXR]) gebildet werden 

(Tabelle 24). Liegt der Quotient bei eins, gelangt der Inhibitor quantitativ, bzw. uneingeschränkt 

zu seinem Target. Hohe Quotienten können auf Permeabilitätsprobleme, aber auch schlechte 

chemische oder metabolische Stabilität hindeuten. Dieser Quotient kann somit als Surrogat für 

pharmakokinetischen Eigenschaften herangezogen werden. Eine Analyse der PfDd2-

Quotienten von CL1 und CL3 zeigt, dass diese im Vergleich zu Fos höherer sind, welches auf 

eine schlechtere Permeabilität und/oder Stabilität hindeutet, während CL2 einen ähnlichen 

Quotienten wie Fos aufweist (Tabelle 24). Somit ist der Stoffmengenanteil, der zum Target 

gelangt und/oder die Stabilität von Fos und CL2 vergleichbar. Im Falle von Pf3D7 zeigen 

CL1-3 sogar eine verbesserte Permeabilität und/oder Stabilität als Fos. Dieser Befund führte 

zu der Hypothese, eine gesteigerte Lipophilie könne die Permeabilität bei P. falciparum 

verbessern.  

 

Zur Überprüfung dieser Hypothese, wurden die Verbindungen 28a-f in phänotypischen 

Ganzzellassays gegen M. tuberculosis, E. coli und P. falciparum getestet (Tabelle 25).  

 

Tabelle 24: Publizierte IC50-Werte von CL1-3 gegen PfDd2 und Pf3D7 sowie berechnete Quotienten und cLogP-

Werte. 

 

R = Verb. cLogPa 
IC50 PfDd2b 

[μM] 
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝐃𝐝𝟐
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝐃𝐗𝐑

 
IC50 Pf3D7b 

[μM] 
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝟑𝐃𝟕
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝐃𝐗𝐑

 

 Fosc -1.14 0.81 ± 0.16e 5 0.88 ± 0.18e 15 

H CL1c 0.16 0.26 ± 0.05e 10 0.19 ± 0.08e 8 

4-SCH3 CL2d 0.65 0.18 ± 0.00e 6 0.10 ± 0.06e 3 

3,5-OCH3 CL3d 0.38 0.18 ± 0.04 9 0.16 ± 0.01 8 
a berechnet mit SwissADME370; b n = 2;  c entnommen aus KUNFERMANN et al.235; d entnommen aus LIENAU et al.278. 
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Die lipophilen Verbindungen 28a-f mit clogP-Werten von 1.15 bis 2.12 zeigen im Vergleich zu 

CL1 eine rapide Reduktion der antiplasmodialen Aktivität (Tabelle 25). Insgesamt zeigen die 

Amid-verbrückten Verbindungen 28e und 28f die geringsten antiplasmodialen Aktivitäten 

(IC50 > 12 μM). Bei einem Vergleich der Ether-verbrückten Verbindungen 28a-d wird deutlich, 

dass die para-substituierten Verbindungen 28b und 28d bessere Wachstumsinhibitoren als 

die jeweiligen meta-substituierten 28a und 28c sind. Für alle neuen Verbindungen 28a-f sind 

die Quotienten (86-670) viel höher als für Fos und CL1, welches auf ein Permeabilitätsproblem 

dieses Verbindungstyps aufgrund der sterisch anspruchsvollen Substituenten hindeuten. 

Bei P. falciparum müssen neben der Erythrozyten- und Parasitenmembran, die parasitophore 

Vakuole (PVM) und vier apicoplastäre Membranen437, genauer die Doppelmembran der 

invadierten Cyanobakterien, die Periplastidmembran (PPM) und die äußere Membran, 

überwunden werden.438,439 Für die Aufnahme von Fosmidomycin und anderen organischen 

Molekülen in die infizierten Erythrozyten konnte ein sogenannter Parasiten-induzierter new 

permeability pathway, der zur Expression von plasmodialen Oberflächen-Anionenkanälen 

(PSAC) führt, postuliert werden.439-442 Darüber hinaus konnten in der PVM der infizierten 

Erythrozyten eine große Anzahl größenselektiver Nährstoffporen identifiziert werden, welche 

mit einem Porendurchmesser von 23 Å konstitutiv geöffnet sind und den Transport von kleinen 

Molekülen wie Aminosäuren und Monosacchariden erlauben.443,444 Für den aktiven Transport 

von organischen Molekülen über die Parasitenmembran kommen zwar einige Transporter und 

Tabelle 25: IC50-Werte von CL1 und 28a-f gegen PfDd2 und Pf3D7 sowie berechnete Quotienten und cLogP-

Werte. 

 

R = Verb. cLogPa 
IC50 PfDd2b 

[μM] 
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝐃𝐝𝟐
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝐃𝐗𝐑

 
IC50 Pf3D7b 

[μM] 
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝟑𝐃𝟕
𝐈𝐂𝟓𝟎𝑷𝒇𝐃𝐗𝐑

  

 Fos -1.14 0.81 ± 0.16e 5 0.88 ± 0.18e 15 

H CL1e 0.16 0.26 ± 0.05e 10 0.19 ± 0.08e 8 

3-Hexoxy 28a 1.98 12 ± 4 670 11 ± 3 610 

4-Hexoxy 28b 1.99 5.8 ± 0.2 120 8.0 ± 1.9 170 

3-Hexanamido 28e 1.15 13 ± 9 93 12 ± 2 86 

4-Hexanamido 28f 1.27 14 ± 2 140 > 13 >130 

3-(6-Phthaloylhexoxy) 28c 2.12 9.8 ± 2 100 > 12 >120 

4-(6-Phthaloylhexoxy) 28d 2.08 1.9 ± 0.4 90 2.6 ± 0.3 120 
a berechnet mit SwissADME370; b n = 2; c entnommen aus KUNFERMANN et al.235 
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Carrier in Frage, allerdings könnten diese eine hohe Substratspezifität besitzen.445 Die 

abschließende Aufnahme von Fosmidomycin und seiner Analoga in den Apicoplasten ist nicht 

vollständig verstanden.446  

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass eine Steigerung der Lipophilie nicht 

zwangsläufig zu einer Erhöhung der Membranpermeabilität und damit antiplasmodialen 

Aktivität führt. Wie bereits dargestellt, sind die Plasmodien komplex strukturiert und es bedarf 

einer genaueren Untersuchung der Aufnahme von DXR-Inhibitoren, um gegebenenfalls aktive 

Transportmechanismen für die Aufnahme zu identifizieren.  

 

Bei P. falciparum ist die DXR im Apicoplasten lokalisiert, während die DXR bei Bakterien im 

Zytosol vorliegt.447 Folglich muss für Bakterien nur die äußere Zellwand überwunden werden. 

In E. coli konnte für Fosmidomycin ein aktiver Transport über die äußere Membran mittels 

cAMP-abhängigem Glycerin-3-phosphat-Shuttlesystem (GlpT) nachgewiesen werden,448,449 

der in Mt und Pf nicht existiert. Fosmidomycin zeigt eine Wachstumshemmung gegenüber 

E. coli mit einem MHK90-Wert von 0.98 - 250 µM.431,450 Die Verbindung CL1 und die 

abgeleiteten Analoga 28a-f zeigen keine Aktivität im getesteten Bereich bis 100 µM. Dies 

könnte dafürsprechen, dass CL1 bereits zu groß für eine GlpT-vermittelte Aufnahme und keine 

passive Diffusion trotz positivem cLogP-Wert möglich ist (Tabelle 25). 

 

Weder Fosmidomycin noch CL1 hemmen das Wachstum von M. tuberculosis.277,451-453 Die 

mykobakterielle Zellwand ist aufgrund seines kovalent-verknüpften Mycolyl-Arabinogalactan-

Peptidoglykan (mAGP)-Komplex stark lipophil454 und deutlich weniger durchlässig für 

organische Moleküle als die Zellwand von E. coli.455 Soweit bekannt, gibt es für die aktive 

Aufnahme von Fosmidomycin in das mykobakterielle Zytosol keinen Transporter.456,457 

Dennoch können kleine, stark hydrophile Verbindungen wie das Leitlinien-Antibiotikum 

Isoniazid mit einem cLogP von -0.35 mittels passiver Diffusion in das Zytosol gelangen.458 

Folglich könnten auch hydrophile Fosmidomycin-Analoga mittels passiver Diffusion oder über 

transmembranärer Porine, welche die Aufnahme kleiner Moleküle in Abhängigkeit von Ladung, 

Lipophilie und Wasserlöslichkeit ermöglichen, in das Zytosol gelangen.455 Die fehlende 

inhibitorische Aktivität könnte neben schlechter Permeabilität aber auch durch den Efflux der 

Verbindungen verursacht werden. Mykobakterien exprimieren im Verhältnis zu E. coli deutlich 

mehr Ex- als Importer.455 Dies könnte dazu führen, dass bei M. tuberculosis die Wirkstoffe 

direkt effluxiert werden, was eine intrinsischen Resistenz der Mykobakterien gegenüber den 

Fosmidomycin-Analoga bedingt. Um hier genauer differenzieren zu können, müsste die 

Aufnahme in die Zelle und darüber hinaus die metabolische Stabilität der Verbindungen 28a-f 
untersucht werden. 
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6.4.4. Kristallstrukturanalysen 

Co-Kristallstrukturen von Enzymen mit gebundenem Inhibitor ermöglichen es, die Enzym-

Liganden-Interaktionen präzise zu analysieren und basierend auf diesen Erkenntnissen neue 

Inhibitoren rational zu entwickeln. Von der 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphat Reduktoisomerase 

(DXR) gibt es bereits 77 Einträge in der Protein Data Bank, von denen 22 MtDXR, 20 PfDXR 

und 15 EcDXR Kristallstrukturen ausmachen.459-461 Der allgemeine Aufbau der DXR wird in 

Kapitel 2.4.3 – 3.1 Crystal Structures vorgestellt. Je nach Struktur und Eigenschaften können 

die gebundenen Inhibitoren Konformationsänderungen des Enzyms induzieren, welche 

beispielsweise zum Auftreten neuer Bindungs- oder Seitentaschen führen.235,416,450 Daher 

liefert jede Kristallstruktur mit neuem Inhibitortyp tiefergehende Erkenntnisse. 

 

Das Kristallstruktur von 28b wurde in Kooperation von der School of Pharmacy, Kitasato 

University, Tokyo, Japan von M.SC. SANA TADAKA und PROF. DR. NOBUTADA TANAKA erhalten. 

Die Expression und Reinigung von PfDXR sowie die Erhebung der 

röngtenkristallographischen Daten und das Auflösen der Co-Kristallstruktur erfolgte wie bereits 

beschrieben.234,235  

 

6.4.4.1. Kristallstrukturanalyse von CL1 

Mit der Kristallstruktur von PfDXR in Komplex mit Mn2+, NADPH und CL1 wurde bereits eine 

Co-Kristallstruktur mit einer Auflösung von 2.0 Å (PDB 4KP7) publiziert, wobei die 

Interaktionen ähnlich zu vorher publizierten Inhibitoren in Komplex mit PfDXR sind (Abbildung 

39).235  

Die N-Methylhydroxamsäure-Struktur von CL1 chelatisiert das Mn2+-Ion, welches zusätzlich 

durch Asp231, Glu233, and Glu315 von PfDXR insgesamt fünffach koordiniert wird, sodass 

eine verzerrte trigonal-pyramidale Struktur entsteht (Abbildung 39). Diese Komplexgeometrie 

stimmt mit der in Fosmidomycin-PfDXR-Mn2+-NADPH Co-Kristallstrukturen beobachteten 

Komplexgeometrie überein.235,462 Die Phosphonatgruppe von CL1 ist ein 

Wasserstoffbrückenbindungsnetz zu den hoch konservierten Aminosäuren Ser270, Ser306, 

Asn311 und Lys312 sowie dem nicht-konservierten Ser269 und zwei Wassermolekülen 

eingebunden (Abbildung 39). Das Schwefelatom in β-Position interagiert im Gegensatz der 

Methylengruppe der Carba-Analoga über hydrophobe Interaktionen mit einem 

hochkonservierten Met298, welche die Methylengruppen der Carba-Analoga nicht eingehen 

können.  
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Abbildung 39: Interaktion (gestrichelte Linien) zwischen CL1, Mn2+ und den Aminosäuren von PfDXR (PDB: 

4KP7). VAN-DER-WAALS-Interaktionen sind durch geschwungen Linie dargestellt. Abbildung mit Erlaubnis 

modifiziert nach KUNFERMANN et al., J Med Chem, 2013, 56, 8151−8162. Copyright 2024 American Chemical 

Society. 

 

Während bei vorherigen Kristallstrukturen die flexible Seitenkette (loop Region) von PfDXR 

keine spezifischen Interaktionen mit den Inhibitoren eingeht,463 ist die flexible Seitenkette 

dieser Kristallstruktur gut aufgelöst und stabilisiert die Bindung zu CL1 durch hydrophobe 

Interaktionen von Trp296 and Met298. Die flexible Seitenkette, die über dem katalytisch 

aktiven Zentrum liegt, ist sehr mobil, sodass größere Reste am α-Phenyl-Ring oder annellierte 

Systeme toleriert werden. 

 

Die Kristallstruktur von PfDXR in Komplex mit Mn2+, NADPH und 28a wurde mit einer 

Auflösung von 1.28 Å von der TANAKA Gruppe aufgelöst und ist unveröffentlicht (Abbildung 

40). Die Interaktionen der N-Methylhydroxamsäure-Struktur und Phosphonatgruppe von 28a 

mit PfDXR stimmen im Wesentlichen mit denen von CL1 überein.  
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Im Unterschied zu CL1 besitzt 28a einen räumfüllenden 4-Hexoxy-Substituenten am α-Phenyl-

Ring, sodass die flexible Seitenkette von PfDXR eine offene Konformation einnimmt 

(Abbildung 41). Diese offene Konformation erlaubt es dem lipophilen Hexoxyrest zusätzliche 

hydrophobe Interaktionen mit Trp296, Cys338 und Lys295 einzugehen (Abbildung 40).  

 

 
Abbildung 40: Interaktion (gestrichelte Linien) zwischen 28a, Mn2+ und den Aminosäuren von PfDXR. VAN-

DER-WAALS-Interaktionen sind durch geschwungen Linie dargestellt. Die Kristallstruktur wurde von der TANAKA 

Gruppe aufgelöst und ist unveröffentlicht. 
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Abbildung 41: Dreidimensionale Darstellung von PfDXR (grau) mit 28a (blau), Mn2+ (violett) und NADPH 

(rechts unten). 

 

Diese zusätzlichen hydrophoben Interaktionen zwischen 28a und PfDXR führen allerdings 

nicht zu einem Aktivitätsgewinn von 28a (IC50 = 48 nM) gegenüber CL1 (IC50 = 24 nM). Zwar 

brachte die Einführung des 4-Hexoxyrestes in Verbindung 28a insgesamt eine leichte 

Verschlechterung der Enzyminhibition im Vergleich zu CL1, allerdings konnte anhand der 

neuen Kristallstruktur gezeigt werden, dass voluminöse Substituenten am α-Phenyl-Ring 

toleriert und zusätzliche Aminosäuren adressiert werden können. In neuen Generationen von 

DXR-Inhibitoren können diese Aminosäuren durch Variation des Substituenten in 3- und 4-

Position des α-Phenyl-Rings gezielt und rational adressiert werden, um die Bindungsaffinität 

zu DXR zu erhöhen.  

 

6.4.5. Chemische Stabilität von CL1 

Eine Analyse der Fraktionen mittels LC-MS-Spektrometrie nach C18-Säulenchromatographie 

der Verbindung 28a-f unter Verwendung von Wasser/Acetonitril als Eluent zeigte, dass die 

N-Methylhydroxamsäure-Struktur in die entsprechende Carbonsäuren 29a-f hydrolysiert sind 

(Schema 98). Ebenso konnten durch LC-MS-Untersuchungen der Lösungen 28a-f in 

Methanol-d4 nach Aufnahme der 1H-NMR-Spektren die Bildung der Methylester 30a-f 
detektiert werden (Schema 98). 
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Schema 98: Beobachtete Instabilität der N-Methylhydroxamsäuren 28a-f zu den Carbonsäuren 29a-f oder den 

Methylestern 30a-f. 

 

Die Untersuchung der chemischen Stabilität gegenüber den Nukleophilen Wasser und 

Methanol wurde anhand von CL1 als Modellsubstanz durchgeführt. Die Probenvorbereitung 

erfolgte, indem je 1.0 mg CL1 in 1.0 mL Methanol oder Wasser gelöst wurde. Diese 

Stammlösung wurde kontinuierlich auf dem IKA KS 260 basic Kreisschüttler (250 min−1) bei 

25 °C geschwenkt und nach 0, 6 und 24 h sowie 7, 14 und 21 Tagen deren Reinheit mittels 

HPLC-UV/Vis (220 nm, n=1) bestimmt. Die verbleibende Substanzmenge wurde durch den 

Vergleich der AUC vom Substanzpeak (CL1) und den neu-auftretenden Peaks bestimmt. Die 

HPLC-Reinheit der Verbindung CL1 abhängig von der Zeit ist in Abbildung 42 dargestellt. 
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Abbildung 42: Stabilität von CL1 in Wasser und Methanol. Die Bestimmung der Reinheit erfolgte mittels UV-

Vis-HPLC bei 220 nm (n=1). 

 

Sowohl in Methanol als auch in Wasser zeigte CL1 nach sechs Stunden eine Reinheit über 

95 %, während CL1 nach 24 h in Wasser eine Reinheit von 94 % aufwies. Bereits nach 

7 Tagen waren nur noch 76 % Substanz vorhanden, die sich nach 21 Tagen auf unter 40 % 

reduziert hat. Ein ähnlicher Trend zeigte sich in Methanol, allerdings weniger ausgeprägt, da 

nach 21 Tage noch etwa 60 % CL1 vorhanden war. Diese Untersuchung zeigt, dass CL1 nicht 

stabil gegenüber Nukleophilen wie Wasser und Methanol ist. Diese Instabilität wurde bei den 

Phosphonsäurediethylester-Vorstufen nicht beobachtet, was darauf hindeutet, dass die 

Protonen der freien Phosphonsäuregruppe autokatalytisch bei der Solvatolyse wirken. LIENAU 

beobachtete empirisch, dass die N-methylierten Hydroxamsäuren stabiler seien als die 

unsubstituierten Hydroxamsäuren.277 Diese Untersuchung am Beispiel CL1 belegt jedoch, 

dass auch N-methylierten Hydroxamsäuren instabil sind. Folglich sollte bei der Aufarbeitung 

von Phosphonohydroxamsäuren auf den Einsatz von Nukleophilen verzichtet werden und die 

Lagerung unter Ausschluss von Feuchtigkeit und Restlösemittel erfolgen.
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7. Synthese der Siderophore und Siderophorfragmente 

Neben der Erhöhung der Lipophilie zur Verbesserung der passiven Diffusion durch die 

bakteriellen Zellwände sollte ein neues Konzept zur aktiven Aufnahme von β-thia-isosteren 

Fosmidomycin-Analoga erprobt werden. Dieses Konzept bestand in der Konjugation der 

β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga an bakterielle Siderophore und Siderophorfragmente, 

die eine aktive Aufnahme über Siderophor-Importer in das Zytosol der Bakterien ermöglichen 

könnten. Im ersten Schritt sollte dafür die Synthese von Siderophorfragmenten (Kapitel 7.1 

und 7.3) und einem Siderophor (Kapitel 7.2) realisiert werden. Im Anschluss sollte 

exemplarisch die effiziente Konjugation eines β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analogons des 

Strukturtyps 2 an die dargestellten Siderophore erprobt werden (Kapitel 7.4). 

 

7.1. Darstellung der 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure 32 
Die Synthese der Carbonsäure 31 mittels LINDGREN-Oxidation wurde in Anlehnung an AOKI et 

al. durchgeführt mittels Natriumchlorit im leicht sauren Milieu durchgeführt (Schema 99).228 

Dazu wurden jeweils 2.20 Äquivalente einer 1 M Natriumchlorit- und 1 M Amidosulfonsäure-

Lösung zu einer Lösung von dem Aldehyd 30 in 1,4-Dioxan gegeben. Die bei der 

Redoxreaktion entstehende hypochlorige Säure wird durch Amidosulfonsäure neutralisiert, um 

weitere Nebenreaktionen durch hypochlorige Säure zu vermeiden.464 Nach Extraktion mit 

Ethylacetat wurde die Carbonsäure 31 in einer Ausbeute von 83 % erhalten. Die 

O-Desalkylierung der Methoxygruppen gelang in Dichlormethan bei 0 °C mit Hilfe von 

Bortribromid nach einer Vorschrift von AOKI et al. (Schema 99). Im Gegensatz zur 

Literaturvorschrift erfolgte die Aufarbeitung jedoch mit Wasser anstatt Methanol, um das 

intermediär entstehende Carbonsäurebromid in die Carbonsäure 32 zu überführen. Somit 

konnte das Zielmolekül 32 über zwei Schritte in einer Gesamtausbeute von 52 % gewonnen 

werden (Schema 99).  

 

 

  

 
Schema 99: Darstellung des Siderophorfragments 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure 32.  

(a) 2.20 Äq. H2NSO3H, 2.20 Äq. NaClO2, 1,4-Dioxan, 0 °C – RT; (b) i) 2.50 Äq. 1.6 M BBr3/n-Hexan, CH2Cl2, 

0 °C – RT, 2 h, ii) H2O. 
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7.2. Darstellung von Azotochelin 
Die Darstellung von Azotochelin (40) erfolgte in Anlehnung an die Syntheseroute von 

MIYANAGA et al. (Schema 100).288 Da L-Lysinmethylester und dessen Salze vergleichsweise 

teuer sind, wurde L-Lysinmethylester Dihydrochlorid (34) durch Umsetzung von L-Lysin (33) 

mit Thionylchlorid in Methanol hergestellt. Die Synthese des zweiten Edukts 2,3-Bis-

benzyloxybenzoesäure (37) erfolgte durch dreifache Benzylierung von 2,3-

Dihydroxybenzoesäure (35) mit Benzylbromid und Kaliumcarbonat in Aceton und 

anschließende Verseifung der Benzylester-Schutzgruppe zu 37 in einer Ausbeute von 75 % 

über zwei Schritte. Die Aktivierung der Carbonsäure 37 gelang mit je zwei Äquivalenten 

N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und OxymaPure® (Ethyl(hydroxyimino)cyanoacetat). 

Durch Zugabe von einem Äquivalent L-Lysinmethylester Dihydrochlorid (34) und DIPEA 

konnte das vollständig geschützte Azotochelin 38 in einer Ausbeute von 73 % isoliert werden. 

 

 
Schema 100: Darstellung von Azotochelin (40).  

(a) 2.00 Äq. SOCl2, MeOH, 0 °C – Reflux, 3 h; (b) 3.00 Äq. BnBr, 4.00 Äq. K2CO3, Aceton, Reflux, 24 h; (c) 

4.00 Äq. 5 M NaOH(aq.), MeOH, Reflux, 4 h; (d) 2.00 Äq DCC, 2.00 Äq. OxymaPure®, 2.00 Äq. DIPEA, DMF, 

0 °C – RT, 16 h; (e) 9.00 Äq. 1 M LiOH(aq.), MeOH/H2O, RT, 30 min; (f) 10 mol% Pd/C, H2, MeOH, RT, 8 h.  

Im Anschluss mussten die Benzyl- und Methyl-Schutzgruppe entfernt werden, wobei zuerst 

die Benzylether- und dann die Methylestergruppe oder vice versa gespalten werden könnte. 

Da durch das Entfernen der Benzyl-Schutzgruppen die Polarität und damit die Hydrophilie 

stark ansteigt, wurde zunächst die Methyl-Schutzgruppe durch milde Verseifung mit einem 
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Äquivalent Lithiumhydroxid bei Raumtemperatur entfernt, sodass das Intermediat 39 nach 

Extraktion in 85 % Ausbeute gewonnen wurde. Im letzten Schritt wurden die Benzyl-

Schutzgruppen in Methanol hydrogenolytisch unter Bildung von Azotochelin (40) gespalten. 

Das Rohprodukt musste aufgrund der hohen Polarität mittels C18-Umkehrphasen-

Chromatographie unter Verwendung von Wasser/Acetonitril als Eluent gereinigt werden, 

sodass Azotochelin mit einer HPLC-Reinheit von 95 % isoliert werden konnte. Allerdings 

zeigte das Produkt eine dunkelbraune Färbung und verbreiterte Signale im 1H-NMR-Spektrum, 

welche auf das Vorhandensein von magnetisch-aktiven Palladiumkernen hindeuten. Um die 

komplexierten Pd-Ionen zu entfernen, wurde Azotochelin (40) in Ethylacetat aufgenommen 

und mit gesättigter Ethylendiamintetraessigsäure-Lösung (EDTA) gewaschen, bis die 

organische Phase farblos war. Anschließend zeigte das 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 40 

scharfe und symmetrische Signale. Durch die mehrfache Extraktion kam es allerdings zu 

signifikantem Verlust des Produktes, sodass der letzte Schritt nur eine Ausbeute von 33 % 

aufwies.  

 

7.3. Darstellung von Mycobactin-Fragmenten  

7.3.1. Syntheseplanung  

Als Zielmolekül wurde ein möglichst simples und wenig substituiertes Mycobactin-Analogon 

gewählt, welches sich durch drei Amid-Kupplungen unter Verwendung orthogonal entfernbarer 

Schutzgruppen aufbauen lässt (Schema 101).  

Die eingehende Literaturanalyse legte den Schluss nahe, dass eine Schutzgruppe für die 

phenolische Hydroxygruppe nicht notwendig ist, bzw. sogar störend sein könnte. Die beiden 

Hydroxamsäuregruppen sind in der Literatur überwiegenden geschützt eingesetzt 

worden,293,294,298,300 sodass die Hydroxamsäuregruppen möglichst mit der gleichen 

Schutzgruppe versehen sein sollten, um die Schutzgruppe simultan entfernen zu können. Das 

von WU et al. beschriebene β-Aminopropionsäure-Strukturmotiv301 sollte um eine 

α-Aminogruppe zur (S)-2,3-Diaminopropionsäure CLVII erweitert werden, sodass an dessen 

α-Aminogruppe später ein Linker zur Konjugation an Inhibitoren gekuppelt werden kann. Die 

α-Aminogruppe von CLVII muss zunächst geschützt werden, um eine regioselektive Kupplung 

der β-Aminogruppe von CLVII mit dem Mycobactinsäure-Fragment CLVI zu gewährleisten. 

Folglich ergeben sich als Edukte zur Synthese des Mycobactin-Analogons CLV das 

Mycobactinsäure-Analogon CLVI und das Cobactin T-Analogon CLVII (Schema 101).  
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Das Mycobactinsäure-Analogon CLV könnte aus der HPOC LXXXV und N6-Hydroxyl-N6-

palmitoyl-L-lysin LXXXVI dargestellt werden (Schema 101). Zur Darstellung der HPOC LXXXV 
ist die Benzyl-Schutzgruppe eine gute Option, da der Benzylester- und die 

Benzylethergruppen simultan hydrogenolytisch entfernt werden können (Schema 102).  

 
Schema 101: Retrosynthetische Überlegung mit literaturbekannten Schutzgruppen für die jeweiligen 

funktionellen Gruppen der Edukte. Discon = engl. disconnection = Bindungsbruch, SG = Schutzgruppe. Grün = 

hydrogenolytisch entfernbar, rot = basisch entfernbar, blau = sauer entfernbar, unterstrichen = durch Fluorid 

entfernbar. 
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Schema 102: Retrosynthetische Überlegung zur Darstellung der HPOC CLIX.  

Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch. 

 

Zum orthogonalen Entfernen der Schutzgruppen von N6-Hydroxy-N6-palmitoyl-L-lysin LXXXVI 
wurde eine sauer, basisch und hydrogenolytisch entfernbare Schutzgruppe gewählt. Da die 

Oxidation der N6-Aminogruppe von WU et al. mittels Dibenzoylperoxid (CLXIV) neben der 

Oxidation gleichzeitig die Benzoyl-Schutzgruppe einführt,301 sollte diese als Schutzgruppe für 

die terminale Hydroxamsäuregruppe verwendet werden. Folglich muss für die Carboxylgruppe 

eine selektiv acidolytisch entfernbare Schutzgruppe wie ein tert-Butylester und für die 

N2-Aminogruppe mit Cbz eine hydrogenolytisch entfernbare Schutzgruppe eingeführt werden 

(Schema 103). Somit lässt sich Verbindung LXXXVI durch Acylierung von CLXII durch 

Palmitinsäure oder -chlorid CLXIII aufbauen. Die Synthese von LXXXVI wurde von WU et al. 

ausgehend von N2-Cbz-L-Lysin (CLXVI), tert-Butylacetat CLXVII und DBPO CLXIV 

beschrieben (Schema 103).301  

 

  

 
Schema 103: Retrosynthetische Analyse zur Darstellung von N6-Hydroxyl-N6-palmitoyl-L-lysin LXXXVI.  

Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch. 
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Da beide Hydroxamsäurengruppen des Mycobactin-Analogons CLV sinnvollerweise die 

gleiche Schutzgruppe haben, ist es geboten, dass die Hydroxamsäuregruppe des (S)-3-

Amino-1-hydroxyazepan-2-ons LXXXVIII ebenfalls Benzoyl-geschützt wird (Schema 104). Als 

Schutzgruppe für die 3-Aminogruppe wurde Cbz gewählt, da so N2-Cbz-L-Lysin CLXII 
abermals als Edukt verwendet werden kann. Der Azepan-2-on-Ring sollte durch einen 

intramolekularen Ringschluss aus CLXVIII aufgebaut werden. Die dafür notwendige freie 

Carboxylgruppe kann aus dem entsprechenden tert-Butylester CLXII dargestellt werden. Dies 

ist besonders effizient, da der tert-Butylester CLXII ein gemeinsames Edukt für die Synthese 

des AHAO LXXXVIII (Schema 104) und N6-Hydroxy-N6-palmitoyl-L-lysin LXXXVI (Schema 

103) darstellt.  

 

 
Schema 104: Retrosynthetische Überlegung zur Darstellung des (S)-3-Amino-1-hydroxyazepan-2-ons (AHAO) 

LXXXVIII. Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch, FGI = engl. functional group interconversion = 

Umwandlung einer funktionellen Gruppe. 
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7.3.2. Synthese der Mycobactin-Fragmente  

Die Synthese der HPOC 45 startete ausgehend von der kommerziell verfügbaren 

2-Benzyloxybenzoesäure (41), wobei die literaturbekannten Synthesen von MILLER et al. und 

WU et al.300,301 kombiniert wurden. Das Edukt 41 wurde mit einem Überschuss Oxalylchlorid in 

das korrespondierende Carbonsäurechlorid 42 übergeführt und ohne Reinigung für die 

nachfolgende Acylierungsreaktion verwendet (Schema 105).  

 

 
Schema 105: Synthese der HPOC 45 nach MILLER et al. und WU et al.300,301  

(a) 7.80 Äq. Oxalylchlorid, CH2Cl2/Toluol (2/1 v/v), 0 °C, 30 min; b) 0.90 Äq.  L-Serinbenzylester Hydrochlorid, 

3.00 Äq. DIPEA, CH2Cl2, 0 °C – RT, 16 h; (c) 1.10 Äq. BURGESS-Reagenz, THF, Reflux, 1 h; (d) 10 mol% Pd/C, 

H2, MeOH, RT, 20 h.  

 

Durch Reaktion von 42 mit substöchiometrischen Mengen L-Serinbenzylester Hydrochlorid in 

Anwesenheit von DIPEA wurde das Amid 43 mit einer Ausbeute von 79 % über zwei Schritte 

dargestellt (Schema 105). Nachdem Versuche der dehydratisierende Cyclisierung mittels 

PFBSF301 und DAST201 gescheitert waren, konnte die Benzyl-geschützte HPOC 44 mit Hilfe 

von BURGESS-Reagenz nach einem Protokoll der MILLER Gruppe293,294 in einer Ausbeute von 

66 % isoliert werden (Schema 105). Beide Benzyl-Schutzgruppen konnten hydrogenolytisch 

entfernt werden, sodass die HPOC 45 nach säulenchromatographischer Reinigung und 

Umkristallisation über vier Schritte in einer Gesamtausbeute von 38 % gewonnen werden 

konnte (Schema 105). Anzumerken ist, dass die HPOC 45 in Anwesenheit von Wasser schnell 

hydrolysiert. Dies zeigt sich bereits bei Analyse der Verbindung mittels HPLC, bei welcher 

Wasser als Eluent verwendet wurde. Folglich konnte die Reinheitsbestimmung von 

Verbindung 45 mittels HPLC oder LC-MS nicht vorgenommen werden, da die Verbindung 45 
bei Verwendung anderer Eluenten keine Retention auf der Säule zeigte.  
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Die erfolgreiche Synthese der HPOC 45 eröffnete die Möglichkeit zur Synthese einer weiteren 

HPOC 49, welche sich von 2,3-Dihydroxybenzoesäure (35) und L-Threonin ableitet. Die 

Synthese von 2,3-Bis(benzyloxy)benzoesäure (37) wurde in Schema 100 bereits beschrieben. 

Zu Beginn wurde die Carbonsäure 37 mit Oxalylchlorid zum Carbonsäurechlorid 46 aktiviert, 

welches ohne weitere Reinigung zur Acylierung von L-Threoninbenzylester Hydrochlorid 

verwendet wurde (Schema 106).  

 

Das Intermediat 47 wurde unter Verwendung von BURGESS-Reagenz dehydratisierend 

cyclisiert und die Benzyl-Schutzgruppen hydrogenolytisch mit Palladium auf Aktivkohle und 

Wasserstoff entfernt. Zusammenfassend gelang die Synthese der HPOC 49 über sechs 

Schritte in einer Gesamtausbeute von 44 %.  

Die HPOCs 45 und 49 können über ihre Carboxylgruppe als Siderophorfragmente direkt an 

Aminogruppen gekuppelt werden.  

 

Im nächsten Schritt sollte das geschützte Mycobactinsäure-Derivat 55 als Siderophorfragment 

aufgebaut werden (Schema 107). Zur Darstellung von 55 wurde eine Synthese von WU et al. 

modifiziert.301 Zunächst wurde die Carboxylgruppe von N2-Cbz-L-Lysin 50 durch Rühren mit 

Perchlorsäure in tert-Butylacetat tert-Butyl-geschützt.  

 
Schema 106: Synthese der HPOC 49 nach MILLER et al. und WU et al.300,301  

(a) 7.80 Äq. Oxalylchlorid, CH2Cl2/Toluol (2:1), 0 °C, 30 min; (b) 0.90 Äq.  L-Threoninbenzylester Hydrochlorid, 

3.00 Äq. DIPEA, CH2Cl2, 0 °C – RT, 16 h; (c) 1.10 Äq. BURGESS-Reagenz, THF, Reflux, 1 h; (d) 10 mol% Pd/C, 

H2, MeOH, RT, 20 h. 
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Schema 107: Darstellung des geschützten Mycobactinsäure-Analogons 55.  

(a) 1.50 Äq. HClO4, tert-Butylacetat, RT, 16 h; (b) 1.50 Äq. DBPO, CH2Cl2/Phosphatpuffer pH 10.5, RT, 4 h; (c) 

1.00 Äq. Palmitinsäurechlorid, 1.00 Äq. K2CO3, Aceton, 0 °C – RT, 1 h; (d) i) 1.5 Äq. AcOH, 10 mol% Pd/C, H2, 

MeOH, RT, 5 h; ii) 1.50 Äq. EDC•HCl, 1.50 Äq. HOBt, CH2Cl2, RT, 4 h. 

 

Die Oxidation der N6-Aminogruppe von 51 wurde zunächst nach der Vorschrift von WU et al.301 

durchgeführt. Hierbei wurde eine Lösung von DBPO in Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 

10.5 zu einer Lösung von Verbindung 52 in Dichlormethan unter starken Rühren zugetropft 

wird.301 Die Verwendung des Phosphatpuffers ist notwendig, da die Benzoyl-Schutzgruppe bei 

einem pH-Wert über 10.5 nicht stabil ist, aber die N6-Aminogruppe nicht protoniert vorliegen 

sollte, um eine ausreichende Nukleophilie der N6-Aminogruppe zu gewährleisten. Bei der 

Durchführung des Protokolls von WU et al.301 wurde nach säulenchromatographischer 

Reinigung neben der gewünschten Verbindung 52 auch das Nebenprodukt 52‘ im Verhältnis 

1:1 gewonnen (Schema 108). Da die DBPO-Lösung zugetropft wird, liegt in der 

Reaktionslösung ein Überschuss des Amins 51 vor. Die N6-Aminogruppe von 51 könnte die 

Carbonylfunktion der O-Benzoylhydroxylamin-Struktur von 52 angreifen, sodass das Amid 52‘ 
und das Hydroxylamin 51‘ entstehen. Um einen Überschuss an Verbindung 51 in der 

Reaktionslösung zu verhindern, wurde das Protokoll dahingehend modifiziert, dass die DBPO-

Lösung vorgelegt und eine Lösung von Verbindung 52 zugetropft wurde. Somit konnte die 
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Verbindung 52 nach säulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 69 % 

gewonnen werden.  

 
Schema 108: Hypothese zur Bildung der Nebenprodukte 52‘ und 51‘. 

 

Als nächstes wurde die O-Benzoylhydroxylamin-Struktur von 52 mit Palmitinsäurechlorid in 

Aceton und Kaliumcarbonat als Hilfsbase N-acyliert, sodass Intermediat 53 in guter Ausbeute 

gewonnen wurde (Schema 107). Das hydrogenolytische Entfernen der Cbz-Schutzgruppe 

wurde in Methanol mit Palladium auf Aktivkohle und Wasserstoff und Zugabe von 

1.5 Äquivalenten Essigsäure durchgeführt, da die freie gewordene Aminogruppe den pH-Wert 

der Reaktionslösung ins Basische verschiebt, was zum partiellen Verlust der Benzoyl-

Schutzgruppe führt (Schema 107). Das resultierende freie Amin 54 ist nicht lagerstabil, sodass 

dieses ohne weitere Charakterisierung für die nachfolgende Amid-Kupplung eingesetzt wurde. 

Im letzten Schritt dieser Synthesesequenz wurde die HPOC 45 mit EDC/HOBt aktiviert und 

mit dem Amin 54 versetzt, sodass die geschützte Mycobactinsäure 55 über 5 Schritte in einer 

Gesamtausbeute von 4 % gewonnen werden konnte.301 

 

Der Aufbau des AHAO-Bausteins 57 erfolgte ausgehend von dem dreifach-geschützten 

L-Lysin 52 nach einer modifizierten Vorschrift von WU et al. (Schema 109).301 Zunächst wurde 

die tert-Butylschutzgruppe säurekatalysiert mit Trifluoressigsäure in Dichlormethan entfernt 

und das entstehende Intermediat 56, nach Entfernen des Lösemittels und Trocknen im 

Hochvakuum ohne weitere Reinigung für die nächste Reaktion verwendet (Schema 109). Um 

die intramolekulare Cyclisierung gegenüber der intermolekularen Kupplung zu forcieren, 

wurde ein äquimolares Gemisch aus EDC•HCl, 4-DMAP und 4-DMAP•HCl vorgelegt. Durch 

Zugabe von 4-DMAP•HCl bleibt der pH-Wert der Reaktionslösung im Verlauf der Reaktion 

leicht sauer, um die Hydrolyse der Benzoyl-Schutzgruppe zu verhindern. Zu diesem 40 °C 

warmen EDC•HCl/4-DMAP/4-DMAP•HCl-Gemisch wurde über einen Zeitraum von 8 h eine 

Lösung von 56 zugetropft und weitere 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Das lagerstabile N- 

und O-geschützte AHAO 57 konnte in einer Ausbeute von 76 % über zwei Schritte isoliert 
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werden, welche sich im Vergleich zur Literaturausbeute von 62 %301 verbesserte (Schema 

109).  

 

Schema 109: Darstellung des Cobactin T-Analogons 65 nach WU et al.301  

(a) CH2Cl2/TFA (2/1 v/v), 0 °C – RT, 4 h; (b) 2.70 Äq. EDC•HCl, 2.70 Äq. 4-DMAP, 2.70 Äq 4-DMAP•HCl, 

DCM, 40 °C, 16 h; (c) 10 mol% Pd/C, H2, MeOH/TFA (4/1 v/v), rt, 1 h. 

 

Die Cbz-Schutzgruppe von 57 wurde im Sauren hydrogenolytisch entfernt und das erhaltene 

instabile (S)-3-Amino-azepan-2-on 58 ohne weitere Reinigung in der nachfolgenden 

Kupplungsreaktion verwendet (Schema 109).  

Um das Cobactin T-Grundgerüst aufzubauen, kann das Amin 58 an eine (2S)-2,3-

Diaminopropansäure gekuppelt werden (Schema 111). Da das Amin 58 eine basisch-

entfernbare Schutzgruppe enthält, müssen die Amino-Schutzgruppen der (2S)-2,3-

Diaminopropansäure sauer und hydrogenolytisch entfernbar sein. Folglich wurde (2S)-N2-Boc-

2,3-diaminopropionsäure 59 als Edukt für eine Acylierung mit Benzylchloroformiat nach MITRA 

et al.465 gewählt, um N3-Cbz-(2S)-N2-Boc-2,3-diaminopropionsäure 60 in befriedigender 

Ausbeute darzustellen (Schema 110).  

 

 

Schema 110: Darstellung von N3-Cbz-(2S)-N2-Boc-2,3-diaminopropionsäure 60 nach MITRA et al.465  

(a) 1.20 Äq. Benzylchloroformat, 4.00 Äq. NaHCO3, H2O/Toluol, RT, 8 h.  

 

Die Carbonsäure 60 sollte anschließend nach der Literaturvorschrift von WU et al. durch 

Aktvierung mit EDC/HOAt301 gekuppelt werden (Schema 111), welches allerdings zum 

quantitativen Verlust der Benzoyl-Schutzgruppe führte, sodass das gewünschte Produkt 61 

nicht isoliert werden konnte. 
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Schema 111: Versuche zur Darstellung des Cobactin T-Analogons 65 nach WU et al.301  

(a) 1.50 Äq. EDC•HCl, 1.50 Äq. HOBt, CH2Cl2, RT, 16 h. 

 

Da sich die Benzoyl-Schutzgruppe als sehr labil erwies und sowohl beim Entfernen der Cbz-

Schutzgruppe als auch bei Kupplungsreaktionen Probleme bereitete, sollte eine alternative 

Schutzgruppen Strategie getestet werden, um ein lagerstabiles AHAO herzustellen, welches 

in nachfolgenden Projekten verwenden werden kann. Zu diesem Zweck wurde die 

Syntheseroute von WALZ et al. herangezogen, welche ebenfalls N2-Cbz-L-Lysin 50 als Edukt 

verwendet (Schema 112). 

 

Zu Beginn wurde N2-Cbz-L-Lysin 50 mit Benzaldehyd über Molsieb kondensiert, um das 

Azomethin 62 darzustellen. Zugabe von m-Chlorperbenzoesäure führt in einer PRILESCHAJEW-

artigen Oxidation zum Aufbau des Oxaziridin 63, welches durch Zugabe von Trifluoressigsäure 

 
Schema 112: Darstellung des N-Cbz-O-TBDPS-geschützten AHAO 66.  

(a) 1.10 Äq. Benzaldehyd, 1.05 Äq. KOH, 3 Å Molsieb, MeOH, RT, 16 h; (b) 1.20 Äq. m-CPBA, MeOH, 0 °C, 

2 h; (c) TFA/CH2Cl2 (1/1 v/v), RT, 1 h; (d) 1.10 Äq. H2NOH•HCl, MeOH, 60 °C, 20 min; (e) i) 1.20 Äq. HATU, 

1.48 Äq. DIPEA, ACN/DMF (4/1 v/v), RT, 4 h; ii) RT, 20 h; (f) 2.50 Äq. TBDPS-Cl, 4.80 Äq. Imidazol, 40 °C, 

24 h.  
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zum Nitron 64 isomerisierte (Schema 112).307 Anschließend wurde eine Hydrolyse des Nitrons 

64 durch Zugabe von Hydroxylamin induziert, sodass N2-Boc-N6-hydroxy-L-lysin 65 fast 

quantitativ erhalten wurde. Da das Hydroxylamin 65 in der Literatur als nicht lagerstabil 

beschrieben wurde,293,294,302,306,307 sollte 65 in einer intramolekularen Cyclisierung direkt 

umgesetzt werden. Zu diesem Zweck wurde eine modifizierte von GHOSH et al.298 verwendet, 

bei der Verbindung 65 über einen Zeitraum von 4 h zu einer Lösung aus HATU und DIPEA 

getropft und anschließend weitere 20 h bei Raumtemperatur gerührt wurde. Das Lösemittel 

wurde unter vermindertem Druck entfernt und die tert-Butyldiphenylsilyl-Schützung (TBDPS) 

der cyclischen Hydroxamsäure im konsekutiven Ein-Topf-Verfahren durch Zugabe von tert-

Butyldiphenylchlorsilan und Imidazol als Hilfsbase durchgeführt. Ausgehend vom lagerstabilen 

Nitron 64 konnte das geschützte AHAO 66 in einer Ausbeute von 39 % über drei Schritte 

isoliert werden. Die TBDPS-Schutzgruppe ist weniger säurelabil als die Trimethylsilyl (TMS)- 

oder Triisopropylsilyl (TIPS)-Schutzgruppe, lässt sich im Vergleich zu diesen aber einfacher 

durch Fluorid abspalten.413,466 Dementsprechend stellt die TBDPS-Schutzgruppe eine gute 

Alternative zur Benzoyl-Schutzgruppe dar, sodass weitere Kupplungsreaktionen des TBDPS-

geschützten AHAO 66 an Mycobactin-Bausteine oder Wirkstoffe robuster sein sollten.  

 

7.4. Etablierung einer Synthesestrategie zur Darstellung von β-thia-isosteren 
Fosmidomycin-Analoga-Siderophor-Konjugaten 

Mit 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (32), Azotochelin (40), der HPOC 45 und 49 sowie der 

Carboxyl-geschützten Mycobactinsäure 55 stehen Siderophore und Siderophorfragmente zur 

Verfügung, die über ihre Carboxylgruppe an die Aminogruppen eines β-thia-isosteren 

Fosmidomycin-Analogons gekuppelt werden können.  

Zur Darstellung von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga-Siderophor-Konjugaten sollten 

Vorarbeiten für die Etablierung einer neuen Synthesestrategie gemacht werden. Folgende 

retrosynthetische Analyse wurde durchgeführt (Schema 113).  
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Schema 113: Retrosynthetische Analyse zur Darstellung β-thia-isosterer Fosmidomycin-Analoga-Siderophor-

Konjugate. Discon. = engl. disconnection = Bindungsbruch, FGA = engl. functional group addition = Addition 

einer funktionellen Gruppe. 

 

Die Phosphonsäure sollte aufgrund ihrer starken Acidität467 im letzten Schritt freigesetzt 

werden, um die Kupplung zwischen der Siderophor-Carbonsäure CLXXII und dem β-thia-

isosteren Fosmidomycin-Analogon CLXXI möglichst selektiv zu gestalten. Die 

N-Methylhydroxamsäuregruppe ist mit ihrem pKS-Wert von 9-10468 deutlich weniger acide, 

sodass diese bei einer Kupplungsreaktion im neutralen pH-Bereich nicht dissoziiert und damit 

nur als schwaches Nukleophil vorliegt. Dementsprechend muss die Hydroxamsäuregruppe für 

die Kupplungsreaktion nicht zwangsläufig geschützt sein und das Intermediat CLXX könnte 

durch eine Amid-Kupplung aus dem Amin CLXXI und einer Siderophor-Carbonsäure CLXXII 
dargestellt werden. Für die Synthese des Amins CLXXI bietet sich ein Phthalimid CLXXIII an, 

wobei die meta- und para-(6-Phthaloyl)hexoxy-substituierten α-Phenyl-Analoga 27c und 27d 

zuvor bereits im Gramm-Maßstab dargestellt werden konnten (Schema 87).  

 

Die Phthaloyl-Schutzgruppe lässt sich im wässrigen Milieu stark sauer oder stark basisch unter 

Hitzezufuhr mit ausgewählten Metallhydriden oder Stickstoff-Nukleophilen entfernen.366 Da es 

im wässrigen Milieu beim Erhitzen mit starken Säuren oder Basen zur Hydrolyse des 

Phosphonsäurediethylesters sowie der Hydroxamsäuregruppe kommen und die Anwendung 

von starken Reduktionsmitteln die Hydroxamsäuregruppe reduzieren kann, wurde die 

Hydrazinolyse für die Entschützung der Aminogruppe von Verbindung 27c ausgewählt. 

Aufgrund der guten Löslichkeit von 27c in Ethanol wurde dieses als Lösemittel verwendet. In 

der Literatur sind für das Entfernen von Phthaloyl-Schutzgruppen Temperaturbereiche von 

Raumtemperatur bis 80 °C, Reaktionszeiten bis zu 16 h und bis zu 10 Äquivalenten Hydrazin 

Monohydrat angegeben.469-471 Um geeignete Reaktionsbedingungen zu ermitteln, wurde eine 
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0.1 molare Lösung von Verbindung 27c in Ethanol mit einem Äquivalent Hydrazin versetzt und 

die Reaktion bei 60 °C, 70 °C und 80 °C über einen Zeitraum von 20 h durchgeführt (Tabelle 

26, Ansatz 1-3). Die Reaktionskontrolle erfolgte nach 7 und 20 h mittels HPLC und die Flächen 

(AUC) der Peaks des Edukts 27c, Produkts 67a und Carbonsäurehydrazids 67a‘ miteinander 

verglichen. Zudem wurden weitere Nebenprodukte (NP) erfasst, die Intermediate der 

Hydrolyse darstellten (Tabelle 26). 

 
Tabelle 26: Optimierungsstudie zur der Phthaloyl-Entschützung von Verbindung 27c. Der Anteil von Edukt, 

Produkt, Hydrazid und weiterer Nebenprodukte (NP) wurden über den Vergleich der AUC der entsprechenden 

Peaks im HPLC-Chromatogramm bestimmt. 

 

Ansatz Äq. Hydrazin 
T 

[°C] 
t 

[h] 
Edukt 

[%] 
Produkt 

[%] 
Hydrazid 

[%] 
NP 
[%] 

1 1.0 60 
7 27 48 2 23 

20 21 55 6 18 

2 1.0 70 
7 21 51 9 19 

20 25 49 8 18 

3 1.0 80 
7 26 38 10 26 

20 27 29 8 36 

4 2.0 60 
7 4 76 7 13 

20 0 67 30 3 

5 3.0 60 

1 7 63 4 26 

7 0 76 14 10 

20 0 50 47 3 

6 2.0 50 
1 17 43 1 39 

3 4 73 7 16 

5 4 77 7 12 

7 3.0 50 

1 13 53 1 33 

3 9 69 4 18 

5 2 79 11 8 
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Bei allen drei Ansätzen wurde das Edukt 27c nur zu etwa 75 % umgesetzt und eine 

Verlängerung der Reaktionszeit von 7 h auf 20 h führte nicht zu einer signifikanten Steigerung 

des Umsatzes. Bei einer Temperatur von 60 °C wurde nach 7 h nur 2 % Hydrazid 67a‘ 
gebildet. Da das Hydrazid 67a‘ säulenchromatographisch nicht von der Hydroxamsäure 67a 

zu trennen war, sollte die Bildung dieses Nebenproduktes möglichst unterdrückt werden.  

Um den Eduktumsatz zu erhöhen, wurde die Anzahl der Hydrazin-Äquivalente auf zwei und 

drei erhöht und die Reaktion bei 60 °C durchgeführt (Tabelle 26, Ansatz 4+5). Beide Ansätze 

zeigten einem vollständigen Eduktumsatz nach 7 h, allerdings bildete sich nach 20 h auch 

30 % bzw. 47 % Hydrazid 67a‘, sodass geschlussfolgert wurde, dass die Reaktionszeit 

deutlich kürzer gewählt werden muss. Um die Bildung des Hydrazid 67a’ zudem verringern, 

wurde die Temperatur auf 50 °C reduziert und bei dieser Temperatur die Verwendung von 

zwei und drei Äquivalenten Hydrazin erprobt (Tabelle 26, Ansatz 6+7). Dabei zeigte sich 

Ansatz 6 als guter Kompromiss, da nach 3-5 h das Edukt fast vollständig umgesetzt und 

gleichzeitig nur 7 % des Hydrazids 67a’ gebildet wurde. 

 

Das Entfernen der Phthalimid-Schutzgruppe von den Verbindungen 67a und 67b wurde im 

Folgenden mit 2 Äquivalenten Hydrazin bei 50 °C durchgeführt und ab 3 h Reaktionszeit 

halbstündige Reaktionskontrollen mittels HPLC durchgeführt (Schema 114). Die Reaktion 

wurde beendet, sobald nur noch etwa 5 % Edukt und maximal 5 % Hydrazid 67a’ vorhanden 

war. 

 

 
Schema 114: Darstellung der Verbindungen 67a-b.  

(a) 2.00 Äq. N2H4, EtOH, 50 °C, 5 h.  

 

Die Produkte 67a-b wurden anschließend säulenchromatographisch mit 

Dichlormethan/Methanol (30 %) und 1 % Triethylamin gereinigt. Das Lösemittel der Fraktionen 

wurde mittels Stickstoffgegenstrom entfernt, da bei Anwendungen von Wärme, die Amine 

67a-b unter Abspaltung von N-Methylhydroxylamin intramolekular cyclisieren. Da sich das 

Triethylamin durch den Stickstoffgegenstrom nicht vollständig entfernen ließ, zeigten die NMR-

Spektren von 67a-b signifikante Mengen an Triethylamin. Triethylamin sollte jedoch bei der 

nachfolgendenden CDI-Kupplung nicht stören, sodass die Amine 67a und 67b ohne weitere 
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Reinigung mit 2,3-Dihydroxybenzoesäure oder 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (32) 

gekuppelt wurden (Schema 115).  

 

 
Schema 115: CDI-vermittelte Kupplungsreaktion zur Darstellung der Siderophor-Konjugate 68a-c.  

(a) 1.50 Äq. CDI, 1.10 Äq. 2,3-Dihydroxybenzoesäure oder 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (32), THF, RT, 

16 h.  

 

Die stark hygroskopischen Siderophor-Konjugate 68a-c konnten nach 

säulenchromatographischer Reinigung an C18-Kieselgel in schlechten Ausbeuten isoliert 

werden. Da eine ausreichende Trocknung von 68a-c zum gegebenen Zeitpunkt nicht möglich 

war, wurde die abschließende TMSBr-Spaltung nicht durchgeführt, weil diese unter 

vollkommen wasserfreien Bedingungen stattfinden muss.  
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8. Ausblick  

Sowohl einige Chlor- und Bromflavonin-Analoga als auch die β-thia-isosteren Fosmidomycin-

Analoga zeigen eine potente Inhibition des adressierten Targets und stellen weiterhin 

interessante Leitstrukturen für die präklinische Entwicklung dar.  

Um diese zielgerichtet und effizient voranzubringen, ist es für die Chlor- und Bromflavonin-

Analoga zunächst wichtig einen IlvB1-Assay zu etablieren, der eine quantitative Auswertung 

der Enzyminhibition und damit das Aufstellen präziserer Struktur-Aktivitäts-Beziehungen 

erlaubt. Mit der Etablierung eines solchen Assays beschäftigte sich DR. ANNA-LENE KIFFE-DELF 

in ihrer Promotion. Es gelang ihr, die katalytische Untereinheit IlvB1 zu exprimieren und zu 

reinigen, allerdings zeigte die kolormetrische Auswertung eines α-Naphthol-Farbkomplexes 

auch nach intensiver Untersuchung und Optimierung keine Dosis-Wirkungs-Linearität, sodass 

die Bestimmung von IC50-Werten nicht möglich war.  

Bisher wurde das rationale Design der Analoga basierend auf einem AHAS-Homologie-Modell 

mit Templaten von Saccharomyces cerevisiae and Arabidopsis thaliana und anschließenden 

Molecular Docking-Experimenten nach REHBERG et al. vorgenommen. Das AHAS-Enzym von 

Saccharomyces cerevisiae and Arabidopsis thaliana weisen jeweils eine Sequenzidentität von 

44 %, bzw. 45 % und eine Sequenzähnlichkeit von 84 % zur MtAHAS auf6, sodass strukturelle 

Unterschiede zur AHAS von Mt wahrscheinlich sind. Eine Co-Kristallstruktur von der 

katalytischen IlvB1 und regulatorischen IlvN Untereinheit in Komplex mit Chlor- und 

Bromflavonin (-Analoga) könnte essentiell zum tieferen Verständnis der Enzym-Liganden-

Interaktion beitragen und für präzisere weiterführende Molecular Docking-Experimente und ein 

zielorientiertes Inhibitordesign genutzt werden. 

Neben der Optimierung der Liganden-Enzym-Interaktion sollten für die nächste Generation 

der Chlor- und Bromflavonin-Analoga nach Möglichkeit Substituenten eingeführt werden, die 

die Wasserlöslichkeit erhöhen. Dieser Ansatz wurde durch die Amino-Analoga 9e und 1k und 

das 3-(2-Hydroxy)ethyl-Analogon 1j bereits exemplarisch realisiert. Da diese Analoga nur eine 

potente IlvB1-Inhibition ohne Mt Wachstumshemmung zeigen, gilt es einen Kompromiss 

zwischen verbesserter Wasserlöslichkeit / Hydrophilie und guter Permeabilität / Lipophilie zu 

finden. 

Zudem zeigten Chlor- und Bromflavonin nur eine moderate Stabilität in humanen 

Lebermikrosomen, welche auf eine intensive Metabolisierung durch CYP-Enzyme 

zurückzuführen ist. Basierend auf diesen Ergebnissen sollten zwei weitere Aspekt untersucht 

werden: Zum einen sollten die Metaboliten identifiziert werden, um zu untersuchen, ob diese 

möglicherweise selbst AHAS-Inhibitoren sind und Chlor- und Bromflavonin als Prodrugs 

angesehen werden könnten. Zum anderen sollte die Stabilität der Verbindungen ex vivo in 

humanem Blutplasma untersucht werden. Die mikrosomale Stabilität untersucht vor allem die 

Metabolisierung durch CYP-Enzyme, welche vorwiegend in der Leber aber auch im 
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Darmlumen vorkommen. Die Metabolisierung im Zuge des First-Pass-Effektes in der Leber 

lässt sich im Allgemeinen durch parenterale, sublinguale, rektale oder bukkale Applikation 

eines Arzneimittels umgehen.472  

Viele Flavonoide zeigen wie Chlor- und Bromflavonin eine schlechte Wasserlöslichkeit, die in 

der Regel zu einer schlechten oralen Bioverfügbarkeit führt.473 Es wurden zahlreiche Strategie 

entwickelt, um die schlecht wasserlöslichen Flavonoide besser bioverfügbar zu machen und 

diese könnten auch auf Chlor- und Bromflavonin (-Analoga) angewendet werden (Abbildung 

43). Chemische Modifikationen wie Glykosylierung474 oder die Maskierung der phenolischen 

Hydroxygruppen durch die Synthese von Prodrugs475-478 könnten die Wasserlöslichkeit und 

Permeabilität erhöhen.  

 
Abbildung 43: Möglichkeiten zur Verbesserung der Bioverfügbarkeit von Flavonoiden. 
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Auch natürliche479-481 und synthetische Adsorptionsverbesserer sowie pharmazeutische 

Technologien wie Trägerkomplexe482,483, feste Dispersionen484,485, Co-Kristalle486,487 und 

insbesondere Nanotechnologien488 sind für Flavonoide intensiv untersucht worden.473,489 

 

Für die weitere Optimierung der Fosmidomycin-Analoga ist eine Untersuchung der 

metabolischen Stabilität in den entsprechenden Mikroorganismen notwendig. Sollten die 

Analoga metabolisch stabil sein, ist im Falle von P. falciparum eine intensive Untersuchung 

der Transportmechanismen notwendig, um das Nadelöhr für die Aufnahme in den 

Apicoplasten zu identifizieren.  

Aus medizinalchemischer Perspektive bieten die dargestellten Analoga interessante 

Ansatzpunkte zur Verbesserung der Permeabilität durch strukturelle Modifikationen. Während 

die β-thia-isosteren Analoga CL1-3 mit kleinen Substituenten am α-Phenyl-Ring in ähnlichem 

Ausmaß wie Fos in die Plasmodien aufgenommen und/oder metabolisiert werden, wurden die 

Inhibitoren mit raumfüllenden Substituenten in meta- und para-Position des α-Phenyl-Rings 

(28a-f) schlechter aufgenommen oder und/ rascher metabolisiert.  

Die neu-etablierte Syntheseroute erlaubt es, eine größere Substanzbibliothek von α-Phenyl-

substituierten β-thia-isosteren Analoga darzustellen. Anhand dieser Bibliothek könnte der 

Effekt des α-Phenyl-Substituenten weitergehend untersucht werden. Zudem können die 

beiden neuartigen Fosmidomycin-analogen Strukturtypen zu einem weiteren Strukturtyp 

kombiniert werden und der Einfluss auf die Permeabilität untersucht werden (Schema 116).  

 

  

 
Schema 116: Möglicher neuer Strukturtyp von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Analoga.  
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Gegenüber Bakterien, insbesondere E. coli, zeigten bisher nur Fosmidomycin und sein Acetyl-

Analogon FR900098 eine antibiotische Wirkung, da beide Inhibitoren aktiv über den Glycerol-

3-phosphat-Shuttlesystem (GlpT) aufgenommen werden.448,449 Aktive Transportportsysteme 

könnten die effiziente Aufnahme von Fosmidomycin-Analoga ermöglichen. Aus diesem Grund 

wurde die Synthese von β-thia-isosteren Fosmidomycin-Siderophor-Konjugaten erprobt 

(Kapitel 7.4). Die abschließende Durchführung der TMSBr-Spaltung der Verbindung 68a-c 

sollte bereits drei β-thia-isosteren Fosmidomycin-Siderophorfragment-Konjugate liefern, die 

auf ihre antibiotischen Eigenschaften hin untersucht werden können (Schema 117).  

 

 
Schema 117: Letzter Schritt zur Darstellung der β-thia-isosteren Fosmidomycin-Siderophorfragment-

Konjugate A-C. 
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Darüber hinaus erlaubt der etablierte Syntheseweg die Darstellung weiterer Konjugate des 

Amins 67a mit den dargestellten Siderophor-Carbonsäuren (Schema 118) 
 

 
Schema 118: Darstellung möglicher β-thia-isosteren Fosmidomycin-Siderophor-Konjugate. 
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9. Experimentalteil 

9.1. Allgemeine Informationen 
Sofern keine inerten Bedingungen angegeben wurden, wurden die Reaktionen in einem 

Rundkolben bei einer Raumtemperatur von 20 °C durchgeführt. Reaktionen bei 0 °C wurden 

in einem Eis/Wasser-Bad und Reaktionen bei -80 °C in einem Aceton/Trockeneis-Bad 

durchgeführt.  

Wasserfreie Reaktionen wurden in ausgeheizten SCHLENK-Kolben unter Stickstoff- oder 

Argon-Atmosphäre unter Verwendung der Septum- und Spritzentechnik durchgeführt. Die 

verwendeten über Molekularsieb getrockneten Lösungsmittel wurden von Thermo Fisher 

Scientific Inc. bezogen. Alle weiteren Lösemittel für Reaktionsansätze wurden in reinster 

Qualität (p.a.) von Sigma-Aldrich Chemie GmbH bezogen und ohne weitere Reinigung oder 

Trocknung verwendet. 

 
Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien wurden von Acros Organics BVBA, Alfa Aesar GmbH & Co KG, 

ApolloScientific, BLDpharm, Carbolution Chemicals GmbH, Carl Roth GmbH, Fluorochem 

Ltd., Merck KGaA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH und VWR International GmbH kommerziell 

erworben und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Als Trockenmittel für organische Phasen 

nach Extraktionen wurde wasserfreies Natriumsulfat von Honeywell International Inc. 

verwendet.  

 

Dünnschichtchromatographie (DC)  
Reaktionskontrollen sowie die Bestimmung der Rf-Werte erfolgten mit 0.2 mm Kieselgel 

beschichteten Aluminiumplatten (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254) der Firma 

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG. Als Elutionsmittel wurden Gemische aus n-Hexan oder 

Cyclohexan und Ethylacetat oder Dichlormethan und Methanol ggf. mit Zusatz von 

Triethylamin oder Ameisensäure verwendet und die Untersuchungen bei Kammersättigung 

durchgeführt. Die Laufstrecke betrug 7 cm. Zur Detektion wurde die Fluoreszenzlöschung auf 

den DC-Platten mit UV-Licht der Wellenlänge 254 nm und 366 nm erfasst. Die DC-Platten 

wurden mit folgenden Tauchlösungen angefärbt: 

• Phenole / Hydroxamsäuren: 1 %ige ethanolische Eisen(III)-chlorid-Lösung 

• Amine / Hydroxylamin: Ninhydrin-Lösung (0.30 g Ninhydrin, 3 mL Essigsäure, 100 mL 

n-Butanol) 

• Säuren / Basen: Bromkresolgrün-Lösung (0.04 g Bromkresolgrün in 100 mL Ethanol 

und pH-Wert Einstellung mit 1 M Natronlauge) 
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• oxidierbare Verbindungen: Kaliumpermanganat-Lösung (3.00 g Kaliumpermanganat, 

20.0 g Kaliumcarbonat und 5.00 g Natriumhydroxid-Lösung (5 %, aq.) in 300 mL dest. 

Wasser) 

 
9.2. Präparative Methoden  
Säulenchromatographie (SC)  
Bei der manuellen säulenchromatographischen Reinigung wurden Glassäulen mit Kieselgel 

mit einer Partikelgröße von der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG befüllt. Auf die 

stationäre Phase wurde Seesand der Firma Grüssing GmbH mit einer Füllhöhe von ca. 1 cm 

gegeben. Das zu trennende Rohprodukt wurde mit wenig Dichlormethan an Kieselgel der 

Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG adsorbiert und auf die Säule aufgetragen. Als 

Eluentengemisch dienten Gemische aus n-Hexan und Ethylacetat. Chromatographiert wurde 

mithilfe von manuell angelegtem leichten Überdruck.  

 

Flashchromatographie 
Die Flashchromatographie erfolgte entweder an dem Flash-Chromatographiesystem „Büchi 

Pure C-810 Flash“ der Firma Büchi Labortechnik AG oder an dem Gerät „Combi Flash® Rf 

200“ der Firma Teledyne ISCO Inc. mit RediSep®Rf-Fertigkartuschen der Firma Teledyne 

ISCO Inc. oder FlashPure EcoFlex Silica-Fertigkartuschen der Firma Büchi Labortechnik AG. 

Als Elutionsmittel wurden n-Hexan oder Cyclohexan/Ethylacetat oder Dichlormethan/Methanol 

technischer Qualität ggf. mit Zusatz von Ameisensäure oder Triethylamin verwendet.  

 
C18-Umkehrphasen-Flashchromatographie 
Die C18-Umkehrphasen-Flashchromatographie erfolgte an dem Flash-

Chromatographiesystem „Büchi Pure C-810 Flash“ der Firma Büchi Labortechnik AG. 

Verwendet wurden folgende Fertigkartuschen: 

• 86 g C18 Reverse Phase RediSepTMRf-Fertigkartuschen der Firma Teledyne ISCO 

Inc. 

• 43 g C18 Reverse Phase RediSepTMRf-Fertigkartuschen der Firma Teledyne ISCO 

Inc. 

• 15.5 g C18 High Performance Gold RediSepTMRf-Fertigkartuschen der Firma 

Teledyne ISCO Inc. 

• 4 g FlashPure Select C18 30µm sperical-Fertigkartuschen der Firma Büchi 

Labortechnik AG.  
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Als Elutionsmittel wurden eine Mischung aus Wasser, aufbereitet durch eine Milli-Q Anlage 

der Firma Merck KGaA, und Acetonitril HPLC Grade der Firma Merck KGaA in verschiedenen 

Zusammensetzungen verwendet.  

 

9.3. Charakterisierungsmethoden 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)  
Die analytischen HPLC-Untersuchungen wurden entweder mit einem AZURA System der 

Firma Knauer Wissenschaftliche Geräte GmbH bestehend aus einer AZURA 6.1L Pumpe, 

einem AZURA CT 2.1 Säulenofen, einem AZURA UVD 2.1L UV-Detektor und einem Spark 

Holland B.V. OPTIMAS™ Model 820 Autosampler oder mit einem Agilent Technologies Inc. 

LC 1260 Infinity II System bestehend aus einem G7116A Infinity II Säulenofen, einer G7104C 

Infinity II Pumpe, einem G7129C Infinity II Vialsampler und einem G7114A Infinity II Detektor 

durchgeführt. Die Trennung erfolgte auf einer Eurospher II 100 5 C18 (150 x 4 mm)-Säule der 

Firma Knauer Wissenschaftliche Geräte GmbH. Die UV-Absorption wurde bei einer 

Wellenlänge von 220 nm oder 254 nm detektiert. Die mobile Phase bestand aus 

• Methode A: Wasser + 0.1 % TFA (Eluent A) und Acetonitril + 0.1 % TFA (Eluent B) 

• Methode B: Wasser (Eluent A) und Acetonitril (Eluent B) 

 

Zur Trennung wurde folgernder Gradient mit einer Flussrate von 1 mL/min verwendet:  

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] 
0 90 10 

0.5 90 10 

20 0 100 

30 0 100 

31 90 10 

40 90 10 

 

 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)  
Die NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern Avance III 300, Avance DRX 500 oder 

Avance III 600 der Firma Bruker Corporation  im „Center for Molecular and Structural Analytics 

an der Heinrich-Heine Universität Düsseldorf (CeMSA@HHU)“ aufgenommen. Die 

verwendeten partiell deuterierten Lösungsmittel (Aceton-d6, Acetonitril-d3, Chloroform-d, 

Dimethylsulfoxid-d6, Methanol-d4,) wurden von der Firma Sigma Aldrich bezogen. Die 

chemische Verschiebung der Signale wurde parts per million (ppm) angegeben. Als interner 

Standard dienten die Resonanzsignale der Restprotonen der verwendeten partiell deuterierten 

Lösungsmittel490:  
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• (CD3)2CO G 2.05 (1H-NMR) und G 29.84 sowie G 206.26 (13C-NMR). 

• CD3CN: G 1.94 (1H-NMR) und G 1.32 sowie G 118.26 (13C-NMR). 

• CDCl3:  G 7.26 (1H-NMR) und G 77.16 (13C-NMR) 

• DMSO-d6:  G 2.50 (1H-NMR) und G 39.52 (13C-NMR).  

• CD3OD: G 3.31 (1H-NMR) und G 49.00 (13C-NMR). 

 

Die Multiplizität der 1H-NMR-Signale ist jeweils angegeben und wurde nach den folgenden 

Abkürzungen charakterisiert: Singulett (s), breites Singulett (bs), Dublett (d), Triplett (t), 

Quartett (q), Pentett (p), Heptett (hept.), Dublett vom Dublett (dd), Dublett vom Triplett (dt) und 

Multiplett (m). Ermittelte Kopplungskonstanten (J) wurden in der Einheit Hertz (Hz) angegeben. 

Bei 13C-NMR-Signalen handelt es sich aufgrund der 1H-Breitbandentkopplung um Singuletts 

aufgrund der heteronukleäre 13C-31P- oder 13C-19F-Kopplung um Dubletts. Die 

Signalzuordnung erfolgte teilweise mit Hilfe von DEPT-135-, 1H,1H-COSY-, 1H,1H-NOESY-, 
1H,13C-HSQC- und 1H,13C-HMBC-Spektren.  

 

Massenspektrometrie (ESI, EI, HRMS-ESI)  
Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte durch das „Center for Molecular and Structural 

Analytics an der Heinrich-Heine Universität Düsseldorf (CeMSA@HHU)“ aufgenommen. ESI-

Massenspektren wurden auf einem UHR-QTOF maXis 4G der Firma Bruker Corporation und 

EI-Massenspektren dem Triple Quadrupol-Gerät TSQ 7000 der Firma Finnigan MAT 

aufgenommen.  

 

Schmelzpunktbestimmung  
Schmelzpunkte (Smp.) wurden mittels M-565 Schmelzpunktmessgerät der Firma Büchi 

Labortechnik AG bestimmt und sind unkorrigiert. 

 

9.4. Konkordanzliste 
No. Code Name 

1a TAKK189 
2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-

4-on 

1b TAKK184 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-

4-on 

1c TAKK290 
5-Hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-

chromen-4-on 

1d TAKK070 
2-(3-Brom-2-hydroxy-5-methylphenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 
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No. Code Name 
1e TAKK116 2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on 

1f TAKK187 
2-(3-Brom-2-(difluoromethoxy)phenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-

chromen-4-on 

1g TAKK009 
2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

1h TAKK042 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

1i TAKK044 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-isoproxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

1j TAKK100 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on 

1k TAKK112 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-5-hydroxy-

7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 

1m TAKK136 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(difluormethoxy)-5-hydroxy-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on 

1q TAKK169 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-

chromen-4-on 

1r TAKK123 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3-methoxy-4H-chromen-4-on 

2d TAKK054 3-Brom-2-hydroxy-5-methyl-benzaldehyd 

3a TAKK002 3-Chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd 

3b TAKK014 3-Brom-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd 

3c TAKK183 3-Methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyd 

3d TAKK056 3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylbenzaldehyd 

3e TAKK026 3,5-Dibrom-2-(methoxymethoxy)-benzaldehyd 

3f TAKK006 3-Brom-5-chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd 

3g TAKK028 3,5-Dichlor-2-(methoxymethoxy)-benzaldehyd 

4a TAKK111 2’-Hydroxy-4’-methoxyacetophenon 

4b TAKK046 1-(2-Hydroxy-4-methoxy-3-methylphenyl)ethan-1-on 

5a TAKK021 
2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

5b TAKK027 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

5c TAKK228 
3-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-

4H-chromen-4-on 
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No. Code Name 

5d TAKK059 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-hydroxy-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on 

5e TAKK106 2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on  

5g TAKK121 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-4H-

chromen-4-on 

5h TAKK122 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-8-methyl-

4H-chromen-4-on 

5i TAKK110 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-4H-chromen-4-on 

6a TAKK511 
2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-

4-on 

6b TAKK127 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-

4-on 

6c TAKK235 
3,7,8-Trimethoxy-2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-

chromen-4-on 

6d TAKK063 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-ethoxy-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on 

6e TAKK114 2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on 

6g TAKK004 
2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

6h TAKK031 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

6i TAKK032 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-isopropoxy-7,8-dimethoxy-

4H-chromen-4-on 

6j TAKK029 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on 

6k TAKK091 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-

7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 

6l TAKK076 
3-(Benzyloxy)-2-(3-chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-7,8-dimethoxy-

4H-chromen-4-on 

6m TAKK147 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(difluormethoxy)-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on 

6p TAKK125 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7-dimethoxy-4H-chromen-4-

on 

6q TAKK157 
2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-

chromen-4-on 

6r TAKK115 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-on 
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No. Code Name 
7a TAKK186 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on 

7b TAKK130 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on 

7c TAKK242 2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on 

7d TAKK064 
2-(3-Brom-2-hydroxy-5-methylphenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

7f TAKK146 
2-(3-Brom-2-(difluormethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-

on 

7g TAKK008 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 

7h TAKK034 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 

7i TAKK035 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 

7j TAKK099 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

7k TAKK105 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on 

7l TAKK080 
3-(Benzyloxy)-2-(3-chlor-2-hydroxyphenyl)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-

4-on 

7m TAKK133 
2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(difluormethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on 

7p TAKK131 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7-dimethoxy-4H-chromen-4-on 

7q TAKK161 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on 

7r TAKK119 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-on 

8 TAKK142 1,3-Dioxoisoindolin-2-yltosylat 

9a TAKK156 
2-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-

yl)isoindolin-1,3-dion 

9b TAKK205 
N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-

yl)-4-methylbenzolsulfonamid 

9c TAKK210 
5-Amino-2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-

on 

9d TAKK221 
N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-

yl)acetamid 

9e TAKK223 
N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-

yl)-2,2,2-trifluoracetamid 

9f TAKK214 
Methyl-3-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-

chromen-5-yl)acrylat 

13 TAKK260 2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsäure 
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No. Code Name 
15 TAKK246 tert-Butyl-(benzyloxy)carbamat 

15a TAKK515 tert-Butyl ((tert-butoxycarbonyl)oxy)carbamat 

16 TAKK247 tert-Butyl-(benzyloxy)(3-phenylpropyl)carbamat 

17 TAKK251 O-Benzyl-N-(3-phenylpropyl)hydroxylamin•HCl 

17a TAKK516 N-(3-Phenylpropyl)hydroxylamin 

18 TAKK346 
Diethyl (((2-((benzyloxy)(3-phenylpropyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)(phenyl)methyl) phosphonat 

19 TAKK518 
Diethyl (((2-(hydroxy(3-phenylpropyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phosphonat 

20 TAKK420 
(((2-(Hydroxy(3-phenylpropyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phosphonsäure 

21d TAKK400 3-(Hexyloxy)benzaldehyd 

21e TAKK399 4-(Hexyloxy)benzaldehyd 

21f TAKK452 3-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)benzaldehyd 

21g TAKK453 4-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)benzaldehyd 

22a TAKK320 Diethyl-hydroxy-phenyl-methylphosphonat 

22b TAKK407 Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 

22c TAKK406 Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 

22d TAKK454 
Diethyl ((3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phos-phonat 

22e TAKK455 
Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phos-phonat 

22f TAKK445 Diethyl (hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat 

22g TAKK444 Diethyl (hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)phosphonat 

22h TAKK447 Diethyl ((3-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 

22i TAKK446 Diethyl ((4-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 

22j TAKK448 Diethyl ((3-hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 

22k TAKK450 Diethyl ((4-hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 

22l TAKK330 tert-Butyl (4-((diethoxyphosphoryl)(hydroxy)methyl)phenyl)carbamat 

23a TAKK328 (Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyltosylat 

23b TAKK411 (Diethoxyphosphoryl)(3-hexyloxyphenyl)methyltosylat 

23c TAKK458 
(Diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl tosylat 

23d TAKK428 (Diethoxyphosphoryl)(3-nitrophenyl)methyltosylat 

23e TAKK427 (Diethoxyphosphoryl)(4-nitrophenyl)methyltosylat 
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No. Code Name 
23f TAKK451 (Diethoxyphosphoryl)(3-hexanamidophenyl)methyltosylat 

24a TAKK422 Diethyl (chlor(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)phosphonat 

24b TAKK459 
Diethyl (chlor(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)phospho-nat 

24c TAKK456 Diethyl (chlor(4-hexanamidophenyl)methyl)phosphonat 

24d TAKK387 tert-Butyl (4-(chlor(diethoxyphosphoryl)methyl)phenyl)carbamat 

25a TAKK424 Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)acetat 

25b TAKK435 Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)acetat 

25c TAKK461 
Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phen-yl)methyl)thio)acetat 

25d TAKK465 
Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phen-yl)methyl)thio)acetat 

25e TAKK460 
Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-

hexanamidophenyl)methyl)thio)acetat 

25f TAKK467 
Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-

hexanamidophenyl)methyl)thio)acetat 

25g TAKK495 
Methyl 2-(((4-((tert-

butoxycarbonyl)amino)phenyl)(diethoxyphosphoryl)methyl) thio)acetat 

26a TAKK429 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure 

26b TAKK439 2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure 

26c TAKK469 
2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure 

26d TAKK473 
2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure 

26e TAKK460 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-hexanamidophenyl)methyl)thio)essigsäure 

26f TAKK471 2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-hexanamidophenyl)methyl)thio)essigsäure 

26g TAKK496 

2-(((4-((tert-

Butoxycarbonyl)amino)phenyl)(diethoxyphosphoryl)methyl)thio)-

essigsäure 

27a TAKK433 
Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl) phosphonat 

27b TAKK441 
Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl) phosphonat 

27c TAKK478 
Diethyl ((3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl) amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 
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No. Code Name 

27d TAKK479 
Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl) amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 

27e TAKK463 
Diethyl ((3-hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio) methyl)phosphonat 

27f TAKK474 
Diethyl ((4-hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio) methyl)phosphonat 

27g TAKK503 
tert-Butyl (4-((diethoxyphosphoryl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phenyl)carbamat 

27h TAKK520 
Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(3-phenylpropyl)amino)-2-

oxoethyl) thio)methyl)phosphonat 

28a TAKK443 
((3-(Hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phos-phonsäure 

28b TAKK442 
((4-(Hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phos-phonsäure 

28c TAKK481 
((3-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxo-ethyl)thio)methyl)phosphosäure 

28d TAKK490 
((4-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxo-ethyl)thio)methyl)phosphosäure 

28e TAKK476 
((3-Hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phosphonsäure 

28f TAKK477 
((4-Hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phosphonsäure 

31 TAKK519 2-Chlor-3,4-dimethoxybenzoesäure 

32 TAKK489 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure 

34 TAKK336 L-Lysinmethylester•2 HCl 

36 TAKK318 Benzyl-2,3-bis-benzyloxy-benzoat 

37 TAKK316 2,3-Bis-benzyloxybenzoesäure 

38 TAKK335 Methyl-N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-lysinat 

39 TAKK345 N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-lysin 

40 TAKK494 N2,N6-Bis(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-lysin 

42 TAKK219 2-(Benzyloxy)benzoylchlorid 

43 TAKK278 (S)-Benzyl-2-(2-(benzyloxy)benzamido)-2-hydroxyacetat 

44 TAKK296 (S)-Benzyl 2-(2-(benzyloxy)phenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carboxylat 

45 TAKK308 (S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäure 

46 TAKK317 2,3-Bis(benzyloxy)benzoylchlorid 
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No. Code Name 
47 TAKK337 Benzyl (2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-threoninat 

48 TAKK344 
Benzyl (4S,5R)-2-(2,3-bis(benzyloxy)phenyl)-5-methyl-4,5-

dihydrooxazol-4-carboxylat 

49 TAKK391 
(4S,5R)-2-(2,3-dihydroxyphenyl)-5-methyl-4,5-dihydrooxazol-4-

carbonsäure 

51 TAKK363 tert-Butyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat 

52 TAKK303 tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat 

53 TAKK412 
tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-N6-palmitoyl-L-

lysinat 

54 TAKK415 tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N6-palmitoyl-L-lysinat 

55 TAKK419 
tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-

dihydrooxazol-4-car-bonyl)-N6-palmitoyl-L-lysinat 

57 TAKK282 (S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxoazepan-1-yl benzoat 

58 TAKK389 (S)-3-Amino-2-oxoazepan-1-yl benzoat 

60 TAKK302 3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-N-(tert-butoxycarbonyl)-L-alanin 

64 TAKK243 
(S,Z)-N-(5-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-5-carboxypentyl)-1-

phenylmethaniminoxid 

65 TAKK252 N2-((Benzyloxy)carbonyl)-N6-hydroxy-L-lysin 

66 TAKK253 Benzyl (S)-(1-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-oxoazepan-3-yl)carbamat 

67a 
TAKK493 

TAKK505 

TAKK482 

Diethyl ((3-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl) thio)methyl)phosphonat 

67b TAKK521 
Diethyl ((4-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl) thio)methyl)phosphonat 

68a TAKK509 
Diethyl ((3-((6-(2,3-dihydroxybenzamido)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl) amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 

68b TAKK499 
Diethyl ((3-((6-(2-chloro-3,4-dihydroxybenzamido)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy (methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 

68c TAKK522 
Diethyl ((4-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl) thio)methyl)phosphonat 
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9.5. Allgemeine Arbeitsvorschriften 

9.5.1. Darstellung der MOM-geschützten Aldehyde (AAV 1) 

Die Darstellung der Methoxymethyl-geschützten Verbindungen 3a-g wurde in Anlehnung an 

die Vorschrift von OHNO et al. durchgeführt.491 Die entsprechenden 2-Hydroxybenzaldehyde 

(1.00 Äq.) wurden jeweils in einem ausgeheizten 100 mL Rundkolben vorgelegt und in 

trockenem Dichlormethan (1.5 mL/mmol) gelöst. Mit einem Eisbad wurde auf 0 °C abgekühlt 

und unter Rühren N,N-Diisopropylethylamin (2.00 Äq.) tropfenweise hinzugegeben. 

Anschließend wurde (Chlormethyl)methylether (1.20 Äq.) tropfenweise zugegeben und die 

Eiskühlung entfernt. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt, die Reaktion 

durch Zugabe von gesättigter wässriger Ammoniumchlorid-Lösung (2.00 mL/mmol) beendet 

und für 10 min weiter gerührt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wässrige Phase 

mit Dichlormethan dreimal im Verhältnis 1:1 extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (2.00 mL/mmol) gewaschen, mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. Das gewonnene Rohprodukt wurde säulenchromatographisch an Kieselgel mit einem 

Eluentengemisch bestehend aus n-Hexan/Ethylacetat 10/1 v/v gereinigt.  

 

9.5.2. Darstellung der Flavonole mittels Algar-Flynn-Oyamada-Reaktion (AAV 2) 

Die Synthese der Flavonole 5a-i erfolgte gemäß einer Vorschrift von BERGER et al.313 3,4-

Dimethoxy-2-hydroxyacetophenon (4) (1.00 Äq.) oder die Acetophenone 4a-c (1.00 Äq.) 

wurden in einem 500 mL oder 1000 mL Rundkolben vorgelegt, in Ethanol gelöst (3 mL/mmol) 

und der entsprechende MOM-geschützte Aldehyd 3a-g (1.00 Äq.) zugegeben. Anschließend 

wurde 5 ᴍ Natronlauge (5.00 Äq.) hinzugegeben, der Reaktionsansatz auf 50 °C erwärmt und 

24 h lang gerührt. Der Reaktionsansatz wurde mittels Eisbad auf 0 °C abgekühlt und mit 

Ethanol (0.3 mL/mmol) verdünnt. Es wurde tropfenweise 30 %ige wässrige 

Wasserstoffperoxid-Lösung (2.50 Äq.) zugegeben und bei 0 °C 30 min lang gerührt. 

Anschließend wurde der Ansatz auf Raumtemperatur erwärmt und 16 h lang bei dieser 

Temperatur gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rückstand 

in entmineralisiertem Eiswasser (5 mL/mmol) aufgenommen und mit 2 ᴍ Salzsäure auf einen 

pH-Wert von 7 eingestellt. Die wässrige Suspension wurde viermal mit jeweils (4 mL/mmol) 

Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen einmal mit (4 mL/mmol) 

einer gesättigten wässrigen Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde 

mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Säulenchromatographie mit einem 

Eluentengemisch bestehend aus n-Hexan/Ethylacetat (10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) gereinigt.  
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9.5.3. Darstellung der 3-Alkylflavonoide (AAV 3) 

Die Synthese der 3-Alkylflavonoide 6a-r erfolgte gemäß einer Vorschrift von BERGER et al.313 

In einem ausgeheizten 250 mL oder 500 mL Rundkolben wurde das entsprechende Flavonol 

5a-i (1.00 Äq.) in N,N-Dimethylformamid (10 mL/mmol) gelöst und mit und Cäsiumcarbonat 

(2.25 Äq.) versetzt. Bei Raumtemperatur wurde Alkylhalogenid (1.50 Äq.) tropfenweise 

hinzugegeben und der Ansatz 1-2 h lang gerührt. Nach vollständigem Reaktionsumsatz wurde 

die Reaktion mit Eiswasser (5 mL/mmol) abgebrochen und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Der Rückstand wurde in Ethylacetat (20 mL/mmol) aufgenommen und die 

organische Phase mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (6 x 20 mL/mmol) 

gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 

und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-

Säulenchromatographie mit einem Eluentengemisch bestehend aus n-Hexan/Ethylacetat 

(10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) gereinigt.  

 

9.5.4. Acidolytisches Entfernen der MOM-Schutzgruppe (AAV 4) 

Die Synthese der 2’Hydroxyflavonoide 7a-r erfolgte gemäß einer Vorschrift von BERGER et 

al.313 Das entsprechende MOM-geschützte Flavonoid 6a-r (1.00 Äq.) wurde in Methanol 

(15 mL/mmol) gelöst und langsam mit 2 M Salzsäure (6.40 Äq.) versetzt. Der Reaktionsansatz 

wurde auf 50 °C erwärmt und bis zum vollständigen DC-Umsatz gerührt. Das 

Lösemittelvolumen wurde unter vermindertem Druck reduziert und die wässrige Suspension 

viermal mit Dichlormethan (10 mL/mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden einmal mit einer gesättigten wässrigen Natriumchlorid-Lösung (40 mL/mmol) 

gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Säulenchromatographie 

mit einem Eluentengemisch bestehend aus n-Hexan/Ethylacetat (10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) 

gereinigt.  

 

9.5.5. Darstellung der 5-Hydroxyflavonoide mittels Ruthenium-katalysierter ortho-
C(sp2)-H-Hydroxylierung (AAV 5) 

Die Synthese der 5-Hydroxyflavonoide 1a-r erfolgte gemäß einer Vorschrift von BERGER et 

al.313 Das entsprechende Flavonoid 7a-r (1.00 Äq.), Silbercarbonat (2.00 Äq.), Selectfluor® 

(1.10 Äq., 95.0 %), Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (46.4 mg, 0.08 mmol, 0.05 Äq.) 

wurden in einem ausgeheizten 50 mL SCHLENK-Kolben unter Argon-Atmosphäre vorgelegt 

und mit Trifluoressigsäureanhydrid (109 Äq.) versetzt. Anschließend wurde Trifluoressigsäure 

(3.00 Äq.) zugetropft und die Reaktion auf einem vorgeheizten Ölbad bei 80 °C 24 h lang 

erhitzt. Die Reaktion wurde langsam auf Raumtemperatur abgekühlt und mit Dichlormethan 
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(30 mL/mmol) verdünnt, mittels Vakuumfiltration über Celite® filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. Der ölige Rückstand wurde in Methanol (50 mL/mmol) 

aufgenommen und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde 

mittels Flash-Säulenchromatographie mit einem Eluentengemisch bestehend aus 

n-Hexan/Ethylacetat (10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) gereinigt. 

 

9.5.6. Darstellung der Alkoxybenzaldehyde (AAV 6) 

Die Synthese der Alkoxyaldehyde 21d-g erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von 

JEONG et al.492 In einem 250 mL Rundkolben wurde das entsprechende Phenol 21b-c 

(1.00 Äq.) in Acetonitril (2 mL/mmol) gelöst und mit wasserfreiem Kaliumcarbonat (2.00 Äq.) 

sowie dem Alkylhalogenid (1.00 Äq.) versetzt. Anschließend wurde die Reaktion bei 80 °C 

24 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rückstand in 

Ethylacetat (2 mL/mmol) aufgenommen und die organische Phase mit gesättigter wässriger 

Natriumchlorid-Lösung (2 x 100 mL) gewaschen. Die organische Phase wurden mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Säulenchromatographie mit einem 

Eluentengemisch bestehend aus Cyclohexan/Ethylacetat (20/1 v/v) gereinigt. 

 

9.5.7. Darstellung der α-Hydroxyphosphonate mittels PUDOVIC-Reaktion (AAV 7) 

Die Synthese der α-Hydroxyphosphonate 22a-g erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift 

von SARDARIAN et al.425 In einem 100 mL Rundkolben wurde der entsprechende Aldehyd 21a 
oder 22d-i (1.00 Äq.) und Diethylphosphonat (1.00 Äq.) vorgelegt und mit Magnesiumoxid 

(1.00 Äq.) versetzt. Der Reaktionskolben wurde für 30 min im Ultraschallbad behandelt, 

sodass der Ansatz fest wurde. Anschließend wurde der Feststoff in Dichlormethan 

(1 mL/mmol) suspendiert und erneut 15 min im Ultraschallbad behandelt. Das Lösemittel 

wurde unter vermindertem Druck entfernt, sodass wieder Feststoff erhalten wurde. Dies wurde 

drei- bis fünfmal wiederholt, bis mittels Dünnschichtchromatographie ein vollständiger Umsatz 

festgestellt werden konnte. Anschließend wurde der Feststoff in Ethylacetat (5 mL/mmol) 

aufgenommen und mit 1 M Salzsäure (2 x 5 mL/mmol) gewaschen. Die organische Phase 

wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Säulenchromatographie 

mit einem Eluentengemisch bestehend aus Dichlormethan/Methanol (10/1 v/v) oder durch 

Umkristallisation (Gemische aus Cyclohexan/Methanol) gereinigt. 
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9.5.8. Tosylierung oder Chlorierung der α-Hydroxyphosphonate (AAV 8) 

Die Synthese der α-Chlorphosphonat 24a-d oder α-Tosylphosphonat 23a-f erfolgte gemäß der 

einer modifizierten Vorschrift von KONG et al.493 In einem ausgeheizten 250 mL Rundkolben 

wurde das entsprechende α-Hydroxyphosphonat 22a-g oder 22j-l (1.00 Äq.) unter 

Stickstoffatmosphäre in trockenem Dichlormethan (4.5 mL/mmol) gelöst und im Eisbad auf 

0°C abgekühlt. Anschließend wurde die Lösung mit Tosylchlorid (1.20 Äq.), Triethylamin 

(2.50 Äq.) und 4-(Dimethylamino)pyridin (0.10 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur 18 h 

lang gerührt. Dem Reaktionssatz wurde 1 M Salzsäure (4.5 mL/mmol α-Hydroxyphosphonat) 

zugegeben und die Phasen im Scheidetrichter separiert. Die organische Phase wurde 

anschließend mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (3 x 5 mL/mmol) gewaschen, 

mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Säulenchromatographie mit einem 

Eluentengemisch bestehend aus Cyclohexan/Ethylacetat (10/1 → 10/3 → 10/5 v/v) gereinigt.  

 

9.5.9. Nukleophile Substitution der α-Chlor- und α-Tosylphosphonate (AAV 9) 

Die Synthese der Carbonsäuremethylester 25a-g erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift 

von NORDQVIST et al.494 In einem 100 mL Rundkolben wurde das entsprechende 

α-Chlorphosphonat 24a-d oder α-Tosylphosphonat 23a-f (1.00 Äq.) in N,N-Dimethylformamid 

(6.6 mL/mmol) gelöst und mit Cäsiumcarbonat (2.00 Äq.) versetzt. Anschließend wurde 

tropfenweise Methylthioglycolat (2.00 Äq.) hinzugegeben und die Reaktion bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Die Suspension wurde filtriert und mit Dichlormethan 

gewaschen. Das Lösemittel des Filtrates wurde unter vermindertem Druck entfernt und der 

Rückstand in 30 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit gesättigter 

wässriger Natriumchlorid-Lösung (3 x 30 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 

wurde mittels Flash-Säulenchromatographie mit einem Eluentengemisch bestehend aus 

Cyclohexan/Ethylacetat (10/1 → 10/3 → 10/5 v/v) gereinigt.  

 

9.5.10. CDI-vermittelte Kupplungsreaktion (AAV 10) 

Die Synthese der N-Methylhydroxamsäuren 27a-g erfolgte gemäß einer modifizierten 

Vorschrift von SHIROKANE et al.495 In einem 10 mL Rundkolben wurde die entsprechende 

Carbonsäure 26a-g (1.00 Äq.) in trockenem Tetrahydrofuran (1 mL/mmol) vorgelegt und mit 

1,1'-Carbonyldiimidazol (1.50 Äq.) versetzt. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 1 h lang 

gerührt, dann N-Methylhydroxylamin•HCl (1.10 Äq) zugegeben und bei Raumtemperatur 

weitere 16 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der 

Rückstand in Ethylacetat (20 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1 M 
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Salzsäure (2 x 20 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das 

Lösemittel unter vermindertem ruck entfernt. Die Reinigung erfolgte mittels Flash-

Säulenchromatographie mit einem Eluentengemisch bestehend aus Dichlormethan/Methanol 

20/1 v/v + 0.1 % Ameisensäure. 

 

9.5.11. TMSBr-Spaltung des Phosphonsäurediethylesters (AAV 11) 

Die Synthese der Phosphonohydroxamsäuren 20 und 28a-f erfolgte gemäß einer modifizierten 

Vorschrift von LIENAU et al.278 In einem ausgeheizten 10 mL Rundkolben wurde der 

entsprechende Phosphonsäurediethylester (1.00 Äq.) unter Stickstoffatmosphäre in 

trockenem Dichlormethan (3 mL/mmol) gelöst und im Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Die Lösung 

wurde tropfenweise mit Trimethylsilylbromid (10.0 Äq.) versetzt und bei 0 °C 1 h lang gerührt. 

Anschließend wurde das Eisbad entfernt und bei Raumtemperatur weitere 15 h lang gerührt. 

Das Lösemittel wurde im Stickstoffstrom entfernt, der Rückstand in 3 mL Tetrahydrofuran 

aufgenommen und mit einem Tropfen Wasser versetzt. Die Reaktion wurde bei 

Raumtemperatur 1 h lang gerührt und das Lösemittel mittels Stickstoffstrom entfernt. Das 

Rohprodukt wurde über Nacht am Hochvakuum getrocknet. 

Aufreinigungsmethode I: Der Rückstand wurde in wenig Dichlormethan gelöst und an eine 

kleine Menge Kieselgel adsorbiert. Die säulenchromatographische Isolierung erfolgte in einer 

5 mL BRAUN-Spritze, die mit 300 mg Kieselgel gepackt wurde, unter Verwendung von 

Cyclohexan (100 %) → Ethylacetat (100 %). Das Lösemittel wurde mittels Stickstoffstrom 

entfernt und das Produkt im Hochvakuum getrocknet.  

Aufreinigungsmethode II: Der Rückstand wurde mit 5 mL n-Pentan versetzt und für 10 min 

im Ultraschallbad bei 20 °C behandelt. Der Überstand wurde abdekantiert und der Rückstand 

mittels Rotationsverdampfer ohne Erwärmen getrocknet. Dieses Prozedere wurde 5- bis 10-

mal wiederholt, bis das TMS-Signal im 1H-NMR-Spektrum verschwunden war. Anschließend 

wurde der Rückstand in wenig entmineralisiertem Wasser aufgenommen und zügig 

lyophilisiert.  

Aufreinigungsmethode III: Der Rückstand wurde in wenig Dichlormethan gelöst und an eine 

kleine Menge C18-Kieselgel adsorbiert. Die säulenchromatographische Isolation erfolgte 

mittels C18-Umkehrphasen-Flashchromatographie mit einem Eluentengemisch bestehend aus 

Wasser/Acetonitril (10/1 → 3/1 v/v). Das Lösemittel wurde mittels Stickstoffstrom entfernt und 

das Produkt im Hochvakuum getrocknet. 
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9.6. Analytische Daten 

9.6.1. Darstellung der Chlor- und Bromflavonin Analoga 

9.6.1.1. Darstellung der MOM-geschützten Benzaldehyde 3a-g 

3-Chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3a) 

 
C9H9ClO3 

[200.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 1 unter Verwendung von 3-Chlor-2-

hydroxybenzaldehyd (2a) (5.00 g, 31.9 mmol, 1.00 Äq.), (Chlormethyl)methylether (3.06 mL, 

38.3 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (11.1 mL, 63.9 mmol, 2.00 Äq.) in 50 mL 

trockenem Dichlormethan. 3-Chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3a) wurde als farbloser 

Feststoff (6.20 g, 30.9 mmol, 97 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen 

der Publikation von CHRISTENSEN et al.496 überein und wurden bereits von unserer 

Arbeitsgruppe publiziert.313  

 

Analytische Daten 

Rf             0.24 (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt         43 °C (40-41 °C).313 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.53 (s, 3 H), 5.21 (s, 2 H), 7.36 (td, J = 7.9, 0.7 Hz, 

1 H), 7.73 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1 H), 7.87 (dd, J = 7.9, 

1.7 Hz, 1 H), 10.23 (d, J = 0.8 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 58.3, 100.5, 125.5, 126.9, 128.6, 131.6, 136.1, 156.2, 

189.6. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 12.39 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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3-Brom-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3b)  

 
C9H9BrO3 

[243.97] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 1 unter Verwendung von 3-Brom-2-

hydroxybenzaldehyd (2b) (5.10 g, 25.4 mmol, 1.00 Äq.), (Chlormethyl)methylether (2.43 mL, 

30.4 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (8.84 mL, 50.7 mmol, 2.00 Äq.) in 38 mL 

trockenem Dichlormethan. 3-Brom-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3b) wurde als farbloser 

Feststoff (5.99 g, 24.4 mmol, 96 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen 

der Publikation von EL DINE et al.497 überein und wurden bereits von unserer Arbeitsgruppe 

publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf             0.36 (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt         54 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.54 (s, 3 H), 5.19 (s, 2 H), 7.30 (td, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H), 

7.77 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1 H), 8.01 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 

1 H), 10.20 (d, J = 0.8 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 57.8, 100.8, 117.9, 126.4, 127.8, 131.2, 139.2, 156.34, 

189.7. 

HPLC (Methode B, 254 nm)   tR: 12.75 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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3-Methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3c) 

 
C10H12O4 

[196.07] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 1 unter Verwendung von 4-Hydroxy-3-

methoxybenzaldehyd (2c) (3.80 g, 25.0 mmol, 1.00 Äq.), (Chlormethyl)methylether (4.55 mL, 

56.8 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (2.40 mL, 30.0 mmol, 2.00 Äq.) in 38 mL 

trockenem Dichlormethan. 3-Methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3c) wurde als 

farbloser Feststoff (4.89 g, 24.9 mmol, 99 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen 

mit denen der Publikation von MABIC et al. überein.498  

 

Analytische Daten 

Rf     0.43 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   40 °C (Lit. 39 °C).498 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.40 (s, 3 H), 3.85 (s, 3 H), 5.30 (s, 2 H), 7.26 (d, 

J = 8.2 Hz, 1 H), 7.45 (d, J = 1.9 Hz, 1 H), 7.52 (dd, 

J = 8.2, 1.9 Hz, 1 H), 9.86 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 55.6, 56.0, 94.4, 110.5, 115.0, 125.3, 130.7, 149.8, 

151.3, 191.5. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 9.09 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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3-Brom-2-hydroxy-5-methyl-benzaldehyd (2d)  

 
C9H7BrO2 

[213.96] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MCGARRIGLE et al.499 In einem 

100 mL Rundkolben wurde 2-Hydroxy-5-methylbenzaldehyd (5.04 g, 37.0 mmol, 1.00 Äq.) bei 

0 °C in 50 mL Essigsäure vorgelegt. Unter Rühren wurde tropfenweise Brom (2.09 mL, 

40.7 mmol, 1.10 Äq.) zugegeben. Nach 1 h wurde der Lösung Eiswasser hinzugeben und das 

gebildete Präzipitat bei reduziertem Druck filtriert. Es wurde mit 100 mL Eiswasser gewaschen 

und der Rückstand unter vermindertem Druck getrocknet. 3-Brom-2-hydroxy-5-methyl-

benzaldehyd (2d) wurde als gelber Feststoff (6.88 g, 32.0 mmol, 87 %) erhalten. Die 

spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von MCGARRIGLE et al. 

überein.499 

 

Analytische Daten 

Rf     0.64 (n-Hexan/Ethylacetat 95/5 v/v). 

Schmelzpunkt   66 °C (Lit. 64°C).499 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.29 (t, J = 0.7 Hz, 3 H), 7.57 (dd, J = 2.3, 0.8 Hz, 1 H), 

7.75 (dd, J = 2.2, 0.7 Hz, 1 H), 10.03 (s, 1 H), 11.01 (s, 

1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 19.4, 110.7, 122.5, 130.6, 131.7, 139.8, 154.5, 195.0. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.23 min, 96.1 % Reinheit.  
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3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylbenzaldehyd (3d) 

 
C10H11BrO3 

[257.99] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 1 unter Verwendung von 3-Brom-2-hydroxy-5-

methylbenzaldehyd (2d) (6.50 g, 30.2 mmol, 1.00 Äq.), (Chlormethyl)methylether (2.90 mL, 

36.3 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (10.5 mL, 60.5 mmol, 2.00 Äq.) in 45 mL 

trockenem Dichlormethan. 3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylbenzaldehyd (3d) wurde als 

farbloser Feststoff (7.50 g, 28.9 mmol, 96 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits 

publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf             0.24 (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt         47 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.34 (t, J = 0.7 Hz, 3 H), 3.52 (s, 3 H), 5.14 (s, 2 H), 7.56 

(dq, J = 2.2, 0.7 Hz, 1 H), 7.86 (dt, J = 2.3, 0.7 Hz, 1 H), 

10.17 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 19.8, 57.8, 100.8, 117.5, 127.8, 130.6, 136.3, 139.5, 

189.8, 206.5. 

HPLC (Methode B, 254 nm)   tR: 14.45 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z    ber. für C10H12BrO3: 258.9964, gef. 258.9961. 
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3,5-Dibrom-2-(methoxymethoxy)-benzaldehyd (3e) 

 
C9H8Br2O3 

[321.88] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 1 unter Verwendung von 3,5-Dibrom-2-hydroxy-

benzaldehyd (2e) (10.0 g, 35.7 mmol, 1.00 Äq.), (Chlormethyl)methylether (3.43 mL, 

42.9 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (12.4 mL, 71.4 mmol, 2.00 Äq.) und 

71 mL trockenem Dichlormethan in einem 250 mL Rundkolben. 3,5-Dichlor-2-

(methoxymethoxy)-benzaldehyd (3e) wurde als farbloser Feststoff (10.4 g, 32.1 mmol, 90 %) 

erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von EL DINE et al. 

überein.497 

 

Analytische Daten 

Rf     0.56 (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt   81 °C (Lit. 79 °C).497 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.53 (s, 3 H), 5.19 (s, 2 H), 7.84 (d, J = 2.5 Hz, 1 H), 

8.27 (d, J = 2.5 Hz, 1 H), 10.08 (d, J = 17.3 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 57.9, 101.0, 117.6, 119.6, 130.3, 132.1, 140.5, 155.7, 

188.6. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 15.44 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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3-Brom-5-chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3f) 

 
C9H8BrClO3 

[277.93] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 1 unter Verwendung von 3-Brom-5-Chlor-2-

hydroxybenzaldehyd (2f) (6.12 g, 26.0 mmol, 1.00 Äq.), (Chlormethyl)methylether (2.37 mL, 

31.2 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (9.06 mL, 52.0 mmol, 2.00 Äq.) in 52 mL 

trockenem Dichlormethan. 5-Brom-3-chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (3f) wurde als 

farbloser Feststoff (6.88 g, 24.6 mmol, 95 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen 

mit denen der Publikation von EL DINE et al. überein.497  

 

Analytische Daten 

Rf     0.54 (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt   84 °C (Lit. 85 °C).497 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.55 (s, 3 H), 5.20 (s, 2 H), 7.74 (d, J = 2.6 Hz, 1 H), 

8.18 (d, J = 2.7 Hz, 1 H), 10.13 (s, 1 H).  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 57.9, 101.1, 119.4, 127.3, 129.9, 131.7, 137.9, 155.3, 

188.7. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 16.00 min, 98.3 % Reinheit.  
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3,5-Dichlor-2-(methoxymethoxy)-benzaldehyd (3g)  

 
C9H8Cl2O3 

[233.99] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 1 unter Verwendung von 3,5-Dichlor-2-hydroxy-

benzaldehyd (2g) (10.0 g, 50.8 mmol, 1.00 Äq.), (Chlormethyl)methylether (4.87 mL, 

60.9 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (17.7 mL, 102 mmol, 2.00 Äq.) und 

102 mL trockenem Dichlormethan in einem 250 mL Rundkolben. 3,5-Dichlor-2-

(methoxymethoxy)-benzaldehyd (3g) wurde als farbloser Feststoff (10.8 g, 45.9 mmol, 90 %) 

erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von EL DINE et al. 

überein.497 

 

Analytische Daten 

Rf     0.45 (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt   88 °C (Lit. 90 - 92 °C).500 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.54 (s, 3 H), 5.22 (s, 2 H), 7.70 (d, J = 2.6 Hz, 1 H), 

8.06 (d, J = 2.7 Hz, 1 H), 10.15 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 57.8, 100.9, 126.7, 129.6, 131.8, 135.1, 135.1, 154.2, 

188.5. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 14.73 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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9.6.1.2. Darstellung der 3-Hydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one 5a-i 

2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5a)  

 
C19H17ClO7 

[392.79] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 2 unter Verwendung von 3-Chlor-2-

(methoxymethoxy)benzaldehyd (3a) (10.70 g, 58.7 mmol, 1.00 Äq.), 1-(2-Hydroxy-3,4-

dimethoxyphenyl)ethan-1-on (11.8 g, 58.7 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (11.7 mL, 

294 mmol, 5.00 Äq.) und 170 mL Ethanol in einem 1000 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde 

bei 50 °C für 24 h erhitzt. Anschließend wurde auf 0 °C abgekühlt, mit 260 mL Ethanol 

verdünnt, 30 %ige wässrige H2O2-Lösung (16.6 mL, 147 mmol, 2.50 Äq.) hinzugetropft und die 

Reaktion langsam auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Der Ansatz wurde bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. 2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on (5a) wurde als gelber Feststoff (8.02 g, 34.8 mmol, 35 %) 

erhalten. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf             0.27 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt         167°C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.13 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 4.97 (s, 2 H), 

7.31 – 7.26 (m, 1 H), 7.34 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.58 (dd, 

J = 7.8, 1.7 Hz, 1 H), 7.70 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.87 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.13 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 56.5, 56.6, 60.8, 99.0, 110.8, 116.8, 120.3, 125.3, 

127.4, 127.4, 130.3, 132.1, 136.0, 138.6, 145.0, 149.3, 

151.0, 155.9, 172.4. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 13.79 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z    ber. für C19H18ClO7: 393.0736, gef.: 393.0740. 
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5b)  

 
C19H17BrO7 

[436.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 2 unter Verwendung von 3-Brom-2-

(methoxymethoxy)benzaldehyd (3b) (10.60 g, 43.3 mmol, 1.00 Äq.), 1-(2-Hydroxy-3,4-

dimethoxyphenyl)ethan-1-on (7.90 g, 43.3 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (43.3 mL, 

217 mmol, 5.00 Äq.) und 130 mL Ethanol in einem 500 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde 

bei 50 °C für 24 h erhitzt. Anschließend wurde auf 0 °C abgekühlt, mit 200 mL Ethanol 

verdünnt, 30 %ige wässrige H2O2-Lösung (12.3 mL, 108 mmol, 2.50 Äq.) hinzugetropft und die 

Reaktion langsam auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Der Ansatz wurde bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on (5b) wurde als farbloser Feststoff (4.22 g, 9.65 mmol, 22 %) 

erhalten. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.22 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   126 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.13 (s, 3 H), 3.83 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 4.95 (s, 2 H), 

7.26 (d, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.34 – 7.28 (m, 1 H), 7.62 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.84 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1 H), 7.88 

(d, J = 9.2 Hz, 1 H), 9.14 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 56.5, 56.7, 60.8, 99.1, 110.8, 116.8, 117.3, 120.3, 

125.7, 127.3, 131.0, 135.2, 136.0, 138.6, 145.1, 149.3, 

152.1, 155.9, 172.4. 

HPLC (Methode B, 254 nm)   tR: 13.14 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H18BrO7: 437.0230, gef.: 437.0231. 
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3-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-chromen-4-on 
(5c) 

 
C20H20O8 

[388.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 2 unter Verwendung von 3-Methoxy-4-

(methoxymethoxy)benzaldehyd (3c) (4.80 g, 24.5 mmol, 1.00 Äq.), 2‘-Hydroxyacetophenon 

.(4.90 g, 24.5 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (24.5 mL, 122 mmol, 5.00 Äq.) und 75 mL 

Ethanol in einem 500 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 24 h lang gerührt. 

Anschließend wurde auf 0 °C abgekühlt, mit 113 mL Ethanol verdünnt, 30 %ige wässrige 

H2O2-Lösung (6.93 mL, 61.2 mmol, 2.50 Äq.) hinzugetropft und die Reaktion langsam auf 

Raumtemperatur erwärmen lassen. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. 

3-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-chromen-4-on (5c) 

wurde als farbloser Feststoff (1.69 g, 4.35 mmol, 18 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.35 (n-Hexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 

Schmelzpunkt   212 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6):  G 3.42 (s, 3 H), 3.86 (s, 3 H), 3.95 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 

5.26 (s, 2 H), 7.26 (dd, J = 8.9, 1.3 Hz, 2 H), 7.75 – 7.87 

(m, 3 H), 9.43 (bs, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 55.5, 55.9, 56.5, 61.0, 94.6, 110.6, 111.1, 116.0, 116.2, 

120.2, 120.8, 125.5, 136.0, 137.9, 144.6, 147.2, 148.8, 

149.3, 156.0, 172.4. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.92 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-
chromen-4-on (5d) 

 
C20H19BrO7 

[450.03] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 2 unter Verwendung von 3-Brom-2-(methoxymethoxy)-

5-methylbenzaldehyd (3d) (7.20 g, 27.8 mmol, 1.00 Äq.), 1-(2-Hydroxy-3,4-

dimethoxyphenyl)ethan-1-on (5.56 g, 27.8 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (27.8 mL, 

139 mmol, 5.00 Äq.) und 84 mL Ethanol in einem 500 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde 

bei 50 °C 24 h lang gerührt. Anschließend wurde auf 0 °C abgekühlt, mit 125 mL Ethanol 

verdünnt und 30 %ige wässrige H2O2-Lösung (7.88 mL, 69.5 mmol, 2.50 Äq.) hinzugetropft 

und die Reaktion langsam auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Der Ansatz wurde bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-

hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5d) wurde als gelber Feststoff (3.86 g, 8.56 mmol, 

31 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.21 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 

Schmelzpunkt   183 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 2.34 (t, J = 0.7 Hz, 3 H), 3.10 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.96 

(s, 3 H), 4.90 (s, 2 H), 7.29 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.40 (dd, 

J = 2.2, 0.8 Hz, 1 H), 7.68 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1 H), 7.87 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.09 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 19.8, 56.5, 56.6, 60.9, 99.1, 110.8, 116.8, 116.9, 120.3, 

126.8, 131.2, 135.3, 135.4, 136.0, 138.6, 145.2, 149.3, 

149.8, 155.9, 172.4. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 14.32 min, 96.7 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C20H20BrO7: 451.0387, gef.: 451.0393. 
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2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5e) 

 
C17H12BrFO5 

[393.99] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 2 unter Verwendung von 3-Brom-2-Fluorbenzaldehyd 

(5.07 g, 25.0 mmol, 1.00 Äq.), 1-(2-Hydroxy-3,4-dimethoxyphenyl)ethan-1-on (5.00 g, 

25.0 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (25.0 mL, 125 mmol, 5.00 Äq.) und 75 mL Ethanol in 

einem 500 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 24 h lang gerührt. Anschließend 

wurde auf 0 °C abgekühlt, mit 113 mL Ethanol verdünnt, 30 %ige wässrige H2O2-Lösung 

(7.08 mL, 62.4 mmol, 2.50 Äq.) hinzugetropft und die Reaktion langsam auf Raumtemperatur 

erwärmen lassen. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-

fluorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5e) wurde als brauner Feststoff 

(1.47 g, 3.72 mmol, 15 %) mit einer Reinheit von 79 % erhalten. Das Rohprodukt wurde ohne 

weitere Reinigung weiterverwendet. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf 0.45 (n-Hexan/Ethylacetat). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.84 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 7.31 (dd, J = 9.2, 2.7 Hz, 

1 H), 7.36 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.78 (ddd, J = 7.9, 6.3, 

1.6 Hz, 1 H), 7.88 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 7.91 (ddd, J = 8.1, 

6.5, 1.6 Hz, 1 H), 9.49 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 56.6, 60.9, 109.1 (d, 2JC,F = 20.9 Hz), 111.0, 116.8, 

120.6 (d, 2JC,F = 26.1 Hz), 125.9 (d, 3JC,F = 4.2 Hz), 130.7 

(d, 4JC,F = 2.0 Hz), 135.3, 136.1, 139.1, 141.7 (d, 
4JC,F = 1.6 Hz), 145.2, 149.4, 156.1, 157.0, 172.4. 

19F-NMR (282 MHz, DMSO-d6) G -104.85. 

HPLC (Methode A, 254 nm)   tR: 13.14 min, 79.0 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z    ber. für C17H13BrFO7: 394.9925, gef.: 394.9927. 
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2’-Hydroxy-4’-methoxyacetophenon (4a) 

 
C9H10O3 

[166.06] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von PROENCA et al.501 In einem 

100 mL Rundkolben wurde 2‘,4‘-Dihydroxyacetophenon (4.58 g, 30.1 mmol, 1.00 Äq.) in 

50 mL Aceton gelöst, mit wasserfreiem Kaliumcarbonat (4.16 g, 30.1 mmol, 1.00 Äq.) versetzt 

und Dimethylsulfat (2.85 mL 30.1 mmol, 1.00 Äq.) über 15 min tropfenweise zugegeben. Der 

Ansatz wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt, das Kaliumcarbonat abfiltriert und das 

Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in 50 mL Dichlormethan 

aufgenommen und mit 1 M Salzsäure (3 x 50 mL) sowie gesättigter wässriger Natriumchlorid-

Lösung (1 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 

wurde säulenchromatographisch (n-Hexan/Ethylacetat 3/1 v/v) gereinigt und 2’-Hydroxy-4’-

methoxyacetophenon (4a) als farbloser Feststoff (4.77 g, 28.7 mmol, 95 %) erhalten. Die 

spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von CHEN et al. überein.502  

 

Analytische Daten 

Rf     0.48 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 

Schmelzpunkt    47 °C (Lit. 47-48 °C).502 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 2.55 (s, 3 H), 3.81 (s, 3 H), 6.46 (d, J = 2.5 Hz, 1 H), 

6.52 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1 H), 7.83 (d, J = 8.9 Hz, 1 H), 

12.64 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 27.0, 56.1, 101.2, 107.7, 114.2, 133.7, 164.6, 166.2, 

203.6. 

HPLC (Methode A, 254 nm)   tR: 11.45 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-4H-chromen-4-on (5g)  

 
C18H15BrO6 

[406.01] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 2 unter Verwendung von Brom-2-

(methoxymethoxy)benzaldehyd (3b) (4.97 g, 20.3 mmol, 1.00 Äq.), 2‘-Hydroxy-4‘-

methoxyacetophenon (4a) (3.37 g, 20.3 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (4.06 mL, 

101 mmol, 5.00 Äq.) und 60 mL Ethanol in einem 250 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde 

bei 50 °C 24 h lang gerührt. Anschließend wurde auf mittels Eisbad auf 0 °C abgekühlt, mit 

90 mL Ethanol verdünnt, 30 %ige wässrige H2O2-Lösung (5.75 mL, 50.7 mmol, 2.50 Äq.) 

hinzugetropft und die Reaktion langsam auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Der Ansatz 

wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-

hydroxy-7-methoxy-4H-chromen-4-on (5g) wurde als farbloser Feststoff (1.61 g, 3.95 mmol, 

20 %) gewonnen 

 

Analytische Daten 

Rf     0.45 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   153 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 3.23 (s, 3 H), 3.90 (s, 3 H), 5.02 (s, 2 H), 6.92 (d, 

J = 2.3 Hz, 1 H), 7.01 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1 H), 7.16 (t, 

J = 7.9 Hz, 1 H), 7.59 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.73 (dd, 

J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 8.16 (d, J = 9.0 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3)  G 56.0, 57.7, 100.0, 100.1, 115.1, 115.4, 118.5, 125.6, 

126.9, 127.0, 130.6, 135.8, 138.6, 144.1, 152.9, 158.0, 

164.5, 172.7. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 14.33 min, 95.2 % Reinheit.  
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1-(2-Hydroxy-4-methoxy-3-methylphenyl)ethan-1-on (4b)  

 
C10H12O3 

[180.20] 

The Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von HECKRODT et al.503 In einem 100 mL wurde 

1-(2,4-Dihydroxy-3-methylphenyl)ethan-1-on (5.00 g, 30.1 mmol, 1.00 Äq.) in 50 mL Aceton 

gelöst und wasserfreies Kaliumcarbonat (4.16 g, 30.1 mmol, 1.00 Äq.) hinzugegeben. 

Anschließend wurde Dimethylsulfat (2.85 mL, 30.1 mmol, 1.00 Äq.) über 15 min tropfenweise 

zugegeben und bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Kaliumcarbonat wurde abfiltriert, das 

Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand in 50 mL Wasser 

aufgenommen. Mit 1 M Salzsäure wurde auf einen pH-Wert von 6 eingestellt und die wässrige 

Phase mit Dichlormethan extrahiert (3 x 50mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden 

mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (n-Hexan/Ethylacetat 3/1 

v/v) gereinigt und 1-(2-Hydroxy-4-methoxy-3-methylphenyl)ethan-1-on (4b) als farbloser 

Feststoff (5.35 g, 29.7 mmol, 99 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen 

der Publikation von HECKRODT et al. überein.503 

 

Analytische Daten 

Rf     0.56 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 

Schmelzpunkt   83 °C (Lit. 82 - 84 °C).504 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.99 (s, 3 H), 2.59 (s, 3 H), 3.89 (s, 3 H), 6.66 (d, 

J = 9.0 Hz, 1 H), 7.83 (dd, J = 9.0, 0.7 Hz, 1 H), 12.83 (s, 

1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 7.4, 26.3, 55.9, 102.5, 111.6, 113.6, 131.0, 160.8, 

163.1, 203.9. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.27 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-8-methyl-4H-chromen-4-
on (5h)  

 
C19H17BrO6 

[420.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV2 unter Verwendung von Brom-2-

(methoxymethoxy)benzaldehyd (3b) (5.85 g, 23.9 mmol, 1.00 Äq.), 1-(2-Hydroxy-4-methoxy-

3-methylphenyl)ethan-1-on (4b) (4.30 g, 23.9 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (23.9 mL, 

294 mmol, 5.00 Äq.) und 72 mL Ethanol in einem 500 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde 

bei 50 °C 24 h lang gerührt. Anschließend wurde der Ansatz mittels Eisbad auf 0 °C abgekühlt 

und mit 108 mL Ethanol verdünnt. Zum Ansatz wurde 30 %ige wässrige H2O2-Lösung 

(6.76 mL, 59.7 mmol, 2.50 Äq.) hinzugetropft und die Reaktion langsam auf Raumtemperatur 

erwärmen lassen. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Nach 

säulenchromatographischer Reinigung (n-Hexan/Ethylacetat) konnte 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on (5h) nicht sauber 

isoliert werden und wurde ohne weitere Reinigung für die nächste Reaktion verwendet. 
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-4H-chromen-4-on (5i) 

 
C17H13BrO5 

[375.99] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 2 unter Verwendung von 3-Brom-2-

(methoxymethoxy)benzaldehyd (3b) (3.68 g, 15.0 mmol, 1.00 Äq.), 2‘-Hydroxyacetophenon 

(2.04 g, 15.0 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Natronlauge (3.0 mL, 75.0 mmol, 5.00 Äq.) und 45 mL 

Ethanol in einem 250 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 24 h lang gerührt. 

Anschließend wurde der Ansatz mittels Eisbad auf 0 °C gekühlt, mit 68 mL Ethanol verdünnt, 

30 %ige wässrige H2O2-Lösung (4.25 mL, 37.5 mmol, 2.50 Äq.) zugetropft und die Reaktion 

langsam auf Raumtemperatur erwärmt. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 16 h lang 

gerührt. 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-4H-chromen-4-on (5i) wurde als 

brauner Feststoff (1.28 g, 3.39 mmol, 23 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.28 (n-Hexan/Ethylacetat 4/1 v/v). 

Schmelzpunkt   149 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.10 (s, 3 H), 4.94 (s, 2 H), 7.26 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 

7.41 – 7.54 (m, 2 H), 7.62 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 

7.65 – 7.69 (m, 2 H), 7.75 – 7.81 (m, 1 H), 7.81 – 7.89 (m, 

1 H), 8.15 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1 H), 9.26 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 56.7, 99.2, 117.3, 118.4, 121.9, 124.7, 125.0, 125.7, 

127.2, 131.0, 133.8, 135.2, 139.3, 145.6, 152.1, 155.0, 

172.8. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 16.00 min, 95.2 % Reinheit.  
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9.6.1.3. Darstellung der 3-Alkoxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one 6a-r 

2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (6a)  

 
C20H19ClO7 

[406.08] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 2-(3-Chlor-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5a) (1.96 g, 

5.00 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (3.67 g, 11.3 mmol, 2.25 Äq.), Iodmethan (467 μL, 

11.3 mmol, 1.50 Äq.) und 38 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 100 mL 

Rundkolben. 2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-

4-on (6a) wurde als gelbes Öl (1.61 g, 3.96 mmol, 79 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits 

publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.23 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.10 (s, 3 H), 3.74 (s, 3 H), 3.81 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 

5.01 (s, 2 H), 7.25 – 7.41 (m, 2 H), 7.59 (dd, J = 7.7, 

1.7 Hz, 1 H), 7.74 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.86 (d, 

J = 9.1 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 56.5, 56.6, 59.6, 60.9, 99.3, 111.0, 118.5, 120.4, 125.6, 

127.3, 127.4, 129.9, 132.6, 136.1, 140.5, 149.3, 151.1, 

154.0, 156.3, 173.1. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 16.04 min, 97.5 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z    ber. für C20H20ClO7: 407.0892, gef.: 407.0891. 

  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

378 

2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (6b)  

 
C20H19BrO7 

[450.03] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5b) (3.17 g, 

6.52 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (4.78 g, 14.7 mmol, 2.25 Äq.), Iodmethan (609 μL, 

9.78 mmol, 1.50 Äq.) und 87 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 250 mL 

Rundkolben. 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-

4-on (6b) wurde als gelbes Öl (1.65 g, 3.66 mmol, 85 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits 

publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.21 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.09 (s, 3 H), 3.74 (s, 3 H), 3.81 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 

4.99 (s, 2 H), 7.23 – 7.35 (m, 2 H), 7.62 (dd, J = 7.7, 

1.6 Hz, 1 H), 7.81 – 7.94 (m, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 56.5, 56.7, 59.5, 60.9, 99.5, 111.0, 117.3, 118.6, 120.4, 

126.0, 127.2, 130.6, 135.7, 136.1, 140.5, 149.3, 152.2, 

154.1, 156.3, 173.1. 

HPLC (Methode B, 254 nm) tR: 15.48 min, 95.7 % Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z    ber. für C20H20BrO7: 451.0387, gef.: 451.0393. 
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3,7,8-Trimethoxy-2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-chromen-4-on (6c)  

 
C21H22O8 

[402.13] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 3-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-

(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-chromen-4-on (5c) (1.60 g, 4.12 mmol, 1.00 Äq.), 

Cäsiumcarbonat (3.02 g, 9.27 mmol, 2.25 Äq.), Iodmethan (385 μL, 6.18 mmol, 1.50 Äq.) und 

50 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 250 mL Rundkolben. 3,7,8-Trimethoxy-2-

(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-chromen-4-on (6c) wurde als farbloser Feststoff 

(1.61 g, 3.98 mmol, 97 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.20 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   126 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.43 (s, 3 H), 3.83 (s, 3 H), 3.89 (s, 3 H), 3.94 (s, 3 H), 

3.97 (s, 3 H), 5.30 (s, 2 H), 7.25 – 7.34 (m, 2 H), 

7.63 – 7.75 (m, 2 H), 7.82 (d, J = 9.0 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 55.5, 55.9, 56.5, 59.6, 61.1, 94.5, 110.8, 111.7, 115.9, 

118.2, 120.3, 121.4, 124.3, 136.1, 139.8, 148.0, 148.9, 

149.3, 154.1, 156.2, 173.4. 

HPLC (Methode A, 254 nm) tR: 12.84 min, 97.9 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-
4-on (6d) 

 
C21H21BrO7 

[464.05] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5d) (3.75 g, 

8.31 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (6.09 g, 18.7 mmol, 2.25 Äq.), Iodmethan (776 μL, 

12.5 mmol, 1.50 Äq.) und 83 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 250 mL 

Rundkolben. 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on (6d) wurde als gelb-braunes Öl (3.98 g, 8.13 mmol, 95 %) erhalten. Diese 

Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.24 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.36 (s, 3 H), 3.07 (s, 3 H), 3.74 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 

3.97 (s, 3 H), 4.96 (s, 2 H), 7.32 (d, J = 9.2 Hz, 1 H), 

7.45 – 7.38 (m, 1 H), 7.72 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 1 H), 7.86 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 19.8, 56.5, 56.7, 59.5, 60.9, 99.4, 111.0, 116.9, 118.6, 

120.4, 126.8, 130.8, 135.7, 135.8, 136.1, 140.5, 149.3, 

149.9, 154.3, 156.3, 173.1. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 15.29 min, 97.2 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C21H22BrO7: 465.0543, gef.: 465.0544.
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2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (6e)  

 
C18H14BrFO5 

[408.00] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von IINUMA et al.321 In einem 

100 mL Rundkolben wurde 2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-

4-on (5e) (1.59 g, 4.35 mmol, 1.00 Äq., 79 % Reinheit) in 50 mL trockenem Aceton gelöst und 

wasserfreies Kaliumcarbonat (602 mg, 4.35 mmol, 1.35 Äq.) unter Rühren zugegeben. 

Anschließend wurde Dimethylsulfat (0.412 mL, 4.35 mmol, 1.35 Äq.) über 10 Minuten 

tropfenweise zugegeben und bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde 

unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand in 50 mL entmineralisiertem Wasser 

gelöst. Mit 2 M Salzsäure wurde unter Rühren auf einen pH-Wert von 6 eingestellt. Danach 

wurde die wässrige Phase mit Dichlormethan (4 x 50 mL) extrahiert, die vereinigten 

organischen Phasen mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel 

unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-

Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) gereinigt und 2-(3-

Brom-2-fluorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (6e) als farbloser Feststoff (620 mg, 

1.52 mmol, 47 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.16 (n-Hexan/Ethylacetat 7/3 v/v). 

Schmelzpunkt   183 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.80 – 3.77 (m, 3 H), 3.83 (s, 3 H), 3.97 (s, 3 H), 7.34 

(d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.40 (td, J = 7.9, 0.9 Hz, 1 H), 7.78 

(ddd, J = 7.9, 6.4, 1.7 Hz, 1 H), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 

7.97 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.6 Hz, 1 H).  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 60.1, 61.0, 109.0 (d, 2JC,F = 21.0 Hz), 111.2, 118.5, 

120.1 (d, 2JC,F = 15.4 Hz), 120.4, 126.2 (d, 3JC,F = 4.4 Hz), 

130.7 (d, 4JC,F = 1.7 Hz), 136.1 (d, 3JC,F = 13.3 Hz), 141.0, 

149.4, 150.4 (d, 4JC,F = 1.0 Hz), 155.4 (d, 
1JC,F = 250.9 Hz), 156.4, 173.1. 

19F-NMR (282 MHz, DMSO-d6) δ -106.22. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.99 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H15BrFO5: 409.0081, gef.: 409.0085.  
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2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6g) 

 
C21H21ClO7 

[420.10] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 2-(3-Chlor-2-(methoxy-

methoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5a) (1.48 g, 3.77 mmol, 

1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (2.76 g, 8.48 mmol, 2.25 Äq.), Iodethan (460 μL, 5.65 mmol, 

1.50 Äq.) und 38 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 100 mL Rundkolben. 2-(3-

Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6g) wurde als 

gelbes Öl (1.11 g, 2.63 mmol, 70 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf             0.33 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.09 – 1.03 (m, 3 H), 3.10 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.96 

(s, 3 H), 4.05 – 4.01 (m, 2 H), 5.01 (s, 2 H), 7.40 – 7.24 

(m, 2 H), 7.59 (dt, J = 7.7, 1.2 Hz, 1 H), 7.76 – 7.69 (m, 

1 H), 7.93 – 7.82 (m, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 15.3, 56.5, 56.6, 60.9, 67.7, 99.3, 111.0, 118.6, 120.4, 

125.4, 127.35, 127.40, 130.0, 132.5, 136.1, 139.8, 149.3, 

151.1, 154.1, 156.2, 173.4. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 13.02 min, 93.9 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6h) 

 
C21H21BrO7 

[464.05] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5b) (2.00 g, 

3.82 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (2.80 g, 8.59 mmol, 2.25 Äq.), Iodethan (627 μL, 

7.64 mmol, 2.00 Äq.) und 38 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 100 mL 

Rundkolben. 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-

on (6h) wurde als gelbes Öl (1.37 g, 2.95 mmol, 77 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.23 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 1.06 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 3.09 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.96 

(s, 3 H), 4.99 (s, 2 H), 7.33 – 7.25 (m, 2 H), 7.62 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.93 – 7.80 (m, 2 H).  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 22.3, 56.6, 59.6, 60.9, 74.3, 99.2, 111.0, 118.5, 120.4, 

125.6, 127.4, 131.1, 135.6, 136.1, 138.7, 143.9, 149.2, 

152.1, 154.4, 156.2, 173.7. 

HPLC (Methode B, 254 nm)   tR: 14.97 min, 93.5 % Reinheit.   



E X P E R I M E N T A L T E I L  

384 

2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-isopropoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 
(6i) 

 
C22H23BrO7 

[478.06] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5b) (1.83 g, 

3.83 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (3.74 g, 11.5 mmol, 3.00 Äq.), 2-Brompropan 

(1.08 mL, 11.5 mmol, 3.00 Äq.) und 39 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 100 mL 

Rundkolben Die Reaktion wurde bei 50 °C 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-ispropoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6i) wurde als gelbes 

Öl (997 mg, 2.08 mmol, 54 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.40 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.00 (d, J = 6.2 Hz, 6 H), 3.12 (s, 3 H), 3.83 (s, 3 H), 

3.97 (s, 3 H), 4.42 (p, J = 6.2 Hz, 1 H), 5.01 (s, 2 H), 7.28 

(t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.32 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.65 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.86 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.88 (dd, 

J = 7.6, 1.6 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 15.3, 56.5, 56.7, 60.9, 67.7, 99.4, 111.0, 117.2, 118.5, 

120.4, 125.8, 127.3, 130.7, 135.6, 136.1, 139.7, 149.3, 

152.1, 154.2, 156.2, 173.3. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 15.88 min, 94.2 % Reinheit. 
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-
chromen-4-on (6j) 

 
C21H21BrO8 

[480.04] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von ZHONG et al.335 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5b) (1.45 g, 

3.32 mmol, 1.00 Äq.) wurde im 100 mL Rundkolben in 25 mL trockenem 

N,N-Dimethylformamid vorgelegt, mit 2-Bromethanol (259 µL, 3.65 mmol, 1.10 Äq.) und 

Kaliumcarbonat (1.15 g, 8.29 mmol, 2.50 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur 21 h lang 

gerührt. Anschließend wurde mit 10 %iger Salzsäure auf einen pH-Wert von 7 neutralisiert. 

Die wässrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert und die vereinigten 

organischen Phasen mit Wasser (1 x 50 mL) sowie gesättigter wässriger Natriumchlorid-

Lösung (1 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde über wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Die 

Reinigung des Rohproduktes erfolgte säulenchromatographisch (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v) 

und 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-

4-on (6j) wurde in Form eines braunes Öls (865 mg, 1.80 mmol, 54 %) erhalten. 

 
Analytische Daten 

Rf     0.31 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 3.09 (s, 3 H), 3.46 (q, J = 5.4 Hz, 2 H), 3.82 (s, 3 H), 

3.96 (s, 3 H), 4.02 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 4.62 (t, J = 5.5 Hz, 

1 H), 4.99 (s, 2 H), 7.36 – 7.22 (m, 2 H), 7.65 (dd, J = 7.7, 

1.6 Hz, 1 H), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 7.88 (dd, J = 8.0, 

1.6 Hz, 1 H).  

HPLC (Methode A, 254 nm)   tR: 12.21 min, 94.5 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-
chromen-4-on (6k) 

 
C23H26BrNO7 

[507.09] 

Die Synthese erfolgte einer modifizierten Vorschrift von XIONG et al.336 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (5b) (1.00 g, 

2.29 mmol, 1.00 Äq.) wurde im 250 mL Rundkolben in 60 mL trockenem Tetrahydrofuran 

vorgelegt, mit 2-(Dimethylamino)-ethanol (256 µL, 2.52 mmol, 1.10 Äq.) und 

Triphenylphosphan (720 mg, 2.74 mmol, 1.20 Äq.) versetzt und auf 0 °C gekühlt. 

Anschließend wurde Diisopropylazodicarboxylat (575 µL, 2.74 mmol, 1.10 Äq.) tropfenweise 

zugegeben, langsam auf Raumtemperatur erwärmt und bei dieser Temperatur 16 h lang 

gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand in 

100 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit gesättigter wässriger 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung (4 x 100 mL) gewaschen, über wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des 

Rohproduktes erfolgte mittels Flash-Säulenchromatographie (Dichlormethan → 

Dichlormethan/Methanol 10/1 v/v). 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-

(dimethylamino)ethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6k) wurde mit 87.5 % Reinheit als 

braunes Öl erhalten (910 mg, 1.79 mmol, 78 %) und ohne weitere Reinigung für die nächste 

Reaktion verwendet.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.22 (Dichlormethan/Methanol 10/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.09 (s, 6 H), 2.45 (t, J = 5.7 Hz, 2 H), 3.09 (s, 3 H), 3.82 

(s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 4.07 (t, J = 5.8 Hz, 2 H), 4.99 (s, 

2 H), 7.36 – 7.23 (m, 2 H), 7.64 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 

7.96 – 7.81 (m, 2 H).  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 56.7, 58.0, 60.9, 69.5, 99.5, 111.1, 117.3, 118.5, 

120.4, 125.9, 127.3, 130.8, 135.7, 136.1, 139.8, 149.3, 

152.2, 154.2, 156.3, 173.3.  

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.07 min, 87.5 % Reinheit.   
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3-(Benzyloxy)-2-(3-chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 
(6l) 

 
C26H23ClO7 

[482.11] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von DZIUBA et al.337 In einem zylindrischen 

100 mL SCHLENK-Rohr wurde 2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on (5a) (3.12 g, 7.00 mmol), 1.00 Äq.) in 30 mL Toluol gelöst. 

Anschließend wurde Benzylbromid (2.12 mL, 17.5 mmol, 2.50 Äq.), [18]-Krone-6 (187 mg, 

0.70 mmol, 0.10 Äq.) und 25 %ige wässrige Kaliumhydroxid-Lösung (7.00 mL, 5.50 Äq.) 

zugegeben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur 5 h lang stark gerührt. Die organische 

Phase wurde separiert und die wässrige Phase mit Dichlormethan (2 x 10 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (1 x 

30 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel 

unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-

Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) gereinigt und 3-

(Benzyloxy)-2-(3-chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6l) als 

gelbes Öl (3.41 g, 5.89 mmol, 84 %) erhalten  

 

Analytische Daten 

Rf     0.31 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.10 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.97 (s, 3 H), 4.96 (s, 2 H), 

5.05 (s, 2 H), 7.12 – 7.17 (m, 2 H), 7.26 (tt, J = 3.5, 

2.9 Hz, 3 H), 7.32 (d, J = 5.5 Hz, 1 H), 7.35 (d, J = 6.8 Hz, 

1 H), 7.48 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1 H), 7.73 (dd, J = 8.0, 

1.6 Hz, 1 H), 7.90 (d, J = 9.0 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 20.7, 56.5, 56.6, 60.9, 73.2, 99.2, 111.1, 118.5, 120.4, 

125.4, 127.2, 127.3, 127.9, 128.0, 128.1, 130.0, 132.6, 

136.1, 136.9, 139.5, 149.3, 151.1, 154.4, 156.3, 173.3. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 16.75 min, 96.3 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-(difluormethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-
4-on (6m) 

 
C20H17BrF2O7 

[486.01] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von LI et al.332 In einem zylindrischen 20 mL 

SCHLENK-Rohr wurde 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on (5b) (656 mg, 1.44 mmol, 1.00 Äq.) bei 0 °C in 6 mL trockenem Dichlormethan 

gelöst. Dieser Lösung wurde 20 %ige wässrige Kaliumhydroxid-Lösung (2.40 mL, 8.61 mmol, 

6.00 Äq.) unter starkem Rühren zugegeben. (Bromdifluormethyl)trimethylsilan (569 mL, 

3.59 mmol, 2.50 Äq.) wurde in drei Portionen nach 0, 30 and 60 min bei 0 °C zugegeben und 

anschließend bei Raumtemperatur 16 h lang stark gerührt. Der Ansatz wurde mit 5 mL 

entmineralisiertem Wasser verdünnt und die wässrige Phase mit Dichlormethan (2 x 30 mL) 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel bei vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde 

mittels Flash-Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) und 

durch Umkristallisation aus n-Hexan/Ethylacetat isoliert. 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-(difluormethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6m) wurde 

als farbloser Feststoff (408 mg, 0.84 mmol, 58 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.44 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   126 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.07 (s, 3 H), 3.83 (s, 3 H), 3.98 (s, 3 H), 4.98 (s, 2 H), 

7.04 (t, 1JC,F = 73.8 Hz, 1 H), 7.32 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 

7.39 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.64 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 

7.90 (d, J = 9.2 Hz), 7.93 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H). 
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 56.6, 60.9, 99.5, 111.7, 116.5 (t, 1JC,F = 253.3 Hz), 

117.3, 117.9, 120.4, 125.8, 125.9, 130.6, 133.8, (t, 
3JC,F = 4.1 Hz), 136.2, 136.3, 149.3, 152.2, 155.6, 156.8, 

171.5. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.36 min, 95.8 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6p)  

 
C19H17BrO6 

[420.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-4H-chromen-4-on (5g) (1.05 g, 2.29 mmol, 

1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (1.68 g, 5.16 mmol, 2.25 Äq.), Iodmethan (214 μL, 3.44 mmol, 

1.50 Äq.) und 23 mL trockenem N,N-Dimethylformamid in einem 250 mL Rundkolben. 2-(3-

Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6p) wurde als gelber 

Feststoff (924 mg, 2.19 mmol, 11 % über 2 Schritte) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.24 (n-Hexan/Ethylacetat 4/1 v/v). 

Schmelzpunkt   76 °C. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) G 3.12 (s, 3 H), 3.75 (s, 3 H), 3.89 (s, 3 H), 4.99 (s, 2 H), 

7.09 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1 H), 7.19 (d, J = 2.4 Hz, 1 H), 

7.28 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.60 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1 H), 

7.87 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 8.03 (d, J = 8.9 Hz, 1 H). 
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) G 56.0, 56.7, 59.5, 99.3, 100.4, 114.7, 117.1, 117.6, 

125.7, 126.3, 127.1, 130.5, 135.5, 140.8, 152.0, 153.9, 

156.8, 163.8, 172.8. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 15.01 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on (6q)  

 
C20H19BrO6 

[434.04] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 3 mit geringfügigen Modifikationen. In einem 100 mL 

Rundkolben wurde 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-8-methyl-

4H-chromen-4-on (5h) (1.22 g, 2.32 mmol, 1.00 Äq.) in 30 mL trockenem 

N,N-Dimethylformamid gelöst und Cäsiumcarbonat (1.70 g, 5.21 mmol, 2.25 Äq.) unter 

Rühren zugegeben. Anschließend wurde Iodmethan (216 μL, 3.48 mmol, 1.50 Äq.) 

tropfenweise zugegeben und die Reaktion bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Die 

Reaktionslösung wurde mit 30 mL entmineralisiertem Eiswasser verdünnt und die wässrige 

Phase mit Ethylacetat (3 x 70 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 

gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (1 x 70 mL) gewaschen, mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach 

Reining mittels Flash-Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) 

konnte 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on 

(6q) nicht sauber isoliert werden und wurde ohne weitere Reinigung für die nächste Reaktion 

verwendet. 
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2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-on (6r) 

 
C18H15BrO5 

[390.01] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von ZHONG et al.335 In einem 

100 mL Rundkolben wurde 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-4H-chromen-4-

on (5i) (1.23 g, 3.26 mmol, 1.00 Äq.) in 50 mL Aceton gelöst und mit Kaliumcarbonat (451 mg, 

3.26 mmol, 1.00 Äq.) versetzt. Anschließend wurde Dimethylsulfat (309 μL. 3.26 mmol, 

1.00 Äq.) über einen Zeitraum von 15 min tropfenweise zugegeben und die Reaktion bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Der Ansatz wurde filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in 20 mL Dichlormethan aufgenommen 

und mit 1 M Salzsäure (3 x 20 mL) sowie gesättigter wässrige Natriumchlorid-Lösung 

(1 x 20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 

wurde mittels Flash-Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) 

isoliert und 2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-on (6r) als 

farbloser Feststoff (959 mg, 2.45 mmol, 75 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.59 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   175 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.06 (s, 3 H), 3.76 (s, 3 H), 4.99 (s, 2 H), 7.29 (t, 

J = 7.9 Hz, 1 H), 7.46 – 7.58 (m, 1 H), 7.58 – 7.73 (m, 

2 H), 7.77 – 7.93 (m, 2 H), 8.15 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 57.2, 60.0, 100.0, 117.8, 118.9, 124.3, 125.6, 125.7, 

126.4, 127.6, 131.1, 134.7, 136.2, 141.5, 152.6, 155.1, 

155.5, 174.1. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 14.46 min, 93.1 % Reinheit.   
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9.6.1.4. Darstellung der 2-(Hydroxyphenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-one 7a-r 

2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7a) 

 
C18H15ClO6 

[362.06]  

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Chlor-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6a) (1.5 g, 

3.69 mmol, 1.00 Äq.), 5 M Salzsäure (4.72 mL, 23.6 mmol, 6.40 Äq.) und 55 mL Methanol in 

einem 100 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 16 h lang gerührt. 2-(3-Chlor-2-

hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7a) wurde als gelber Feststoff (1.30 g, 

3.58 mmol, 97 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.35 (n-Hexan/Ethylacetat 3/1 v/v). 

Schmelzpunkt   80 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 3.72 (s, 3 H), 3.81 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 7.01 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.42 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.57 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.86 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H), 10.02 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.5, 59.8, 60.9, 110.8, 118.8, 120.1, 120.2, 120.4, 

121.5, 129.5, 131.9, 136.2, 140.8, 149.6, 150.9, 154.4, 

156.1, 173.4.  

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 16.04 min, 97.5 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z ber. für C18H16ClO6: 363.0630, gef.: 363.0632. 
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7b) 

 
C18H15BrO6 

[406.01] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6b) (1.63 g, 

3.61 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (11.6 mL, 23.1 mmol, 6.40 Äq.) und 45 mL Methanol in 

einem 100 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-

hydroxy-phenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7b) wurde als gelber Feststoff 

(1.01 g, 2.48 mmol, 69 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.41 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   178 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.71 (s, 3 H), 3.80 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 6.94 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.44 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.72 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.85 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.98 (s, 1 H).  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.5, 59.8, 60.9, 110.7, 111.5, 118.9, 120.1, 120.2, 

120.6, 130.2, 135.0, 136.2, 140.9, 149.6, 151.7, 154.3, 

156.1, 173.5.  

HPLC (Methode C, 254 nm) tR: 15.41 min, ≥ 99 % Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H16BrO6: 407.0125, gef.: 407.0129.  
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2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7c) 

 
C19H18O7 

[358.11] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 3,7,8-Trimethoxy-2-(3-

methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-chromen-4-on (6c) (1.60 g, 3.98 mmol, 1.00 Äq.), 

2 M Salzsäure (12.7 mL, 25.4 mmol, 6.40 Äq.) und 50 mL Methanol in einem 100 mL 

Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 4 h lang gerührt. 2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-

3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7c) wurde als farbloser Feststoff (1.31 mg, 3.63 mmol, 

91 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.30 (n-Hexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 

Schmelzpunkt   189 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.81 (s, 3 H), 3.86 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 3.95 (s, 3 H), 

6.99 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 7.26 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.62 

(dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1 H), 7.68 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 7.79 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.88 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 55.5, 56.5, 59.4, 61.1, 110.7, 111.7, 115.7, 118.2, 

120.2, 121.4, 122.0, 136.1, 139.4, 147.4, 148.8, 149.5, 

154.5, 156.1, 173.3. 

HPLC (Methode A, 254 nm) tR: 10.67 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-hydroxy-5-methylphenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7d)  

 
C19H17BrO6 

[420.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)-5-methylphenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6d) (3.70 g, 

7.95 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (39.8 mL, 79.5 mmol, 10.0 Äq.) und 120 mL Methanol in 

einem 250 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. 2-(3-

Brom-2-hydroxy-5-methylphenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7d) wurde als 

farbloser Feststoff (2.49 g, 5.91 mmol, 74 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits 

publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.33 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   175 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.27 (d, J = 0.8 Hz, 3 H), 3.29 (s, 1 H), 3.70 (s, 3 H), 

3.80 (s, 3 H), 3.95 (s, 3 H), 7.22 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1 H), 

7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.55 (dd, J = 2.1, 0.8 Hz, 1 H), 

7.84 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.69 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 19.9, 57.0, 60.2, 61.4, 111.2, 111.7, 119.4, 120.3, 

120.5, 130.3, 130.6, 135.6, 136.7, 141.3, 149.8, 150.0, 

154.9, 156.5, 173.8. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.98 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für: C19H18BrO6: 421.0281, gef.: 421.0284.  
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2-(3-Brom-2-(difluormethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7f)  

 
C19H15BrF2O6 

[456.00] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von LI et al.332 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7b) (407 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in einem 

zylindrischen 20 mL SCHLENK-Rohr bei 0 °C in 4 mL trockenem Dichlormethan gelöst. Dieser 

Lösung wurde unter starkem Rühren 20 %ige wässrige Kaliumhydroxid-Lösung (1.40 mL, 

6.00 mmol, 6.00 Äq.) zugegeben. (Bromdifluormethyl)trimethylsilan (518 mg, 2.50 mmol, 

2.50 Äq.) wurde in drei Portionen nach 0, 30 and 60 min bei 0°C zugegeben und anschließend 

bei Raumtemperatur für 16 h lang stark gerührt. Der Ansatz wurde mit 5 mL entmineralisiertem 

Wasser verdünnt und die wässrige Phase mit Dichlormethan (2 x 30 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 

und das Lösemittel bei vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-

Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 10/1 → 10/2 → 10/3 v/v) und durch 

Umkristallisation aus n-Hexan/Ethylacetat isoliert. 2-(3-Brom-2-(difluormethoxy)phenyl)-3,7,8-

trimethoxy-4H-chromen-4-on (7f) wurde als farbloser Feststoff (360 mg, 0.78 mmol, 78 %) 

erhalten. Diese Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.22 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   117 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.86 (s, 3 H), 3.94 (s, 3 H), 4.00 (s, 3 H), 6.51 (d, 

J = 74.0 Hz, 1 H), 7.07 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.30 (t, 

J = 7.9 Hz, 1 H), 7.58 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.80 (dd, 

J = 8.1, 1.6 Hz, 1 H), 8.01 (d, J = 9.1 Hz, 1 H).  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.7, 60.6, 61.9, 110.3, 116.7 (t, 1JC,F = 264.8 Hz), 

118.2, 119.6, 121.3, 127.9, 128.4, 131.1, 136.0, 137.0, 

141.5, 146.2 (t, 3JC,F = 3.3 Hz), 150.1, 153.1, 156.7, 

174.5. 
19F-NMR (282 MHz, DMSO-d6) δ -80.48.  

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.16 min, 97.8 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H16BrF2O6: 457.0093, gef.: 457.0100. 
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2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7g) 

 
C19H17ClO6 

[376.07] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Chlor-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6g) (1.11 g, 

2.63 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (8.70 mL, 17.4 mmol, 6.40 Äq.) und 40 mL Methanol in 

einem 100 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 16 h lang gerührt. 2-(3-Chlor-2-

hydroxyphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7g) wurde als gelber Feststoff 

(435 mg, 1.15 mmol, 42 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.27 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   132 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 

3.93-4.08 (m, 3 H), 7.00 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.31 (d, 

J = 9.1 Hz, 1 H), 7.41 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1 H), 7.53-7.64 

(m, 1 H), 7.85 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 9.97 (s, 1 H).  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 15.2, 56.6, 61.0, 67.7, 110.8, 118.8, 120.0, 120.2, 

120.5, 121.4, 129.7, 131.9, 136.2, 139.9, 149.6, 150.9, 

154.7, 156.1, 173.7.  

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.71 min, 95.4 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7h) 

 
C19H17BrO6 

[420.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6h) (1.72 g, 

2.72 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (8.70 mL, 17.4 mmol, 6.40 Äq.) und 40 mL Methanol in 

einem 100 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-

hydroxy-phenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7h) wurde als gelber Feststoff 

(750 mg, 1.78 mmol, 66 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.27 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   146 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.96 (s, 3 H), 4.01 

(q, J = 7.1 Hz, 2 H), 6.94 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.30 (d, 

J = 9.1 Hz, 1 H), 7.44 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1 H), 7.72 (dd, 

J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.85 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.94 (s, 

1 H).  
13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) G 15.7, 39.6, 39.6, 39.7, 39.9, 40.0, 40.1, 40.3, 40.4, 40.5, 

57.0, 61.4, 68.2, 111.2, 111.9, 119.4, 120.7, 120.7, 121.0, 

130.8, 135.5, 136.7, 140.4, 150.1, 152.2, 155.1, 156.5, 

174.2. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.11 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7i) 

 
C20H19BrO6 

[434.04] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-isopropoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6i) (0.90 g, 

1.88 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (6.01 mL, 12 mmol, 6.40 Äq.) und 30 mL Methanol in 

einem 100 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 16 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-

hydroxyphenyl)-3-isopropoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7i) wurde als gelber Feststoff 

(194 mg, 0.50 mmol, 63 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.35 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   131 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 0.99 (d, J = 6.2 Hz, 6 H), 3.82 (s, 3 H), 3.95 (s, 3 H), 

4.37 (hept, J = 6.2 Hz, 1 H), 6.92 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.29 

(d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.43 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.70 

(dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H), 7.84 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 9.86 

(s, 1 H),  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 22.2, 56.5, 60.9, 74.2, 110.7, 111.2, 118.8, 120.2, 

120.3, 130.7, 134.9, 136.2, 138.9, 149.6, 151.7, 154.9, 

156.0, 173.9. 

HPLC (Methode B, 254 nm) tR: 15.38 min, 95.4 % Reinheit.  
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7j) 

 
C19H17BrO7 

[436.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6j) (0.86 g, 

1.79 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (5.36 mL, 10.7 mmol, 6.00 Äq.) und 27 mL Methanol in 

einem 100 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 3 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-

hydroxy-phenyl)-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7j) wurde als gelber 

Feststoff (631 mg, 1.44 mmol, 81 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.38 (n-Hexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 

Schmelzpunkt   167 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.46 (t, J = 5.5 Hz, 2 H), 3.81 (s, 3 H), 4.03 – 3.92 (m, 

5 H), 6.93 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 

7.47 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.71 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 

1 H), 7.85 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.95 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 60.1, 61.0, 73.8, 110.8, 111.6, 118.8, 120.2, 

120.3, 120.6, 130.4, 135.1, 136.2, 140.2, 149.7, 151.7, 

154.5, 156.2, 173.9. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 11.20 min, 95.5 % Reinheit. 
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-
4-on (7k) 

 
C21H22BrNO6 

[463.06] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6k) 

(890 mg, 1.75 mmol, 1.00 Äq.), 6 M Salzsäure (1.87 mL, 11.2 mmol, 6.40 Äq.) und 15 mL 

Methanol in einem 50 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur 16 h lang 

gerührt. Das Lösemittel wurde bei vermindertem Druck entfernt und der Rückstand in 20 mL 

gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung aufgenommen. Die wässrige Phase 

wurde mit Dichlormethan (4 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 

mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on (7k) wurde als gelber Feststoff (524 mg, 0.92 mmol, 40 % über 2 Schritte) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.07 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   184 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.74 (d, J = 4.9 Hz, 6 H), 3.34 – 3.26 (m, 2 H), 3.81 (s, 

3 H), 3.96 (s, 3 H), 4.25 (t, J = 4.8 Hz, 2 H), 6.96 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 7.34 (d, J = 9.2 Hz, 1 H), 7.50 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.75 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.87 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H), 10.28 (s, 1 H).  
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) G 42.3, 48.5, 55.9, 56.6, 60.9, 66.2, 111.1, 111.8, 118.6, 

119.9, 120.1, 120.8, 130.1, 135.3, 136.3, 139.3, 149.6, 

151.6, 155.0, 156.3, 173.5. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 9.10 min, 94.6 % Reinheit.   
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3-(Benzyloxy)-2-(3-chloro-2-hydroxyphenyl)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7l)  

 
C24H19ClO6 

[438.09] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 3-(Benzyloxy)-2-(3-chlor-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6l) (3.20 g, 6.63 mmol, 

1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (33.1 mL, 66.3 mmol, 10.00 Äq.) und 100 mL Methanol in einem 

250 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde 50 °C 16 h lang gerührt. Das Rohprodukt wurde aus 

einem Gemisch bestehend aus n-Hexan/Ethylacetat umkristallisiert und 3-(Benzyloxy)-2-(3-

chloro-2-hydroxyphenyl)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7l) als gelber Feststoff (2.43 g, 

5.45 mmol, 82 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.29 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   146 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.82 (s, 3 H), 3.97 (s, 3 H), 5.02 (s, 2 H), 6.96 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 7.12 – 7.19 (m, 2 H), 7.23 – 7.29 (m, 

3 H), 7.29 – 7.36 (m, 2 H), 7.57 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 

7.90 (d, J = 9.0 Hz, 1 H), 10.01 (s, 1 H). 
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) G 57.0, 61.4, 73.9, 111.4, 119.3, 120.3, 120.6, 120.8, 

121.9, 128.2, 128.3, 128.4, 129.9, 132.2, 136.8, 137.3, 

140.2, 150.0, 151.3, 155.3, 156.6, 174.0. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  tR: 15.54 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(difluormethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7m)  

 
C18H13BrF2O6 

[441.99] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-(difluoromethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (6m) 

(380 mg, 0.78 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (2.5 mL, 4.99 mmol, 6.40 Äq.)  und 12 mL 

Methanol in einem 50 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 4 h lang gerührt. 2-(3-

Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(difluormethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7m) wurde als 

farbloser Feststoff (345 mg, 0.78 mmol, 99 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.30 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   159 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.82 (s, 3 H), 3.98 (s, 3 H), 6.95 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.01 

(t, J = 74.3 Hz, 1 H), 7.37 (d, J = 9.2 Hz, 1 H), 7.44 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.75 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.89 

(d, J = 9.1 Hz, 1 H), 10.16 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.7, 61.1, 111.4, 111.6, 116.6 (t, 1JC,F = 258.9 Hz), 

118,3, 118.7, 120.4, 120.6, 130.4, 134.1 (t, 
3JC,F = 3.8 Hz), 135.7, 136.3, 149.8, 151.8, 156.1, 156.8, 

172.0. 
19F-NMR (282 MHz, DMSO-d6) δ -80.94. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.65 min, 95.9 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7p) 

 
C17H13BrO5 

[375.99] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-on (6p) (0.90 g, 2.14 mmol, 1.00 Äq.), 

2 M Salzsäure (6.84 mL, 13.7 mmol, 6.40 Äq.) und 17 mL Methanol in einem 50 mL 

Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 4 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7-

dimethoxy-4H-chromen-4-on (7p) wurde als farbloser Feststoff (652 mg, 1.73 mmol, 81 %) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.44 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   194 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 3.91 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 6.89 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 

6.91-7.04 (m, 2 H), 7.65 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.73 

(dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1 H), 8.15 (s, 1 H), 8.15 (d, 

J = 8.9 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 56.1, 62.2, 100.2, 113.8, 115.0, 118.0, 120.1, 121.6, 

127.4, 129.3, 136.2, 139.9, 151.8, 153.8, 157.7, 164.6, 

173.4. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.64 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on (7q)  

 
C18H15BrO5 

[390.01] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on (6q) (1.01 g, 

2.32 mmol, 1.00 Äq.), 2 M Salzsäure (7.41 mL, 14.8 mmol, 6.40 Äq.) und 16 mL Methanol in 

einem 50 mL Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 3 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-

hydroxyphenyl)-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on (7q) wurde als gelber Feststoff 

(211 mg, 0.54 mmol, 3 % über 3 Schritte) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.38 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   189 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 2.33 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 3.98 (s, 3 H), 6.99 (t, 

J = 8.0 Hz, 1 H), 7.03 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.70 (dd, 

J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.75 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1 H), 8.13 

(dd, J = 8.9, 0.7 Hz, 1 H), 8.31 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 8.3, 56.2, 62.1, 108.8, 113.8, 114.1, 117.9, 120.4, 

121.6, 124.4, 129.1, 136.1, 139.2, 151.8, 153.8, 154.9, 

161.7, 173.8.  

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.87 min, 95.7 % Reinheit. 
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-on (7r) 

 
C16H11BrO4 

[345.98] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 4 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(methoxymethoxy)phenyl)-3-methoxy-4H-chromen-4-on (6r) (0.90 g, 2.30 mmol, 1.00 Äq.), 

2 M Salzsäure (6.90 mL, 13.8 mmol, 6.00 Äq.) und 17 mL Methanol in einem 50 mL 

Rundkolben. Die Reaktion wurde bei 50 °C 3 h lang gerührt. 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-

methoxy-4H-chromen-4-on (7r) wurde als farbloser Feststoff (733 mg, 2.11 mmol, 92 %) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.28 (n-Hexan/Ethylacetat 4/1 v/v). 

Schmelzpunkt   222 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 3.94 (s, 3 H), 6.99 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.44 (ddd, J = 8.1, 

7.1, 1.1 Hz, 1 H), 7.52 (ddd, J = 8.5, 1.0, 0.5 Hz, 1 H), 

7.62 - 7.77 (m, 3 H), 8.09 (s, 1 H), 8.28 (ddd, J = 8.0, 1.7, 

0.5 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 62.0, 113.6, 118.2, 119.9, 121.6, 124.1, 125.1, 125.9, 

129.3, 134.0, 136.2, 139.9, 151.7, 154.3, 155.8, 173.9. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 15.74 min, 97.9 % Reinheit.   
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9.6.1.5. Darstellung der 5-Hydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one 1a-r 

2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (1a)  

 
C18H15ClO7 

[378.05] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-

3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7a) (550 mg, 1.52 mmol, 1.00 Äq.), Silbercarbonat 

(836 mg, 3.03 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (622 mg, 1.67 mmol, 1.10 Äq., 95.0 %), 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (46.4 mg, 0.08 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (23.0 mL, 165 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (348 μL, 

4.55 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-

4-on (1a) wurde als gelber Feststoff (221 mg, 0.58 mmol, 38 %) erhalten. Diese Daten wurden 

bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.34 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 
Schmelzpunkt   214 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 3.71 (s, 3 H), 3.72 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 6.65 (s, 1 H), 

7.01 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.42 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1 H), 

7.59 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1 H), 10.09 (s, 1 H), 12.43 (s, 

1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 60.1, 60.9, 95.8, 105.2, 119.8, 120.2, 121.6, 

128.3, 129.5, 132.2, 139.4, 148.7, 150.9, 155.6, 156.5, 

158.2, 178.6. 

HPLC (Methode A, 254 nm) tR: 14.30 min, ≥ 99 % Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z  ber. für C18H16ClO7: 379.0585, gef.: 379.0582. 
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (1b)  

 
C18H15BrO7 

[422.00] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7b) (1.02 mg, 2.50 mmol, 1.00 Äq.), 

Silbercarbonat (1.38 g, 1.19 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (1.03 g, 0.65 mmol, 1.10 Äq., 

95.0 %), Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (77.1 mg, 0.13 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (38.0 mL, 273 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (575 μL, 

7.51 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)- 5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-

4-on (1b) wurde als gelber Feststoff (124 mg, 0.29 mmol, 12 %) erhalten. Diese Daten wurden 

bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.24 (n-Hexan/Ethylacetat 7/3 v/v). 

Schmelzpunkt   210 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 3.70 (s, 3 H), 3.71 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 6.64 (s, 1 H), 

6.95 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.44 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1 H), 

7.73 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 10.04 (s, 1 H), 12.42 (s, 

1 H). 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 60.1, 60.9, 95.8, 105.2, 11.6, 119.5, 120.7, 128.4, 

130.2, 135.4, 139.5, 148.8, 151.7, 155.6, 156.5, 158.2, 

178.7.  

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.76 min, ≥ 99 % Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H16BrO7: 423.0079, gef.: 423.0076. 
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5-Hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (1c)  

 
C19H18O8 

[374.10] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(4-Hydroxy-3-

methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7c) (358 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.), 

Silbercarbonat (551 mg, 2.00 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (410 mg, 1.10 mmol, 1.10 Äq., 

95.0 %), Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (15.2 mg, 0.05 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (15.2 mL, 109 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (230 μL, 

3.00 mmol, 3.00 Äq.). 5-Hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-

chromen-4-on (1c) wurde als gelber Feststoff (60 mg, 0.16 mmol, 16 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.61 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   206 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.81 (s, 3 H), 3.86 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 3.95 (s, 3 H), 

6.99 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 7.26 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.62 

(dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1 H), 7.68 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 7.79 

(d, J = 9.0 Hz, 1 H), 9.88 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 56.1, 56.5, 60.3, 61.7, 76.7, 77.2, 77.6, 95.6, 105.5, 

110.9, 114.9, 122.8, 123.0, 128.9, 138.8, 146.5, 148.6, 

155.9, 157.5, 158.5, 179.1. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.80 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H19O8: 375.1074, gef.: 375.1077.  
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2-(3-Brom-2-hydroxy-5-methylphenyl)-3-methoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (1d)  

 
C19H17BrO7 

[436.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-hydroxy-5-

methylphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7d) (1.00 g, 2.37 mmol, 1.00 Äq.), 

Silbercarbonat (1.31 g, 4.75 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (974 mg, 2.61 mmol, 1.10 Äq., 

95.0 %), Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (73.0 mg, 0.12 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (35.3 mL, 254 mmol, 107 Äq.) und Trifluoressigsäure (545 μL, 

7.12 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxy-5-phenyl)-3-methoxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-

4H-chromen-4-on (1d) wurde als gelber Feststoff (120 mg, 0.27 mmol, 12 %) erhalten. Diese 

Daten wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.40 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 

Schmelzpunkt   252 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.27 (s, 3 H), 3.69 (s, 3 H), 3.71 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 

6.63 (s, 1 H), 7.23 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1 H), 7.60-7.53 (m, 

1H), 9.76 (s, 1 H), 12.43 (s, 1 H).  
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) G 19.9, 57.0, 60.5. 61.3, 96.2, 105.7, 11.8, 119.7, 128.9, 

130.3, 130.6, 136.0, 139.9, 149.2, 149.9, 156.1, 156.9, 

158.6, 179.1.  

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.48 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H18BrO6 437.0158, gef.: 437.0234.  
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2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (1e) 

 
C18H14BrFO6 

[424.00] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-

3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (6e) (600 mg, 1.47 mmol, 1.00 Äq.), Silbercarbonat 

(809 mg, 2.93 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (601 mg, 1.61 mmol, 1.10 Äq., 95.0 %), 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (45.2 mg, 0.07 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (22.2 ml, 160 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (337 μL, 

4.40 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-fluorphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on 

(1e) wurde als gelber Feststoff (50 mg, 0.09 mmol, 6 %) erhalten. Diese Daten wurden bereits 

publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.45 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 

Schmelzpunkt   217 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 3.72 (s, 3 H), 3.79 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 6.66 (s, 1 H), 

7.40 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.77 (ddd, J = 7.9, 6.3, 1.7 Hz, 

1 H), 7.98 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.7 Hz, 1 H), 12.25 (s, 1 H).  
13C-NMR (126 MHz, Aceton-d6) G 57.3, 61.3, 61.8, 97.1, 106.8, 110.5 (d, 2JC,F = 21.0 Hz), 

121.6 (d, 2JC,F = 15.6 Hz), 127.0 (d, 3JC,F = 4.6 Hz), 130.4 

(d, 3JC,F = 5.1 Hz), 131.8 (d, 4JC,F = 1.4 Hz), 137.3, 141.3, 

150.3, 153.0 (d, 2JC,F = 8.2 Hz), 157.4 (d, 
1JC,F = 252.1 Hz), 158.7, 160.4, 180.1.  

19F-NMR (565 MHz, Aceton-d6) G -106.22. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 16.76 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H15BrFO6: 425.0031, gef.: 425.0030. 
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2-(3-Brom-2-(difluoromethoxy)phenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on 
(1f)  

 
C19H15BrF2O7 

[472.00] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-

(difluoromethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7f) (273 mg, 0.60 mmol, 

1.00 Äq.), Silbercarbonat (329 mg, 1.19 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (245 mg, 0.66 mmol, 

1.10 Äq., 95.0 %), Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (18.0 mg, 0.03 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (9.10 ml, 65.1 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (137 μL, 

1.78 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-(difluoromethoxy)phenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-

chromen-4-on (1f) wurde als gelber Feststoff (30 mg, 0.11 mmol, 11 %) erhalten. Diese Daten 

wurden bereits publiziert.313 

 

Analytische Daten 

Rf     0.27 (n-Hexan/Ethylacetat 3/2 v/v). 

Schmelzpunkt   162 °C. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.70 (s, 3 H), 3.74 (s, 3 H), 3.93 (s, 3 H), 6.66 (s, 1 H), 

7.06 (t, J = 72.3 Hz, 1 H), 7.50 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.76 

(dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 8.02 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1 H), 

12.28 (s, 1 H). 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 60.1, 60.9, 96.2, 105.0, 117.0 (t, 1JC,F = 262.3 Hz), 

117.7, 127.0, 128.4, 128.6, 130.9, 136.3, 139.2, 145.3 (t, 
3JC,F = 3.7 Hz), 148.4, 153.6, 156.6, 158.6. 

19F-NMR (282 MHz, DMSO-d6) G -80.65. 

HPLC (Methode A, 254 nm) tR: 16.19 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H16BrF2O7: 473.0042, gef.: 473.0044.  
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2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (1g)  

 
C19H17ClO7 

[392.07] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-

3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7g) (222 mg, 0.59 mmol, 1.00 Äq.), Silbercarbonat 

(325 mg, 1.18 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (242 mg, 0.65 mmol, 1.10 Äq., 95.0 %), 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (18.0 mg, 0.03 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (8.93 mL, 64.4 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (135 μL, 

1.77 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on (1g) wurde als gelber Feststoff (35 mg, 0.09 mmol, 15 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.36 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   144 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 1.05 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 3.70 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 3.99 

(q, J = 7.0 Hz, 2 H), 6.63 (s, 1 H), 7.00 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 

7.40 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.58 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 

1 H), 10.04 (s, 1 H), 12.45 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 15.2, 56.6, 61.0, 68.2, 95.8, 105.2, 119.9, 120.1, 121.5, 

128.4, 129.6, 132.2, 138.5, 148.8, 150.9, 155.9, 156.6, 

158.2, 178.9. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.16 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H17ClO7: 393.0663, gef. 393.0736. 
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (1h)  

 
C19H17BrO7 

[436.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von  2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3-ethoxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7h) (250 mg, 0.94 mmol, 1.00 Äq.), Silbercarbonat 

(327 mg, 1.19 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (243 mg, 0.65 mmol, 1.10 Äq., 95.0 %), 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (18.2 mg, 0.03 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (8.84 mL, 64.4 mmol, 107 Äq.) und Trifluoressigsäure (136 μL, 

1.78 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-ethoxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on (1h) wurde als gelber Feststoff (26 mg, 0.06 mmol, 10 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.25 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   158 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 1.05 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 3.70 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 3.99 

(q, J = 7.0 Hz, 2 H), 6.63 (s, 1 H), 6.94 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 

7.44 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.73 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 

1 H), 10.00 (s, 1 H), 12.46 (s, 1 H). 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6) G 15.7, 57.1, 61.4, 68.7, 96.2, 105.7, 112.0, 120.1, 121.1, 

128.9, 130.8, 135.8, 139.1, 149.3, 152.2, 156.3, 157.0, 

158.7, 179.4. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.63 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H18BrO7: 437.0230 gef. 437.0234.  
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-isoproxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on 
(1i) 

 
C20H19BrO7 

[450.03] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3-isoproxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7i) (435 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.), 

Silbercarbonat (551 mg, 2.00 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (410 mg, 1.10 mmol, 1.10 Äq., 

95.0 %),  Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (31.0 mg, 0.05 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (14.9 mL, 107 mmol, 107 Äq.) und Trifluoressigsäure (230 μL, 

3.00 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-isoproxy-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-

chromen-4-on (1i) wurde als gelber Feststoff (11 mg, 0.02 mmol, 4 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf      0.27 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   131 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.21 (d, J = 6.2 Hz, 3 H), 3.85 (s, 1 H), 3.95 (s, 1 H), 

4.56 - 4.70 (m, 1 H), 6.45 (dd, J = 2.6, 1.2 Hz, 1 H), 

6.93 - 7.05 (m, 1 H), 7.68 - 7.80 (m, 2 H), 8.53 (s, 1 H), 

12.22 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 22.1, 56.6, 61.8, 79.0, 96.0, 105.3, 114.1, 120.6, 121.8, 

129.1, 129.2, 135.4, 136.6, 149.2, 152.0, 155.6, 157.6, 

159.1, 178.4. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 17.34 min, 98.2 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C20H20BrO7: 451.0387 gef. 451.0390.  
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-
chromen-4-on (1j) 

 
C19H17BrO8 

[452.01] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3-(hydroxyethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7j) (550 mg, 1.26 mmol, 1.00 Äq.), 

Silbercarbonat (551 mg, 2.00 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (516 mg, 1.38 mmol, 1.10 Äq., 

95.0 %), Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (38.5 mg, 0.06 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (18.7 mL, 135 mmol, 107 Äq.) und Trifluoressigsäure (289 μL, 

3.77 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3-(2-hydroxyethoxy)-7,8-

dimethoxy-4H-chromen-4-on (1j) wurde als gelber Feststoff (126 mg, 0.28 mmol, 22 %) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.36 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   144 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 3.32 (s, 3 H), 3.46 (t, J = 5.5 Hz, 2 H), 3.70 (s, 3 H), 3.92 

(s, 3 H), 3.99 (t, J = 5.5 Hz, 2 H), 5.76 (s, 1 H), 6.63 (s, 

1 H), 6.91 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.46 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 

1 H), 7.72 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H), 9.92 (bs, 1 H), 12.43 

(s, 1 H).  
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6) G 56.6, 60.0, 61.0, 74.0, 95.8, 105.2, 111.6, 119.6, 120.7, 

128.4, 130.4, 135.3, 138.8, 148.8, 151.7, 155.6, 156.5, 

158.2, 178.9.  

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.27 min, 97.3 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C19H7BrO8: 453.0107 gef. 453.0180.  
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-
chromen-4-on (1k) 

 
C21H22BrNO7 

[479.06] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von  2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7k) (412 mg, 0.84 mmol, 

1.00 Äq.), Silbercarbonat (463 mg, 1.68 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (344 mg, 0.92 mmol, 

1.10 Äq., 95.0 %), Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (27.9 mg, 0.04 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (12.7 mL, 91.5 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (193 μL, 

2.52 mmol, 3.00 Äq.). Die Reaktion wurde 60 °C 48 h lang gerührt. Nach Flash-

Säulenchromatographie an Kieselgel mit einem Eluentengemisch bestehend aus 

n-Hexan/Ethylacetat + 1 % Triethylamin (10/1 → 3/1 → 2/1 v/v) und C18-Kieselgel mit einem 

Eluentengemisch bestehend aus Wasser/Acetonitril (10/1 → 10/2 v/v) wurde 2-(3-Brom-2-

hydroxyphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethoxy)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (1k) 

als gelber Feststoff (67 mg, 0.11 mmol, 13 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.05 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   103 °C. 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 2.52 (t, 2 H), 2.78 (d, J = 4.2 Hz, 6 H), 3.71 (s, 3 H), 3.93 

(s, 3 H), 4.21 (t, J = 4.9 Hz, 2 H), 6.68 (s, 1 H), 6.98 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 7.49 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.77 (dd, 

J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 10.18 (s, 1 H), 12.23 (s, 1 H).  
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6) Aufgrund von Substanzverlust nicht verfügbar. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 9.82 min, 97.4 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C21H23BrNO7: 480.0580, gef. 480.0660. 
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(difluormethoxy)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-
4-on (1m) 

 
C18H13BrF2O7 

[457.98] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Bromo-2-

hydroxyphenyl)-3-(difluormethoxy)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (7m) (443 mg, 

1.00 mmol, 1.00 Äq.), Silbercarbonat (551 mg, 2.00 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (410 mg, 

1.10 mmol, 1.10 Äq., 95.0 %). Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (31.0 mg, 0.05 mmol, 

0.05 Äq.), Trifluoressigsäureanhydrid (15.2 mL, 109 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure 

(230 μL, 3.00 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3-(difluormethoxy)-5-hydroxy-

7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (1m) wurde als gelber Feststoff (70 mg, 0.15 mmol, 15 %) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.24 (n-Hexan/Ethylacetat 4/1 v/v). 

Schmelzpunkt   192 °C. 
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) G 3.71 (s, 3 H), 3.94 (s, 3 H), 6.71 (s, 1 H), 6.96 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 6.98 (t, J = 72.0 Hz, 1 H), 7.43 (dd, 

J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 7.76 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 10.20 

(s, 1 H), 11.97 (s, 1 H).  
13C-NMR (151 MHz, CDCl3) G 56.7, 62.0, 77.0, 77.2, 77.4, 96.4, 105.4, 111.8, 115.7 

(t, 1JC,F = 263.4 Hz), 117.5, 121.7, 129.2, 130.8, 132.3 (t, 
3JC,F = 3.7 Hz), 135.4, 149.0, 150.8, 157.1, 157.6, 159.3, 

177.1. 
19F-NMR (565 MHz, CDCl3) δ -83.12. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.57 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H13BrF2O7: 458.9885, gef.: 458.9889. 
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on (1q)  

 
C18H15BrO6 

[406.01] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-chromen-4-on (7q) (194 mg, 0.50 mmol, 1.00 Äq.), Silbercarbonat 

(273 mg, 0.99 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (203 mg, 0.55 mmol, 1.10 Äq., 95.0 %), 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (15.2 mg, 0.03 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (7.51 ml, 54.1 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (114 μL, 

1.49 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7-dimethoxy-8-methyl-4H-

chromen-4-on (1q) wurde als gelber Feststoff (15 mg, 0.04 mmol, 7 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.39 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   226 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 2.19 (s, 3 H), 3.88-3.96 (m, 6 H), 6.43 (s, 1 H), 6.99 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 7.70 (dd, J = 17.9, 8.0 Hz, 2 H), 8.12 (s, 

1 H), 12.34 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 7.7, 56.3, 62.4, 95.1, 104.3, 105.5, 113.9, 119.9, 121.8, 

129.3, 136.4, 137.7, 151.9, 154.2, 154.6, 160.4, 163.7, 

178.1. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 16.52 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H16BrO6: 407.0125, gef.: 407.0123.
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2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3-methoxy-4H-chromen-4-on (1r) 

 
C16H11BrO5 

[361.98] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 5 unter Verwendung von 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-

3-methoxy-4H-chromen-4-on (7r) (600 mg, 1.73 mmol, 1.00 Äq.), Silbercarbonat (953 mg, 

3.46 mmol, 2.00 Äq.), Selectfluor® (709 mg, 1.90 mmol, 1.10 Äq., 95.0 %), 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (52.8 mg, 0.08 mmol, 0.05 Äq.), 

Trifluoressigsäureanhydrid (26.2 ml, 188 mmol, 109 Äq.) und Trifluoressigsäure (397 μL, 

5.18 mmol, 3.00 Äq.). 2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3-methoxy-4H-chromen-4-on 

(1r) wurde als gelber Feststoff (40 mg, 0.11 mmol, 6 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.72 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   168 °C. 
1H-NMR (600 MHz, CDCl3)  G 3.92 (s, 3 H), 6.82 (dt, J = 8.2, 0.9 Hz, 1 H), 6.95 (dd, 

J = 8.5, 0.9 Hz, 1 H), 6.99 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.55 (t, 

J = 8.3 Hz, 1 H), 7.62 (dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 1 H), 

7.72 - 7.76 (m, 1 H), 12.18 (s, 1 H). 
13C-NMR (125 MHz, CDCl3) G 62.1, 107.3, 111.1, 111.2, 113.5, 119.4, 121.7, 129.5, 

135.8, 136.4, 138.5, 151.7, 155.4, 156.0, 160.8, 178.8. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.83 min, 97.3 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C16H11BrO5: 362.9863, gef.: 362.9867.  
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9.6.1.6. Darstellung der 5-substituierten 2-Phenyl-4H-chromen-4-one 9a-9f 

1,3-Dioxoisoindolin-2-yltosylat (8)  

 
C15H11NO5S 

[317.04] 

In einem ausgeheizten 250 mL SCHLENK-Kolben wurden unter Stickstoffatmosphäre 

N-Hydroxyphthalimid (3.26 g, 20.0 mmol, 1.00 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (6.97 mL, 

40.0 mmol, 2.00 Äq.) in 90 mL 1,4-Dioxan gelöst und unter Stickstoffgegenstrom 

portionsweise p-Toluolsulfonsäurechlorid (4.19 g, 22.0 mmol, 1.10 Äq.) zugegeben. Die 

Reaktion wurde bei Raumtemperatur 1 h lang gerührt und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 

v/v) isoliert und 1,3-Dioxoisoindolin-2-yltosylat (9) als farbloser Feststoff (1.94 g, 6.10 mmol, 

61 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von 

TERENT'EV et al. überein.505  

 

Analytische Daten 

Rf     0.56 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   161 °C (Lit. 161-162 °C).505 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 2.46 (s, 3 H), 7.48 – 7.57 (m, 2 H), 7.87 – 7.97 (m, 6 H). 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6) G 21.3, 124.1, 128.3, 129.3, 129.9, 130.4, 135.5, 147.2, 

161.5. 

HPLC (Methode A, 254 nm) tR: 13.94 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)isoindolin-1,3-
dion (9a) 

 
C26H18BrNO8 

[551.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von RAGHUVANSHI et al.356 In einem 

ausgeheizten sekurierten 25 mL SCHLENK-Kolben wurden unter Stickstoffatmosphäre 2-(3-

Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7b) (204 mg, 0.50 mmol, 

1.00 Äq.), 1,3-Dioxoisoindolin-2-yltosylat (9) (190 mg, 0.60 mmol, 1.20 Äq.), 

Dichlor(p-cymol)ruthenium(II)-Dimer (30.6 mg, 0.05 mmol, 0.10 Äq.), Kupfer(II)acetat•H2O 

(99.8 mg, 0.50 mmol, 1.00 Äq.) und Silberhexafluoroantimonat (51.5 mg, 0.15 mmol, 0.30 Äq.) 

in 2.0 mL trockenem 1,4-Dioxan suspendiert und bei 100 °C 24 h lang gerührt. Nach Abkühlen 

des Ansatzes wurde mit 20 mL Dichlormethan verdünnt und über wenig Kieselgel filtriert. Das 

Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt 

säulenchromatographisch (n-Hexan/Ethylacetat 6/4 v/v) gereinigt. 2-(2-(3-Brom-2-

hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)isoindolin-1,3-dion (9a) wurde als 

gelber Feststoff (6 mg, 0.01 mmol, 2 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.70 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 3.75 (s, 3 H), 4.00 (s, 3 H), 4.02 (s, 3 H), 6.99 (s, 1 H), 

7.00 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.71 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 

7.74 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H), 7.81 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 

2 H), 7.99 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2 H), 8.07 (s, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.26 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)-4-
methylbenzolsulfonamid (9b) 

 
C25H22BrNO8S 

[575.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von CHOI et al.357 In einem 

ausgeheizten sekurierten 20 mL SCHLENK-Kolben wurden unter Stickstoffatmosphäre 2-(3-

Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7b) (204 mg, 0.50 mmol, 

1.00 Äq.), p-Toluolsulfonsäureazid (118 mg, 0.60 mmol, 1.20 Äq.), Bis(acetato-

κO)[(1,2,3,4,5,6-η)-1-methyl-4-(1-methylethyl)benzol]ruthenium (17.5 mg, 0.05 mmol, 

0.10 Äq.) und Silberhexafluoroantimonat (34.4 mg, 0.1 mmol, 0.20 Äq.) in 3.5 mL trockenem 

2,2,2-Trifluorethanol suspendiert und bei 80 °C 16 h lang gerührt. Nach Abkühlen des 

Ansatzes wurde mit 20 mL Ethylacetat verdünnt und über wenig Kieselgel filtriert. Das 

Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt 

säulenchromatographisch (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v) gereinigt. N-(2-(3-Brom-2-

hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)-4-methylbenzolsulfonamid (9b) 

wurde als gelber Feststoff (110 mg, 0.19 mmol, 38 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.42 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   215 °C. 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  G 2.40 (s, 3 H), 3.85 (s, 3 H), 3.89 (s, 3 H), 3.99 (s, 3 H), 

7.00 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.27 (d, J = 7.9 Hz, 2 H), 7.32 (s, 

1 H), 7.67 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.76 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 

7.83 (d, J = 8.0 Hz, 2 H), 8.00 (s, 1 H), 12.12 (s, 1 H). 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3) G 21.7, 56.7, 61.8, 62.2, 98.3, 106.5, 113.7, 119.3, 121.9, 

127.5, 129.4, 129.9, 132.0, 136.53, 136.55, 136.6, 138.7, 

144.3, 150.3, 151.9, 154.0, 157.5, 176.6. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 16.57 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C25H22BrNO8S: 576.0322, gef.: 576.0320.
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5-Amino-2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (9c) 

 
C18H16BrNO6 

[421.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von BHANUCHANDRA et al.506 In 

einem 50 mL Rundkolben wurde 22 mL konzentrierte Schwefelsäure vorgelegt und mit einem 

Eisbad auf 0 °C abgekühlt. N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-

chromen-5-yl)-4-methylbenzolsulfonamid (9b) (150 mg, 0.26 mmol, 1.00 Äq.) wurde 

hinzugegeben und die resultierende Suspension 20 min lang gerührt. Anschließend wurde die 

Lösung vorsichtig mit 50 mL gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung verdünnt 

und zusammen mit 100 mL Ethylacetat in einen Scheidetrichter überführt. Es wurde weitere 

gesättigte wässrige Natriumhydrogencarbonat-Lösung zugegeben, bis sich ein pH-Wert von 7 

eingestellt hatte. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wässrige Phase mit 

Ethylacetat (2 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. Der Rückstand wurde mit 5 mL n-Hexan versetzt und für 10 min im Ultraschallbad 

behandelt. Das Präzipitat wurde abfiltriert und mit 20 mL n-Hexan gewaschen. 5-Amino-2-(3-

Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (9c) wurde als gelber Feststoff 

(95 mg, 0.23 mmol, 87 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.21 (n-Hexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   86 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 3.80 (s, 3 H), 3.87 (s, 3 H), 3.90 (s, 3 H), 6.02 (s, 1 H), 

6.42 (s, 2 H), 6.98 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.69 - 7.77 (m, 

2 H), 8.39 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 56.0, 61.6, 62.1, 93.0, 104.0, 113.5, 119.8, 121.5, 

127.0, 129.1, 136.0, 138.5, 147.0, 150.6, 151.7, 152.3, 

158.1, 176.0. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.88 min, 98.1 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H17BrNO6: 422.0234, gef.: 422.0234.  
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N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)acetamid (9d)  

 
C20H18BrNO7 

[463.03] 

In einem ausgeheizten sekurierten 20 mL SCHLENK-Kolben wurde 5-Amino-2-(3-Brom-2-

hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (9c) (38.8 mg, 0.09 mmol, 1.00 Äq.) in 

1.0 mL trockenem Dichlormethan gelöst, Acetylchlorid (66.8 μL, 0.92 mmol, 10.0 Äq.) 

tropfenweise zugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Das 

Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand in 2 mL 

Tetrahydrofuran und 1 mL entmineralisiertem Wasser aufgenommen. Der Suspension wurde 

Lithiumhydroxid (22.0 mg, 0.92 mmol, 10.0 Äq.) zugegeben und bei Raumtemperatur 3 h lang 

gerührt. Anschließend wurde mit 10 mL entmineralisiertem Wasser verdünnt und mit 1 M 

wässriger Kaliumhydrogensulfat-Lösung auf einen pH-Wert von 2 eingestellt. Die wässrige 

Phase wurde mit Diethylether (3 x 15 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen 

mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (1 x 20 mL) gewaschen. Die organische 

Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-

chromen-5-yl)acetamid (9d) wurde als gelber Feststoff (30 mg, 0.06 mmol, 70 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.54 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   240 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 2.31 (s, 3 H), 3.90 (s, 3 H), 3.91 (s, 3 H), 4.03 (s, 4 H), 

7.03 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.76 (ddd, J = 11.3, 7.9, 1.6 Hz, 

2 H), 8.20 (bs, 1 H), 8.54 (s, 1 H), 12.45 (s, 1 H). 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3) G 25.6, 56.5, 61.6, 62.1, 99.7, 106.0, 113.6, 119.2, 121.7, 

129.3, 131.5, 136.4, 137.5, 138.8, 150.1, 151.7, 153.6, 

157.7, 169.9, 176.6. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.29 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C20H19BrNO7: 464.0339, gef.: 464.0339. 
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N-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)-2,2,2-
trifluoracetamid (9e) 

 
 C20H15BrF3NO7 

[517.00] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von NACSA et al.507 In einem ausgeheizten 

sekurierten SCHLENK-Kolben wurde 5-Amino-2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-

4H-chromen-4-on (9c) (40.5 mg, 0.10 mmol, 1.00 Äq.) in 1.0 mL trockenem Tetrahydrofuran 

gelöst und mittels Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Trifluoressigsäureanhydrid (267 μL, 1.92 mmol, 

20.0 Äq.) wurde tropfenweise über 30 Minuten zugegeben und das Eisbad entfernt. Der 

Ansatz wurde 2 h lang bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem 

Druck entfernt und der Rückstand in 5 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase 

wurde mit gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung (3 x 5 mL) und gesättigter 

wässriger Natriumchlorid-Lösung (1 x 5 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel im Hochvakuum entfernt. Der Rückstand wurde in 

2.5 mL Ethylacetat aufgenommen und mit 2 mL gesättigter wässriger 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung für 4 h kräftig gerührt. Die organische Phase wurde 

abgetrennt und mit entmineralisiertem Wasser (2 x 5 mL) und gesättigter wässriger 

Natriumchlorid-Lösung (2 x 5 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel im Hochvakuum entfernt. N-(2-(3-Brom-

2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)-2,2,2-trifluoracetamid (9e) wurde 

als gelber Feststoff (36 mg, 0.07 mmol, 72 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.33 (n-Hexan/Ethylacetat 4/1 v/v). 

Schmelzpunkt   212 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 3.91 (s, 3 H), 3.92 (s, 3 H), 4.04 (s, 3 H), 7.02 (t, 

J = 7.9 Hz, 1 H), 7.70 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1 H), 7.77 (dd, 

J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H), 7.94 (s, 1 H), 8.43 (s, 1 H), 13.73 (s, 

1 H). 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3) G 56.7, 61.7, 62.2, 101.2, 106.8, 113.6, 115.6 (q, 

1JC,F = 288.3 Hz), 118.9, 121.8, 129.4, 133.4, 134.5, 
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136.5, 139.0, 150.1, 151.7, 154.4, 155.9 (q, 
2JC,F = 38.1 Hz), 157.4, 176.8. 

19F-NMR (376 MHz, CDCl3) G -76.19. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 16.70 min, ≥ 99 % Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z   ber. für C20H1BrF3NO7: 518.0057, gef.: 518.0056.  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

428 

Methyl-3-(2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)acrylat 
(9f) 

 
C22H19BrO8 

[490.03] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von CHOI et al.357 In einem 

ausgeheizten sekurierten 20 mL SCHLENK-Kolben wurden unter Stickstoffatmosphäre 2-(3-

Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (7b) (40.7 mg, 0.10 mmol, 

1.00 Äq.), Bis(acetato-κO)[(1,2,3,4,5,6-η)-1-methyl-4-(1-methylethyl)benzol]ruthenium 

(3.45 mg, 0.01 mmol, 0.10 Äq.), Silberhexafluorantimonat (6.87 mg, 0.02 mmol, 0.20 Äq.) und 

Kupfer(II)acetat (37.1 mg, 0.20 mmol, 2.00 Äq.) in 0.7 mL trockenem 2,2,2-Trifluorethanol 

suspendiert. Methylacrylat (27.3 μL, 0.30 mmol, 3.00 Äq.) wurde tropfenweise hinzugegeben 

und der Ansatz anschließend bei 80 °C 24 h lang gerührt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur 

wurde das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt 

säulenchromatographisch (n-Hexan/Ethylacetat 4/1 v/v) gereinigt. Methyl-3-(2-(3-Brom-2-

hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4-oxo-4H-chromen-5-yl)acrylat (9f) wurde als gelber 

Feststoff (33 mg, 0.07 mmol, 67 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.65 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   217 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 4.02 (s, 3 H), 4.08 (s, 3 H), 4.14 (s, 3 H), 4.20 (s, 3 H), 

6.44 (d, J = 15.9 Hz, 1 H), 7.17 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.43 

(s, 1 H), 7.91 (ddd, J = 7.9, 6.2, 1.6 Hz, 2 H), 8.43 (s, 1 H), 

9.18 (d, J = 15.9 Hz, 1 H). 
13C-NMR (151 MHz, CDCl3)  G 51.9, 56.6, 61.7, 64.8, 109.4, 113.7, 116.3, 119.5, 

121.1, 121.7, 129.2, 132.4, 136.3, 138.1, 139.9, 144.4, 

150.9, 151.8, 153.0, 155.6, 166.8, 174.6. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.95 min, 95.3 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C22H20BrNO8: 491.0336, gef.: 491.0335.  
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9.6.2. Darstellung von (((2-(Hydroxy(3-phenylpropyl)amino)-2-oxoethyl)thio)-
(phenyl)methyl)phosphonsäure (20) 

2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsäure (13)  

 
C13H19O5PS 

[318.07] 

In einem 100 mL Rundkolben wurde Diethylbenzylphosphonat (5.71 mg, 25.0 mmol, 1.00 Äq.) 

in 50 mL trockenem Tetrahydrofuran unter Stickstoffatmosphäre gelöst und auf -78 °C 

abgekühlt. Die Lösung wurde tropfenweise mit 1.6 M n-Butyllithium-Lösung in n-Hexan 

(17.2 mL, 27.5 mmol, 1.10 Äq.) versetzt und bei -78 °C 5 min lang gerührt. Anschließend 

wurde unter Stickstoffgegenstrom gepulverter elementarer Schwefel S8 (802 mg, 3.13 mmol, 

0.125 Äq.) zugegeben. Die Suspension wurde über einen Zeitraum von 2 h auf 0 °C erwärmt. 

Wasserfreies Kaliumcarbonat (3.46 g, 25.0 mmol, 1.00 Äq.) wurde zugegeben, 

Trimethylsilylbromoacetat (6.70 mL, 39.9 mmol, 1.60 Äq.) zugetropft und bei 0 °C 15 min lang 

gerührt. Die Reaktion wurde mit 50 mL Wasser und 5 mL gesättigter wässriger 

Natriumcarbonat-Lösung versetzt und die organische Phase separiert. Die wässrige Phase 

wurde mit Dichlormethan (2 x 50 mL) gewaschen. Anschließend wurde die wässrige Phase 

mit 1 M Salzsäure auf einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit Dichlormethan (3 x 50 mL) 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 2-

(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl) methyl)thio)essigsäure (13) wurde als farbloses Öl (4.57 g, 

14.4 mmol, 57 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.43 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.13 (td, J = 7.0, 0.7 Hz, 3 H), 1.32 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 

3 H), 3.08 (d, J = 15.2 Hz, 1 H), 3.32 (dd, J = 15.2, 

2.8 Hz, 1 H), 3.77 – 4.28 (m, 4 H), 4.53 (d, J = 20.5 Hz, 

1H), 7.26 – 7.52 (m, 5 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.5 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 33.8 (d, 

3JC,P = 7.3 Hz), 46.0 (d, 1JC,P = 146.3 Hz), 64.8 (d, 
2JC,P = 7.3 Hz), 64.9 (d, 3JC,P = 6.7 Hz), 129.3 (d, 
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J* = 2.7 Hz), 129.6 (d, J1 = 2.1 Hz), 130.8 (d, J* = 6.4 Hz), 

135.8 (d, 3JC,P = 5.1 Hz), 173.0. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 22.11. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 9.15 min, 95.8 % Reinheit.  

 
1 Die Kohlenstoffkerne und somit auch die Kopplungskonstanten konnten trotz Durchführung von HSQC, HMBC, 

COSY und NOESY-Experimenten nicht zugeordnet werden.  
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tert-Butyl-(benzyloxy)carbamat (15)  

 
C12H17NO3 

[223.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von PFLIEGER et al.508 In einem 100 mL 

Rundkolben wurde O-Benzylhydroxylamin (5.85, 47.5 mmol, 1.00 Äq.) in 50 mL Ethanol gelöst 

und Triethylamin (7.29 mL, 52.3 mmol, 1.10 Äq.) tropfenweise hinzugegeben. Di-tert-

Butyldicarbonat (11.4 g, 52.3 mmol, 1.10 Äq.) wurde portionsweise hinzugefügt und die 

Reaktion bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem 

Druck entfernt, das Rohprodukt mittels Flash-Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 

10/1 v/v) gereinigt und tert-Butyl-(benzyloxy)carbamat (15) als farbloser Feststoff (10.0 g, 

44.8 mmol, 94 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation 

von PFLIEGER et al. überein.508 

 

Analytische Daten 

Rf     0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt   46 °C (Lit. 45-47°C)509 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.48 (s, 9 H), 4.86 (s, 2 H), 7.07 (s, 1 H), 7.30 – 7.46 (m, 

5 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.28 min, 99.0 % Reinheit. 
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tert-Butyl-(benzyloxy)(3-phenylpropyl)carbamat (16)  

 
C21H27NO3 

[341.20] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von ABDULLAZIZ et al.234 In einem 100 mL 

Rundkolben wurde tert-Butyl-(benzyloxy)carbamat (15) (6.60 g, 29.6 mmol, 1.00 Äq.) unter 

Stickstoffatmosphäre in 40 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran gelöst, mittels Eisbad auf 0 °C 

gekühlt und mit Natriumhydrid (60 % Dispersion in Mineralöl, 1.18 g, 29.6 mmol, 1.00 Äq.) 

versetzt. Nachdem die Gasbildung beendet war, wurde 1-Brom-3-Phenylpropan (4.49 mL, 

29.6 mmol, 1.00 Äq.) tropfenweise zugegeben und bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Die 

organische Phase wurde mit Wasser (3 x 50 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 

wurde mittels Flash-Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 20/1 v/v) gereinigt und tert-

Butyl-(benzyloxy)(3-phenylpropyl)carbamat (16) als farbloses Öl (8.31 g, 24.3 mmol, 82 %) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.58 (Cyclohexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.53 (s, 9 H), 1.97 (tt, J = 9.3, 6.8 Hz, 2 H), 2.60 – 2.72 

(m, 2 H), 3.43 – 3.52 (m, 2 H), 4.86 (s, 2 H), 7.16 – 7.48 

(m, 10 H). 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 20.99 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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O-Benzyl-N-(3-phenylpropyl)hydroxylamin•HCl (17) 

 
C16H20ClNO 

[277.13] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von ABDULLAZIZ et al.234 In einem 250 mL 

Rundkolben wurde tert-Butyl-(benzyloxy)(3-phenylpropyl)carbamat (16) (8.37 g, 24.5 mmol, 

1.00 Äq.) in 50 mL Diethylether gelöst und 4 M Salzsäure in Dioxan (73.5 mL, 245 mmol, 

10.0 Äq.) zugegeben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Das 

Präzipitat wurde abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. O-Benzyl-N-(3-

phenylpropyl)hydroxylamin•HCl (17) wurde als farbloser Feststoff (5.80 g, 24.0 mmol, 99 %) 

erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v + 0.1 % Et3N). 

Schmelzpunkt   130°C.  
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.89 – 2.05 (m, 2 H), 2.69 (t, J = 7.7 Hz, 2 H), 

3.15 – 3.26 (m, 2 H), 5.14 (s, 2 H), 7.15 – 7.26 (m, 3 H), 

7.26 – 7.37 (m, 2 H), 7.37 – 7.48 (m, 5 H), 12.27 (s, 2 H). 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 10.19 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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tert-Butyl ((tert-butoxycarbonyl)oxy)carbamat (15a) 

 
C10H19NO5 

[233.13] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von STASZAK und DOECKE.510 In einem 500 mL 

Rundkolben wurden Di-tert-butyldicarbonat (7.95 g, 34.6 mmol, 2.00 Äq.) und Triethylamin 

(5.00 mL, 36.3 mmol, 2.10 Äq.) in 120 mL Cyclohexan/Methyl-tert-butylether (5:1 v/v) gelöst 

und mittels Eisbad auf 0 °C gekühlt. Hydroxylamin•HCl (1.20 g, 17.3 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 

120 mL entmineralisiertem Wasser gelöst und auf 0 °C abkühlt. Zu dieser Lösung wurde die 

Di-tert-butyldicarbonat-Lösung über 45 Minuten zugetropft und bei 0 °C weitere 6 h lang stark 

gerührt. Die organische Phase wurde abgetrennt und mit gesättigter wässriger 

Ammoniumchlorid-Lösung (2 x 50 mL) und gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung 

(1 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 

wurde in 30 mL kaltem Petrolether im Ultraschallbad für 10 min suspendiert, der Feststoff 

abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. tert-Butyl ((tert-butoxycarbonyl)oxy)carbamat (15a) 

wurde als farbloser Feststoff (3.19 g, 13.7 mmol, 79 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten 

stimmen mit denen der Publikation von STASZAK und DOECKE überein.510  

 

Analytische Daten 

Rf     0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   67 °C (Lit. 67-68 °C). 510 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.41 (s, 9 H), 1.45 (s, 9 H), 10.68 (bs, 1 H).  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

435 

N-(3-Phenylpropyl)hydroxylamin (17a)  

  
C9H13NO 

[151.10] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von ABDULLAZIZ et al.234 In einem 

50 mL Rundkolben wurde tert-Butyl ((tert-butoxycarbonyl)oxy)carbamat (15a) (3.20 g, 

13.7 mmol, 1.00 Äq.) in 10 mL trockenem N,N-Dimethylformamid unter Stickstoffatmosphäre 

gelöst, im Eisbad auf 0 °C abgekühlt und mit Natriumhydrid (548 mg, 13.7 mmol, 1.00 Äq.) 

versetzt. Der Ansatz wurde bei 0 °C 15 min lang gerührt. Anschließend wurde 1-Brom-

Phenylpropan (2.08 mL, 13.7 mmol, 1.00 Äq.) tropfenweise hinzugegeben und 16 h lang bei 

Raumtemperatur gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der 

Rückstand in 10 mL Tetrahydrofuran aufgenommen. Die Lösung wurde im Eisbad auf 0 °C 

gekühlt und tropfenweise mit 4 M Salzsäure in 1,4-Dioxan (17.1 mL, 68.5 mmol, 5.00 Äq) 

versetzt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Säulenchromatographie (Cyclohexan → 

Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v) isoliert und N-(3-Phenylpropyl)hydroxylamin (17a) als 

farbloser Feststoff (1.30 g, 8.60 mmol, 63 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen 

mit denen der Publikation von SHIINO et al. überein.511 

 

Analytische Daten 

Rf     0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   38-39 °C (Lit. 42-43 °C).511 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.91 (dtd, J = 9.2, 7.6, 6.4 Hz, 2 H), 2.70 (dd, J = 8.5, 

6.9 Hz, 2 H), 2.94 – 3.05 (m, 2 H), 5.60 (s, 2 H), 

7.15 – 7.37 (m, 5 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 28.7, 33.4, 53.4, 126.0, 128.5, 128.5, 141.9. 
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Diethyl (((2-((benzyloxy)(3-phenylpropyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phos 
phonat (18) 

 
C29H36NO5PS 

[541.21] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von 2-(((Diethoxyphosphoryl) 

(phenyl)methyl)thio)essigsäure (13) (315 mg, 0.99 mmol, 1.00 Äq.), O-Benzyl-N-(3-phenyl 

propyl)hydroxylamin•HCl (300 mg, 1.09 mmol, 1.10 Äq.) und 1,1’-Carbonyldiimidazol (241 mg, 

1.48 mmol, 1.50 Äq.) in 4 mL Tetrahydrofuran. Diethyl (((2-((benzyloxy)(3-phenylpropyl) 

amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phosphonat (18) wurde als farbloses Öl (450 mg, 

0.83 mmol, 84 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.29 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.11 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.92 

(p, J = 7.3 Hz, 2 H), 2.55 – 2.66 (m, 2 H), 3.16 (d, 

J = 14.5 Hz, 1 H), 3.45 (dd, J = 14.5, 2.6 Hz, 1 H), 3.69 

(s, 2 H), 3.72 – 4.04 (m, 2 H), 4.04 – 4.20 (m, 2 H), 4.53 

(d, J = 20.7 Hz, 1 H), 4.74 – 4.86 (m, 2 H), 7.12 – 7.50 

(m, 15 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.5 (d, 3JC,P = 5.7 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.7 Hz), 29.5, 

32.8, 33.9 (d, 3JC,P = 2.8 Hz), 45.8, 46. (d, 
1JC,P = 147.1 Hz), 64.8 (d, 2JC,P = 7.1 Hz), 64.9 (d, 
2JC,P = 7.0 Hz), 77.3, 127.0, 129.2, 129.43, 129.44, 129.5, 

129.6, 129.8, 130.1, 130.7 (d, 2JC,P = 3.6 Hz), 130.8, 

142.7, 172.1. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 22.14. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 16.84 min, 95.5 % Reinheit.  
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Diethyl (((2-(hydroxy(3-phenylpropyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phos-
phonat (19) 

 
C22H30NO5PS 

[451.16] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von 

2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsäure (13) (796 mg, 2.50 mmol, 1.00 Äq.), 

N-(3-Phenylpropyl)hydroxylamin (378 mg, 2.50 mmol, 1.00 Äq.) und 1,1’-Carbonyldiimidazol 

(608 mg, 3.75 mmol, 1.50 Äq.) in 5 mL Tetrahydrofuran. Diethyl (((2-(hydroxy(3-

phenylpropyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phosphonat (19) wurde als farbloses Öl 

(550 mg, 1.22 mmol, 49 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.51 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.99 

(q, J = 7.5 Hz, 2 H), 2.66 (t, J = 7.9 Hz, 2 H), 3.31 (d, 

J = 14.0 Hz, 1 H), 3.69 (hept, J = 6.9 Hz, 2 H), 3.80 (dd, 

J = 14.0, 2.1 Hz, 1 H), 3.93 – 4.05 (m, 2 H), 4.06 – 4.13 

(m, 2 H), 4.26 (d, J = 17.9 Hz, 1 H) 7.17 (t, J = 7.2 Hz, 

1 H), 7.19 – 7.22 (m, 2 H), 7.25 – 7.28 (m, 3 H), 7.32 (t, 

J = 7.4 Hz, 2 H), 7.40 (dd, J = 7.2, 1.8 Hz, 2 H), 9.40 (s, 

1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3)  G 16.4 (t, 3JC,P = 4.5 Hz), 28.5, 32.3 (d, 3JC,P = 2.4 Hz), 

33.1, 44.3, 46.2, 47.9, 63.8 (d, 2JC,P = 7.9 Hz), 64.5 (d, 
2JC,P = 8.2 Hz), 126.0, 128.2, 128.5, 128.5, 128.7 (d, 

J2 = 1.8 Hz), 129.4 (d, J* = 6.8 Hz), 134.8 (d, 
2JC,P = 4.2 Hz), 141.8, 169.7. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.74. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 12.87 min, 96.8 % Reinheit.  

 
2 Die Kohlenstoffkerne und somit auch die Kopplungskonstanten konnten trotz Durchführung von HSQC, HMBC, 

COSY und NOESY-Experimenten nicht zugeordnet werden. 
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(((2-(Hydroxy(3-phenylpropyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phosphonsäure 
(20)  

 
C18H22NO5PS 

[395.10] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 11 aus Diethyl (((2-(hydroxy(3-phenylpropyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phosphonat (19) (160 mg, 0.35 mmol, 1.00 Äq.) und 

Trimethylsilylbromid (482 μL, 3.54 mmol, 10.0 Äq.) in 3 mL trockenem Dichlormethan. Das 

Rohprodukt wurde mit der Aufreinigungsmethode I gereinigt und (((2-(Hydroxy(3-

phenylpropyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl)phosphonsäure (20) als farbloser 

Feststoff (60 mg, 0.15 mmol, 43 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Schmelzpunkt 138 °C. 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 1.75 – 1.82 (m, 2 H), 2.53 (dd, J = 8.7, 6.8 Hz, 2 H), 

3.28 (s, 1 H), 3.43 – 3.55 (m, 3 H), 4.21 – 4.29 (m, 1 H), 

7.14 – 7.24 (m, 4 H), 7.28 (dt, J = 12.0, 7.5 Hz, 4 H), 7.39 

(dt, J = 8.1, 1.6 Hz, 2 H), 9.86 (s, 1 H). 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6) G 26.3, 32.2, 32.3 (d, 3JC,P = 6.6 Hz), 45.8 (d, 

1JC,P = 139.2 Hz), 47.0, 125.7, 126.8, 127.9, 128.3, 128.3, 

129.3 (d, J* C,P = 6.0 Hz), 137.5 (d, J3
C,P = 3.9 Hz), 141.6, 

168.9.  
31P-NMR (243 MHz, DMSO-d6) G 17.34. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 9.69 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C18H23NO5PS: 396.1029, gef.: 396.1030. 

  

 
3 Die Kohlenstoffkerne und somit auch die Kopplungskonstanten konnten trotz Durchführung von HSQC, HMBC, 

COSY und NOESY-Experimenten nicht zugeordnet werden. 
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9.6.3. Darstellung der α-(Alkoxyphenyl)-β-thia-isosteren Fosmidomycin Analoga 

9.6.3.1. Darstellung der Alkoxybenzaldehyde 21d-g 

3-(Hexyloxy)benzaldehyd (21d)  

 
C13H18O2 

[206.13] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 6 unter Verwendung von 3-Hydroxybenzaldehyd 

(6.23 g, 51.0 mmol, 1.00 Äq.), 1-Bromhexan (7.16 mL, 51.0 mmol, 1.00 Äq.) und 

Kaliumcarbonat (14.1 g, 102 mmol, 2.00 Äq.) in 104 mL Acetonitril. 3-(Hexyloxy)benzaldehyd 

(21d) wurde als farbloses Öl (9.10 g, 44.1 mmol, 87 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.58 (Cyclohexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 0.83 – 0.98 (m, 3 H), 1.29 – 1.37 (m, 4 H), 1.36 – 1.52 

(m, 2 H), 1.71 – 1.86 (m, 2 H), 3.99 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 

7.11 – 7.19 (m, 1 H), 7.35 – 7.38 (m, 1 H), 7.40 – 7.45 (m, 

2 H), 9.95 (s, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 18.14 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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4-(Hexyloxy)benzaldehyd (21e)  

 
C13H18O2 

[206.13] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 6 unter Verwendung von 4-Hydroxybenzaldehyd 

(6.23 g, 51.0 mmol, 1.00 Äq.), 1-Bromhexan (7.16 mL, 51.0 mmol, 1.00 Äq.) und 

Kaliumcarbonat (14.1 g, 102 mmol, 2.00 Äq.) in 104 mL Acetonitril. 4-(Hexyloxy)benzaldehyd 

(21e) wurde als farbloses Öl (10.3 g, 49.9 mmol, 98 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.83 (td, J = 6.1, 2.8 Hz, 3 H), 1.27 (dq, J = 7.0, 3.4 Hz, 

4 H), 1.34 – 1.47 (m, 2 H), 1.66 – 1.81 (m, 2 H), 3.96 (t, 

J = 6.6 Hz, 2 H), 6.86 – 6.96 (m, 2 H), 7.69 – 7.81 (m, 

2 H), 9.80 (s, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 17.50 min, 98.0 % Reinheit.  
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3-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)benzaldehyd (21f)  

 
C21H21NO4 

[351.15] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 6 unter Verwendung von 3-Hydroxybenzaldehyd 

(9.77 g, 80.0 mmol, 1.00 Äq.), N-(6-Bromhexyl)phthalimid (24.8 g, 80.0 mmol, 1.00 Äq.) und 

Kaliumcarbonat (22.1 g, 160 mmol, 2.00 Äq.) in 160 mL Acetonitril. 3-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-

2-yl)hexyl)oxy)benzaldehyd (21f) wurde als farbloser Feststoff (23.8 g, 67.6 mmol, 84 %) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.33 (Cyclohexan/Ethylacetat 5/1 v/v). 

Schmelzpunkt   75 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.36 – 1.90 (m, 7 H), 3.72 (t, J = 7.2 Hz, 2 H), 4.02 (t, 

J = 6.4 Hz, 2 H), 7.11 – 7.23 (m, 1 H), 7.34 – 7.40 (m, 

1 H), 7.42 – 7.48 (m, 2 H), 7.72 (dd, J = 5,5, 3.0 Hz, 2 H), 

7.86 (dd, J = 5,4, 3.1 Hz, 2 H), 9.98 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 25.6, 26.6, 28.5, 29.0, 37.9, 68.1, 112.9, 121.9, 123.19, 

123.2n, 130.0, 132.2, 133.9, 137.8, 159.6, 168.5, 192.2. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.90 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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4-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)benzaldehyd (21g)  

 
C21H21NO4 

[351.15] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 6 unter Verwendung von 4-Hydroxybenzaldehyd 

(2.68 g, 21.9 mmol, 1.00 Äq.), N-(6-Bromhexyl)phthalimid (6.80 g, 21.9 mmol, 1.00 Äq.) und 

Kaliumcarbonat (6.06 g, 43.8 mmol, 2.00 Äq.) in 120 mL Acetonitril. 4-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-

2-yl)hexyl)oxy)benzaldehyd (21g) wurde als farbloser Feststoff (6.93 g, 19.7 mmol, 90 %) 

erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.25 (Cyclohexan/Ethylacetat 5/1 v/v). 

Schmelzpunkt 85 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.38 – 1.61 (m, 4 H), 1.73 (q, J = 7.3 Hz, 2 H), 1.82 (dt, 

J = 8.1, 6.4 Hz, 2 H), 3.72 (t, J = 7.2 Hz, 2 H), 4.05 (t, 

J = 6.4 Hz, 2 H), 6.97 – 7.01 (m, 2 H), 7.73 (dd, J = 5.5, 

3.1 Hz, 2 H), 7.79 – 7.90 (m, 4 H), 9.89 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 25.6, 26.5, 28.5, 28.9, 37.9, 68.2, 114.7, 123.2, 129.8, 

132.0, 132.1, 133.9, 164.2, 168.5, 190.8. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.65 min, 98.0 % Reinheit.  

  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

443 

9.6.3.2. Darstellung der Diethyl (hydroxy(phenyl)methyl)phosphonate 22a-e 

Diethyl (hydroxy(phenyl)methyl)phosphonat (22a) 

 
C11H17O4P 

[244.23] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 7 unter Verwendung von Benzaldehyd (2.65 g, 

25.0 mmol, 1.00 Äq.), Diethylphosphonat (3.45 g, 25.0 mmol, 1.00 Äq.) und Magnesiumoxid 

(1.01 g, 25.0 mmol, 1.00 Äq.). Das Rohprodukt wurde aus Cyclohexan/Ethanol umkristallisiert. 

Diethyl (hydroxy(phenyl)methyl)phosphonat (22a) wurde als farbloser Feststoff (6.07 g, 

24.9 mmol, 99 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation 

von SARDARIAN et al. überein.425  

 

Analytische Daten 

Rf     0.45 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 

Schmelzpunkt   76 °C (Lit. 75-77 °C).425 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.25 (dt, J = 10.4, 7.1 Hz, 6 H), 4.05 – 3.88 (m, 1 H), 

4.16 – 3.99 (m, 3 H), 5.00 (d, J = 13.1 Hz, 1 H), 

7.25 – 7.42 (m, 3 H), 7.49 (dt, J = 8.1, 2.1 Hz, 2 H). 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 7.90 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22b) 

 
C17H29O5P 

[344.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 7 unter Verwendung von 3-(Hexyloxy)benzaldehyd 

(21d) (9.52 g, 46.2 mmol, 1.00 Äq.), Diethylphosphonat (5.95 mL, 46.2 mmol, 1.00 Äq.) und 

Magnesiumoxid (1.86 g, 46.2 mmol, 1.00 Äq.). Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl)(hydroxy)methyl) 

phosphonat (22b) wurde als farbloser Feststoff (11.1 g, 32.2 mmol, 70 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.51 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 

Schmelzpunkt   56 °C.  
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.85 – 0.98 (m, 3 H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.28 (t, 

J = 7.1 Hz, 3 H), 1.31 – 1.39 (m, 4 H), 1.39 – 1.52 (m, 

2 H), 1.69 – 1.85 (m, 2 H), 3.96 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 

3.99 – 4.16 (m, 4 H), 4.47 (dd, J = 8.9, 5.6 Hz, 1 H), 4.99 

(dd, J = 11.1, 5.3 Hz, 1 H), 6.78 – 6.89 (m, 1 H), 

6.96 – 7.03 (m, 1 H), 7.03 - 7.08 (m, 1 H), 7.20 – 7.28 (m, 

1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.3 (d, 3JC,P = 2.5 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 2.7 Hz), 

22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 63.1 (d, 2JC,P = 7.3 Hz), 63.4 (d, 
3JC,P = 7.1 Hz), 70.8 (d, 1JC,P = 158.8 Hz), 113.0 (d, 
3JC,P = 5.7 Hz), 114.5 (d, 5JC,P = 3.1 Hz), 119.3 (d, 
3JC,P = 5.9 Hz), 129.1 (d, 4JC,P = 2.5 Hz), 138.1 (d, 
2JC,P = 1.9 Hz), 159.1 (d, 4JC,P = 2.6 Hz). 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.40. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 14.26 min, 98.1 % Reinheit.  
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Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22c) 

 
C17H29O5P 

[344.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 7 unter Verwendung von 4-(Hexyloxy)benzaldehyd 

(21e) (10.3 g, 49.9 mmol, 1.00 Äq.), Diethylphosphonat (6.43 mL, 49.9 mmol, 1.00 Äq.) und 

Magnesiumoxid (2.01 g, 49.9 mmol, 1.00 Äq.). Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)(hydroxy)methyl) 

phosphonat (22c) wurde als farbloses Öl (16.4 g, 47.5 mmol, 95 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.49 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 0.92 (td, J = 3.3, 6.0 Hz, 3 H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.31 – 1.37 (m, 4 H), 1.38 – 1.55 

(m, 2H), 1.79 (dq, J = 6.6, 8.2 Hz, 2 H), 3.96 (t, 

J = 6.6 Hz, 2 H) 3.87 – 4.17 (m, 4 H), 4.95 (d, 

J = 10.0 Hz, 1 H), 6.84 – 6.95 (m, 2 H), 7.35 – 7.47 (m, 

2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.4 (d, 3JC,P = 3.0 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 3.0 Hz), 

22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 63.0 (d, 2JC,P = 7.4 Hz), 63.2 (d, 
2JC,P = 7.0 Hz), 68.0, 70.4 (d, 1JC,P = 161.0 Hz), 114.3 (d, 
4JC,P = 2.3 Hz), 128.3 (d, 2JC,P = 2.0 Hz), 128.4 (d, 
3JC,P = 6.1 Hz), 159.1 (d, 5JC,P = 2.8 Hz). 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.70. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.34 min, 96.0 % Reinheit.  

EI + MS (70 eV, m/z (%)) 344 ([C17H29O5P]+, 14), 207 ([C13H19O2]+, 100), 205 (35), 

138 ([C4H10O3P]+, 34), 123 (77), 122 ([C7H6O2]+, 11), 121 

(70), 111 (28), 99 (10), 95 (18), 83 (13), 82 (11), 65 (10). 
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Diethyl )phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22d) 

 
C25H32NO7P 

[489.19] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 7 unter Verwendung von 3-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)benzaldehyd (21e) (23.80 g, 67.6 mmol, 1.00 Äq.), Diethylphosphonat (9.33 g, 

67.6 mmol, 1.00 Äq.) und Magnesiumoxid (2.72 g, 67.6 mmol, 1.00 Äq.). Diethyl ((3-((6-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)droxy)methyl)phosphonat (22d) wurde als farbloser 

Feststoff (33.1 g, 67.6 mmol, 99 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.46 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 

Schmelzpunkt   113 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 4 H), 1.28 (t, J = 7.0 Hz, 2 H), 

1.32 – 1.61 (m, 4 H), 1.62 – 1.84 (m, 4 H), 3.67 (t, 

J = 7.1 Hz, 2 H), 3.88 – 4.16 (m, 6 H), 4.85 (s, 1 H), 4.97 

(d, J = 13.0 Hz, 1 H), 6.78 – 6.88 (m, 1 H), 7.02 (dd, 

J = 7,3, 2.3 Hz, 1 H), 7.06 (q, J = 2.2 Hz, 1 H), 7.22 (dt, 

1 H), 7.72 – 7.90 (m, 4 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.8 (t, 3JC,P = 5.3 Hz), 26.8, 27.7, 29.5, 30.2, 38.7, 64.3 

(d, 2JC,P = 7.2 Hz), 64.6 (d, 2JC,P = 7.5 Hz), 68.9, 71.4 (d, 
1JC,P = 165.2 Hz), 114.6 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 115.5 (d, 
5JC,P = 3.1 Hz), 120.8 (d, 3J C,P = 6.2 Hz), 124.1, 130.2 (d, 
4JC,P = 2.5 Hz), 133.4, 135.3, 140.1 (d, 2JC,P = 1.4 Hz), 

160.5 (d, 4J C,P = 2.5 Hz), 169.9. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 22.06. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.20 min, 97.2 % Reinheit.   
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Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 
(22e) 

 
C25H32NO7P 

[489.19] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 7 unter Verwendung von 4-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)benzaldehyd (21g) (6.78 g, 19.6 mmol, 1.00 Äq.), Diethylphosphonat (2.70 g, 

19.6 mmol, 1.00 Äq.) und Magnesiumoxid (788 mg, 19.6 mmol, 1.00 Äq.). Das Rohprodukt 

wurde aus Cyclohexan/Ethanol umkristallisiert. Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22e) wurde als farbloser Feststoff (8.65 g, 

17.7 mmol, 90 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.40 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 

Schmelzpunkt   89 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

1.31 – 1.58 (m, 4 H), 1.62 – 1.83 (m, 4 H), 3.67 (t, 

J = 7.1 Hz, 2 H), 3.88 – 4.19 (m, 6 H), 4.85 (s, 1 H), 4.92 

(d, J = 12.0 Hz, 1 H), 6.83 – 6.93 (m, 2 H), 7.32 – 7.43 

(m, 2 H), 7.72 – 7.89 (m, 4 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.7 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 26.7, 27.6, 29.4, 30.2, 38.7, 64.2 

(d, 2JC,P = 7.4 Hz), 64.5 (d, 2JC,P = 7.3 Hz), 68.9, 71.0 (d, 
2JC,P = 167.3 Hz) 115.2 (d, 4JC,P = 2.3 Hz) 124.1, 129.9 (d, 
3JC,P = 6.2 Hz), 130.3 (d, 2JC,P = 1.6 Hz), 133.3, 135.3, 

160.6 (d, 5JC,P = 2.9 Hz), 169.8. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 22.43. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 12.97 min, 95.8 % Reinheit.   
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9.6.3.3. Darstellung der (Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyltosylate 23a-c 

(Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyltosylat (23a) 

 
C18H23O6PS 

[398.10] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl 

(hydroxy(phenyl)methyl)phosphonat (22a) (7.33 g, 30.0 mmol, 1.00 Äq.), 

p-Toluolsulfonsäurechlorid (6.86 g, 36.0 mmol, 1.20 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (367 mg, 

3.00 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (10.5 mL, 75.0 mmol, 2.50 Äq.) in 135 mL 

Dichlormethan. (Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyltosylat (23a) wurde als farbloser Feststoff 

(8.30 g, 20.8 mmol, 69 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der 

Publikation von KONG et al. überein.493  

 

Analytische Daten 

Rf     0.41 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   64 °C (63-65 °C).493 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.18 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 1.29 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 

3 H), 2.36 (s, 3 H), 3.79 – 4.25 (m, 4 H), 5.67 (d, 

J = 15.7 Hz, 1 H), 7.09 – 7.37 (m, 7 H), 7.53 – 7.63 (m, 

2 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.71 min, 97.1 % Reinheit.  
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(Diethoxyphosphoryl)(3-hexyloxyphenyl)methyltosylat (23b) 

 
C24H35O7PS 

[498.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl) 

(hydroxy)methyl)phosphonat (22b) (5.29 g, 15.4 mmol, 1.00 Äq.), p-Toluolsulfonsäurechlorid 

(3.51 g, 18.4 mmol, 1.20 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (188 mg, 0.10 mmol, 0.10 Äq.) und 

Triethylamin (5.35 mL, 38.4 mmol, 2.50 Äq.) in 69 mL Dichlormethan. (Diethoxyphosphoryl)(3-

hexyloxyphenyl)methyltosylat (23b) wurde als farbloses Öl (5.23 g, 9.95 mmol, 72 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.36 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 0.87 – 0.98 (m, 3 H), 1.19 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 3 H), 

1.21 – 1.54 (m, 9 H), 1.66 – 1.81 (m, 2 H), 2.36 (s, 3 H), 

3.70 – 4.26 (m, 6 H), 6.71 – 6.91 (m, 3 H), 7.05 – 7.18 (m, 

3 H), 7.52 – 7.62 (m, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.2 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 

21.5, 22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 63.6 (d, 2JC,P = 6.7 Hz), 64.2 

(d, 2JC,P = 7.1 Hz), 67.9, 77.5 (d, 1JC,P = 170.3 Hz), 113.6 

(d, 3JC,P = 5.8 Hz), 115.8 (d, 5JC,P = 2.7 Hz), 120.4 (d, 
3JC,P = 6.2 Hz), 128.0, 129.2 (d, 4JC,P = 2.0 Hz), 129.3, 

132.8 (d, 2JC,P = 1.8 Hz), 133.8, 144.7, 158.9 (d, 
4JC,P = 2.2 Hz). 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 14.59. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 19.19 min, 95.6 % Reinheit.   
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(Diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl tosylat 
(23c) 

 
C32H38NO9PS 

[643.20] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl ((3-((6-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22e) (9.00 g, 18.4 mmol, 

1.00 Äq.), p-Toluolsulfonsäurechlorid (7.01 g, 36.8 mmol, 2.00 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin 

(225 mg, 1.84 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (6.41 mL, 46.0 mmol, 2.50 Äq.) in 83 mL 

Dichlormethan. (Diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl-

tosylat (23c) wurde als farbloses Öl (11.4 g, 17.7 mmol, 96 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.28 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 

1.33 – 1.55 (m, 5 H), 1.72 (p, J = 6.7 Hz, 5 H), 2.34 (s, 

3 H), 3.70 (t, J = 7.2 Hz, 2 H), 3.74 – 4.19 (m, 5 H), 5.61 

(d, J = 15.6 Hz, 1 H), 6.73 (dt, J = 6.8, 1.4 Hz, 2 H), 

6.80 – 6.90 (m, 1 H), 7.01 – 7.16 (m, 3 H), 7.52 – 7.59 (m, 

2 H), 7.71 (dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2 H), 7.84 (dd, J = 5.5, 

3.1 Hz, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 16.2 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 5.4 Hz), 25.7, 

26.6, 28.5, 29.0, 37.9, 63.9 (d, 2JC,P = 6.7 Hz), 64.4 (d, 
2JC,P = 7.1 Hz), 67.7, 77.2 (d, 1JC,P = 170.6 Hz), 119.0 (d, 
3JC,P = 5.7 Hz), 120.2, 123.1 (d, 3JC,P = 6.1 Hz), 123.2, 

128.0, 128.8, 129.5, 132.1, 133.4, 134.0, 138.8 (d, 
2JC,P = 2.2 Hz), 145.0, 158.8 (d, 4JC,P = 2.2 Hz), 168.5. 

31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 10.38. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 16.63 min, 98.6 % Reinheit.   
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9.6.3.4. Darstellung der Diethyl (chlor(phenyl)methyl)phosphonate 24a-b 

Diethyl (chlor(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)phosphonat (24a) 

 
C17H28ClO4P 

[362.14] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl ((4-

(hexyloxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (23c) (3.80 g, 11.0 mmol, 1.00 Äq.), 

p-Toluolsulfonsäurechlorid (2.52 g, 13.2 mmol, 1.20 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (315 mg, 

1.10 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (3.84 mL, 27.6 mmol, 2.50 Äq.) in 50 mL 

Dichlormethan. Diethyl (chlor(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)phosphonat (24a) wurde als 

farbloses Öl (1.74 g, 4.80 mmol, 44 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.38 (Cyclohexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.82 – 0.98 (m, 3 H), 1.16 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 

1.24 – 1.39 (m, 6 H), 1.43 (dtd, J = 8.9, 6.8, 4.8 Hz, 2 H), 

1.75 (dq, J = 8.2, 6.6 Hz, 2 H), 3.72 – 4.10 (m, 4 H), 4.18 

(dq, J = 8.3, 7.1 Hz, 2 H), 4.84 (d, J = 13.7 Hz, 1 H), 

6.80 – 6.91 (m, 2 H), 7.37 – 7.49 (m, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 116.3 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 

22.6, 25.7, 29.1, 31.5, 53.4 (d, 1JC,P = 162.5 Hz), 63.8 (d, 
2JC,P = 7.0 Hz), 64.0 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 68.1, 114.5 (d, 
4JC,P = 1.7 Hz), 125.8 (d, 2JC,P = 3.5 Hz), 130.3 (d, 
3JC,P = 6.4 Hz), 159.7 (d, 5JC,P = 2.3 Hz). 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 17.46. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 18.54 min, ≥ 99 % Reinheit.  

EI + MS (70 eV, m/z (%)) 362 ([C17H28ClO4P]+, 19), 327 ([C17H28O4P]+, 15), 227 

(34), 226 ([C11H15O3P]+, 13), 225 ([C13H18ClO]+, 100), 143 

(32), 141 (96), 107 (17), 91 (12).  
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Diethyl (chlor(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)phosphonat 
(24b) 

 
C25H31ClNO6P 

[507.16] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl ((4-((6-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22e) (7.50 g, 15.3 mmol, 

1.00 Äq.), p-Toluolsulfonsäurechlorid (5.84 g, 30.6 mmol, 2.00 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin 

(187 mg, 1.53 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (5.34 mL, 38.3 mmol, 2.50 Äq.) in 69 mL 

Dichlormethan. Diethyl (chlor(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)phos-

phonat (24b) wurde als farbloses Öl (4.88 g, 9.61 mmol, 63 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.43 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.17 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 1.32 (td, J = 7.0. 0.6 Hz, 

3 H), 1.36 – 1.56 (m, 4 H), 1.62 – 1.84 (m, 4 H), 3.68 (t, 

J = 7.2 Hz, 2 H), 3.93 (t, J = 6.5 Hz, 2 H), 3.78 – 4.08 (m, 

2 H), 4.18 (dq, J = 8.4, 6.7 Hz, 2 H), 4.84 (d, J = 13.7 Hz, 

1 H), 6.79 – 6.90 (m, 2 H), 7.36 – 7.48 (m, 2 H), 

7.63 – 7.76 (m, 2 H), 7.76 – 7.89 (m, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 16.3 (d, 3JC,P = 5.3 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 5.1 Hz), 25.6, 

26.6, 28.5, 29.0, 37.9, 53.5 (d, 1JC,P = 163.4 Hz), 63.9 (d, 
2JC,P = 6.9 Hz), 64.0 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 67.8, 114.5, 

123.2, 125.9 (d, 3JC,P = 3.5 Hz), 130.3 (d, 2JC,P = 6.4 Hz), 

132.1, 133.9, 159.6 (d, 5JC,P = 2.2 Hz), 168.5. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 17.46. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.84 min, 97.2 % Reinheit.  

EI + MS (70 eV, m/z (%)) 507 ([C25H31ClNO6P]+, 31), 370 ([C21H21ClNO3]+, 23), 230 

([C14H16NO2]+, 40), 160 (100), 143 (24), 142 (68), 133 

(11), 130 (12), 107 (14).  
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9.6.3.5. Darstellung der Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)acetate 
25a-d 

Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)acetat (25a) 

 
C20H33O6PS 

[432.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 9 unter Verwendung von (Diethoxyphosphoryl)(3-

hexyloxyphenyl)methyl tosylat (23b) (1.50 g, 3.01 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (1.97 g, 

6.02 mmol, 2.00 Äq.) und Methylthioglycolat (538 μL, 6.02 mmol, 2.00 Äq.) in 20 mL 

N,N-Dimethylformamid. Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)ace-

tat (25a) wurde als farbloses Öl (720 mg, 1.66 mmol, 55 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.52 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.85 – 0.92 (m, 3 H), 1.16 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 1.30 

(td, J = 7.1, 0.6 Hz, 3 H), 1.32 (q, J = 6.4 Hz, 4 H), 

1.39 – 1.49 (m, 2 H), 1.69 – 1.81 (m, 2 H), 3.10 (d, 

J = 15.1 Hz, 1 H), 3.35 (dd, J = 15.1, 2.6 Hz, 1 H), 3.66 

(s, 3 H), 3.94 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 3.79 – 4.23 (m, 4 H), 

4.36 (d, J = 19.7 Hz, 1 H), 6.77 – 6.86 (m, 1 H), 

6.95 – 7.07 (m, 2 H), 7.15 – 7.25 (m, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.1, 16.3 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.5 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 

22.7, 25.8, 29.3, 31.7, 32.9 (d, 3JC,P = 7.4 Hz), 45.6 (d, 
1JC,P= 148.2 Hz), 52.5, 63.3 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 63.7 (d, 
2JC,P = 6.8 Hz), 68.1, 114.7, 115.4 (d, 5JC,P = 6.1 Hz), 

121.9 (d, 3JC,P = 6.7 Hz), 129.6 (d, 2JC,P = 1.9 Hz), 135.7 

(d, 2JC,P= 4.9 Hz), 159.4 (d, 4JC,P = 1.9 Hz), 170.5. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.22. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 18.51 min, 96.1 % Reinheit.  
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Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)acetat (25b) 

 
C20H33O6PS 

[432.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 9 unter Verwendung von (Diethoxyphosphoryl)(4-

hexyloxyphenyl)methyltosylat (24a) (1.53 g, 3.07 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat (2.00 g, 

6.14 mmol, 2.00 Äq.) und Methylthioglycolat (549 μL, 6.14 mmol, 2.00 Äq.) in 20 mL 

N,N-Dimethylformamid. Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)ace-

tat (25b) wurde als farbloses Öl (690 mg, 1.65 mmol, 54 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.41 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.84 – 0.95 (m, 3 H), 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

1.26 – 1.37 (m, 6 H), 1.38 – 1.52 (m, 2 H), 1.76 (dq, 

J = 8.2, 6.6 Hz, 2 H), 3.07 (d, J = 15.1 Hz, 1 H), 3.34 (dd, 

J = 15.1, 2.6 Hz, 1 H), 3.67 (s, 3 H), 3.71 – 4.22 (m, 6 H), 

4.29 – 4.42 (m, 1 H), 6.78 – 6.90 (m, 2 H), 7.31 – 7.43 (m, 

2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.3 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 5.7 Hz), 

22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 32.7 (d, 3JC,P = 6.9 Hz), 44.8 (d, 
1JC,P = 148.7 Hz), 52.3, 63.1 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 63.5 (d, 
2JC,P = 6.8 Hz), 114.6 (d, 4JC,P = 2.0 Hz), 125.7 (d, 
2JC,P = 5.1 Hz), 130.7 (d, 3JC,P = 6.5 Hz), 159.0 (d, 
5JC,P = 2.4 Hz), 170.4. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.59. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 16.77 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)meth-
yl)thio)acetat (25c) 

 
C28H36NO8PS 

[577.19] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 9 unter Verwendung von (Diethoxyphosphoryl)(3-((6-

(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyltosylat (23c) (11.2 g, 17.4 mmol, 1.00 Äq.), 

Cäsiumcarbonat (11.4 g, 34.8 mmol, 2.00 Äq.) und Methylthioglycolat (3.11 mL, 34.8 mmol, 

2.00 Äq.) in 116 mL N,N-Dimethylformamid. Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)acetat (25c) wurde als farbloses Öl (5.47 g, 

9.47 mmol, 75 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.17 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.31 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 

1.19 – 1.59 (m, 3 H), 1.63 – 1.85 (m, 5 H), 3.10 (d, 

J = 15.1 Hz, 1 H), 3.35 (dd, J = 15.1, 2.4 Hz, 1 H), 3.64-

3.74 (m, 5 H), 3.79 – 4.22 (m, 6 H), 4.37 (d, J = 20.2 Hz, 

1 H), 6.76 – 6.83 (m, 1 H), 6.97 – 7.06 (m, 2 H), 7.21 (t, 

J = 8.1 Hz, 1 H), 7.71 (dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2 H), 7.84 (dd, 

J = 5.4, 3.1 Hz, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 16.3 (d, 3JC,P = 5.3 Hz), 16.4 (d, 3JC,P =5.8 Hz), 25.7, 

26.6, 28.5, 29.1, 32.8 (d, 3JC,P =7.4 Hz), 37.9, 45.5 (d, 
1JC,P = 145.3 Hz), 52.4, 63.2 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 63.6 (d, 
2JC,P = 7.0 Hz), 67.8, 114.5, 115.3 (d, 3JC,P = 6.1 Hz), 

121.8 (d, 3JC,P = 6.3 Hz), 123.2, 129.5 (d, 4JC,P = 1.3 Hz), 

132.1, 133.9, 135.6 (d, 2JC,P = 4.7 Hz), 159.2 (d, 
4JC,P = 1.5 Hz), 168.4, 170.4. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.21. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 17.47 min, 95.8 % Reinheit. 
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Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)meth-
yl)thio)acetat (25d) 

 
C28H36NO8PS 

[577.19] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 9 unter Verwendung von Diethyl (chlor(4-((6-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)phosphonat (24b) (4.62 g, 9.10 mmol, 1.00 Äq.), 

Cäsiumcarbonat (5.95 g, 18.2 mmol, 2.00 Äq.) und Methylthioglycolat (1.63 mL, 9.10 mmol, 

2.00 Äq.) in 60 mL N,N-Dimethylformamid. Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-((6-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)acetat (25d) wurde als farbloses Öl (1.54 g, 

92.7 mmol, 29 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.13 – 1.48 (m, 8 H), 1.45 – 1.61 (m, 2 H), 1.75 (tt, 

J = 14.8, 6.9 Hz, 5 H), 3.09 (d, J = 15.1 Hz, 1 H), 3.36 (dd, 

J = 15.1, 2.6 Hz, 1 H), 3.69 (s, 3 H), 3.73 (d, J = 7.2 Hz, 

2 H), 3.83 – 4.24 (m, 6 H), 4.32 – 4.45 (m, 1 H), 

6.80 – 6.91 (m, 2 H), 7.33 – 7.43 (m, 2 H), 7.67 – 7.80 (m, 

2 H), 7.86 (dd, J = 5.5, 3.0 Hz, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 16.3, 25.7, 26.6, 28.5, 29.1, 32.6, 37.9, 45.8, 52.4, 63.5 

(d, 2JC,P = 2.1 Hz), 63.5 (d, 2JC,P = 2.5 Hz), 67.8, 114.6 (d, 
3JC,P = 1.9 Hz), 123.2, 125.7 (d, 3JC,P = 5.2 Hz), 130.7 (d, 
4JC,P = 6.4 Hz), 132.2, 133.9, 158.9 (d, 5JC,P = 2.4 Hz), 

168.5, 170.4. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.56. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.97 min, 96.9 % Reinheit.  
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9.6.3.6. Darstellung der 2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsäuren 
26a-d 

2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure (26a) 

 
C19H31O6PS 

[418.16] 

In einem 10 mL Rundkolben wurde Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-

(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)acetat (25a) (670 mg, 1.55 mmol, 1.00 Äq.) in 3 mL Methanol 

gelöst und mit 5 M Natronlauge (538 μL, 2.69 mmol, 2.00 Äq.) versetzt. Der Ansatz wurde  bei 

Raumtemperatur 30 min lang gerührt und anschließend mit 10 mL 1 M Salzsäure versetzt. Die 

wässrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-(hexyloxy)phenyl)-

methyl)thio)essigsäure (26a) wurde als farbloses Öl (612 mg, 1.22 mmol, 91 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.30 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % 

Ameisensäure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.87 – 0.98 (m, 3 H), 1.29 (t, J = 7.0 Hz, 6 H), 

1.32 – 1.40 (m, 5 H), 1.40 – 1.55 (m, 2 H), 1.71 – 1.87 (m, 

2 H), 3.16 (d, J = 15.2 Hz, 1 H), 3.46 (dd, J = 15.2, 

2.6 Hz, 1 H), 3.97 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 4.01 – 4.27 (m, 

4 H), 4.48 (d, J = 18.9 Hz, 1 H), 6.86 (ddt, J = 8.3, 2.5, 

1.3 Hz, 1 H), 7.03 (dq, J = 4.2, 1.7 Hz, 2 H), 7.19 – 7.31 

(m, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.3 (t, 3JC,P = 5.8 Hz), 22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 33.3 

(d, 3JC,P = 6.0 Hz), 63.8 (d, 2JC,P = 6.9 Hz), 64.2 (d, 
2JC,P = 7.2 Hz), 68.1, 114.6, 115.4 (d, 5JC,P = 6.4 Hz), 

121.7 (d, 3JC,P = 6.5 Hz), 129.6 (d, 4JC,P = 1.7 Hz), 135.2 

(d, 2JC,P = 4.7 Hz), 159.3 (d, 4JC,P = 1.7 Hz), 172.2. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 22.14. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 14.45 min, ≥ 99 % Reinheit. 
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2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure (26b) 

 
C19H31O6PS 

[418.16] 

In einem 10 mL Rundkolben wurde Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-

(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)acetat (25b) (670 mg, 1.55 mmol, 1.00 Äq.) in 3 mL Methanol 

gelöst und mit 5 M Natronlauge (620 μL, 3.10 mmol, 2.00 Äq.) versetzt. Der Ansatz wurde bei 

Raumtemperatur 30 min lang gerührt und anschließend mit 10 mL 1 M Salzsäure versetzt. Die 

wässrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. 2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)-

essigsäure (26b) wurde als farbloses Öl (610 mg, 1.46 mmol, 94%) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.22 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.91 (td, J = 6.0, 3.2 Hz, 3 H), 1.26 (td, J = 7.0, 1.8 Hz, 

6 H), 1.30 – 1.53 (m, 6 H), 1.77 (dq, J = 8.3, 6.6 Hz, 2 H), 

3.11 (d, J = 15.1 Hz, 1 H), 3.42 (dd, J = 15.1, 2.6 Hz, 

1 H), 3.94 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 3.98 – 4.23 (m, 4 H), 4.46 

(d, J = 18.8 Hz, 1 H), 6.78 – 6.91 (m, 2 H), 7.30 – 7.42 

(m, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3)  G 14.0, 16.3 (d, 3JC,P = 5.5 Hz), 22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 33.1 

(d, 3JC,P = 4.9 Hz), 44.5 (d, 1JC,P = 147.7 Hz), 63.7, 68.1, 

114.7, 125.2 (d, 2JC,P = 5.0 Hz), 130.6 (d, 3JC,P = 6.7 Hz), 

159.1 (d, 5JC,P = 2.3 Hz), 172.3. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 22.52. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 14.29 min, 97.5 % Reinheit.
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2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)-
essigsäure (26c) 

 
C27H34NO8PS 

[563.17] 

In einem 250 mL Rundkolben wurde Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxo-

isoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio) acetat (25c) (2.20 g, 3.81 mmol, 1.00 Äq.) in 

50 mL Eisessig gelöst und mit 1 M Salzsäure (12.2 mL, 12.2 mmol, 3.20 Äq.) versetzt. Die 

Reaktion wurde bei 60 °C 5 h lang gerührt. Der Ansatz wurde mit 50 mL entmineralisiertem 

Wasser verdünnt und mit Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden mit 1 M Salzsäure (1 x150 mL) gewaschen, die organische Phase mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)-

thio)essigsäure (26c) wurde als farbloses Öl (1.80 g, 3.19 mmol, 84 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf 0.19 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.26 (t, J = 7.0 Hz, 6 H), 1.44 (td, J = 14.8, 8.1 Hz, 4 H), 

1.63 – 1.84 (m, 4 H), 3.15 (d, J = 15.1 Hz, 1 H), 

3.40 – 3.52 (m, 1 H), 3.69 (t, J = 7.2 Hz, 2 H), 3.93 (t, 

J = 6.4 Hz, 2 H), 4.00 – 4.23 (m, 4 H), 4.35 – 4.48 (m, 

1 H), 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 1 H), 6.93 – 7.05 (m, 2 H), 7.22 

(t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.71 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2 H), 7.84 

(dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2 H). 
13C-NMR (151 MHz, CDCl3) G 16.3 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 25.7, 26.6, 28.5, 29.1, 33.3 (d, 

3JC,P = 5.3 Hz), 37.9, 45.3 (d, 1JC,P = 146.3 Hz), 63.8 (d, 
2JC,P = 7.2 Hz), 64.2 (d, 2JC,P = 7.1 Hz), 67.8, 114.6 (d, 
3JC,P = 2.3 Hz), 115.4 (d, 5JC,P = 6.8 Hz), 121.7 (d, 
3JC,P = 6.5 Hz), 123.2, 129.6, 132.1, 133.9, 135.2 (d, 
2JC,P = 4.4 Hz), 159.2, 168.5, 171.8. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 22.17. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 15.84 min, 97.2 % Reinheit. 
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2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)-
essigsäure (26d) 

 
C27H34NO8PS 

[563.17] 

In einem 100 mL Rundkolben wurde Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-((6-(1,3-

dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)acetat (25d) (1.50 g, 2.60 mmol, 1.00 Äq.) in 

35 mL Eisessig gelöst und mit 1 M Salzsäure (8.33 mL, 8.33 mmol, 3.21 Äq.) versetzt. Die 

Reaktion wurde bei 60 °C 5 h lang gerührt. Der Ansatz wurde mit 50 mL entmineralisiertem 

Wasser verdünnt und mit Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden mit 1 M Salzsäure (1 x100 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 

2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)essig-

säure (26d) wurde als farbloses Öl (1.08 g, 1.91 mmol, 74 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf 0.27 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.23 – 1.31 (m, 3 H), 1.29 – 1.34 (m, 3 H), 1.38 – 1.61 

(m, 4 H), 1.66 – 1.87 (m, 4 H), 3.16 (d, J = 15.0 Hz, 1 H), 

3.46 (dd, J = 15.0, 2.2 Hz, 1 H), 3.72 (t, J = 7.2 Hz, 2 H), 

3.95 (t, J = 6.4 Hz, 2 H), 4.07 – 4.21 (m, 4 H), 4.38 (d, 

J = 18.3 Hz 1 H), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 2 H), 7.36 (dd, 

J = 8.7, 1.9 Hz, 2 H), 7.73 (dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2 H), 7.86 

(dd, J = 5.5, 3.0 Hz, 2 H), 8.05 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 16.36 (d, 3JC,P = 1.8 Hz), 16.43 (d, 3JC,P = 2.2 Hz), 25.8, 

26.7, 28.6, 29.2, 33.1 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 38.0, 44.6 (d, 
1JC,P = 148.2 Hz), 63.9 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 64.3 (d, 
2JC,P = 7.2 Hz), 67.9, 114.8, 123.3, 125.2 (d, 
3JC,P = 5.0 Hz), 130.8 (d, 2JC,P = 6.8 Hz), 132.2, 134.0, 

159.2 (d, 5JC,P = 2.4 Hz), 163.9, 168.7. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 22.34. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.46 min, 96.4 % Reinheit.   
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9.6.3.7. Darstellung der Diethyl (((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-
oxoethyl)thio)(phenyl)methyl) phosphonate 27a-d 

Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phos-
phonat (27a)  

 
C20H34NO6PS 

[447.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-

(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure (26a) (477 mg, 1.14 mmol, 1.00 Äq.), 

N-Methylhydroxylamin•HCl (143 mg, 1.71 mmol, 1.50 Äq.) und 1,1’-Carbonyldiimidazol 

(277 mg, 1.71 mmol, 1.50 Äq.) in 3 mL Tetrahydrofuran. Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27a) wurde als farbloses Öl 

(240 mg, 0.54 mmol, 47 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.18 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.82 – 0.95 (m, 3 H), 1.11 – 1.37 (m, 10 H), 1.32 – 1.51 

(m, 2 H), 1.75 (p, J = 6.7 Hz, 2 H), 3.23 (s, 3 H), 3.27 (d, 

J = 14.4 Hz, 1 H), 3.73 (dd, J = 14.4, 2.3 Hz, 1 H), 3.92 (t, 

J = 6.6 Hz, 2 H), 4.06 (m, 4 H), 4.29 – 4.39 (m, 1 H), 6.80 

(dt, J = 8.7, 2.0 Hz, 1 H), 6.98 (dq, J = 6.9, 2.1 Hz, 2 H), 

7.19 (t, J = 8.1 Hz, 1 H), 9.48 (bs, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 14.4, 16.6 (d, 3JC,P = 7.2 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 6.4 Hz), 

23.7, 26.9, 30.3, 32.8, 36.4, 45.9 (d, 1JC,P = 148.1 Hz), 

64.8 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 65.0 (d, 2JC,P = 6.9 Hz), 69.1, 

115.5 (d, 3JC,P = 2.9 Hz), 116.7 (d, 5JC,P = 6.2 Hz), 123.0 

(d, 3JC,P = 6.7 Hz), 130.5 (d, 4JC,P = 2.1 Hz), 137.5 (d, 
2JC,P = 4.8 Hz), 160.7 (d, 4JC,P = 2.1 Hz), 171.5. 

31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G  22.33. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.87 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phos-
phonat (27b) 

 
C20H34NO6PS 

[447.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von 2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-

(hexyloxy)phenyl)methyl)thio)essigsäure (26b) (590 mg, 1.41 mmol, 1.00 Äq.), 

N-Methylhydroxylamin•HCl (130 mg, 1.55 mmol, 1.10 Äq.) und 1,1’-Carbonyldiimidazol 

(343 mg, 2.11 mmol, 1.50 Äq.) in 3 mL Tetrahydrofuran. Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27b) wurde als farbloses Öl 

(489 mg, 1.09 mmol, 78 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.19 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.81 – 0.95 (m, 3 H), 1.08 – 1.53 (m, 13 H), 1.76 (dq, 

J = 8.2, 6.5 Hz, 2 H), 3.27 (m, 4 H), 3.77 (d, J = 14.3 Hz, 

1 H), 3.93 (t, J = 6.6 Hz, 2 H), 4.06 (ddt, J = 16.3, 14.5, 

5.2 Hz, 2 H), 4.24 (dd, J = 16.7, 4.6 Hz, 1 H), 6.84 (d, 

J = 8.5 Hz, 2 H), 7.28 – 7.37 (m, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.3, 22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 31.7, 36.1, 45.5, 63.7, 

68.0, 114.6, 126.2, 130.3 (d, 2JC,P = 5.5 Hz), 158.9, 169.9. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 22.10. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 14.31 min, ≥ 99 % Reinheit. 

MS (ESI) m/z    ber. für C20H34NO6PS: 448.18, gef.: 488.18. 
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Diethyl ((3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-
oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27c) 

 
C28H37N2O8PS 

[592.20] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von Methyl 2-(((di-

ethoxyphosphoryl)(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio)acetat (26c) 

(2.60 g, 4.61 mmol, 1.00 Äq.), N-Methylhydroxylamin•HCl (578 mg, 6.92 mmol, 1.50 Äq.) und 

1,1’-Carbonyldiimidazol (1.12 g, 6.92 mmol, 1.50 Äq.) in 46 mL Tetrahydrofuran. Diethyl ((3-

((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)-amino)-2-oxo 

ethyl)thio)methyl)phosphonat (27c) wurde als farbloses Öl (2.56 g, 4.32 mmol, 94 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.25 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.16 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 1.34 (td, J = 7.0, 0.6 Hz, 

3 H), 1.41 – 1.63 (m, 2 H), 1.66 – 1.91 (m, 4 H), 

2.90 – 3.01 (m, 2 H), 3.19 (s, 3 H), 3.27 (s, 1 H), 3.63 (dd, 

J = 14.5, 2.5 Hz, 1 H), 3.80 – 4.05 (m, 2 H), 4.11 – 4.26 

(m, 2 H), 4.57 (d, J = 20.5 Hz, 1 H) 6.88 (dq, J = 8.2, 

1.4 Hz, 1 H), 7.04 (d, J = 7.7 Hz, 1 H), 7.09 (q, J = 2.1 Hz, 

1 H), 7.20 – 7.32 (m, 1 H), 8.39 (s, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.5 (d, 3JC,P = 6.1 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 4.7 Hz), 26.7, 

27.6, 29.4, 30.1, 32.5 (d, 3JC,P = 7.4 Hz), 36.4, 38.7, 45.8 

(d, 1JC,P = 146.0 Hz), 64.8 (d, 3JC,P = 7.2 Hz), 64.9 (d, 
3JC,P = 7.3 Hz), 68.9, 115.5 (d, 3JC,P = 2.4 Hz), 116.7 (d, 
5JC,P = 5.7 Hz), 122.9 (d, 3JC,P = 6.8 Hz), 124.0, 130.5, 

133.3, 135.3, 137.5 (d, 2JC,P = 4.5 Hz), 160.6 (d, 
4JC,P = 2.1 Hz), 169.8, 171.4. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 22.31. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.15 min, ≥ 99 % Reinheit. 
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Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-
oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27d) 

 
C28H37N2O8PS 

[592.20] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von Methyl 2-

(((diethoxyphosphoryl) (4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)thio) acetat 

(26d) (2.25 g, 3.99 mmol, 1.00 Äq.), N-Methylhydroxylamin•HCl (500 mg, 5.99 mmol, 

1.50 Äq.) und 1,1’-Carbonyldiimidazol (971 mg, 5.99 mmol, 1.50 Äq.) in 25 mL 

Tetrahydrofuran. Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(meth-

yl)amino)-2-oxoethyl)thio)meth-yl)phosphonat (27d) wurde als farbloses Öl (2.10 g, 

3.54 mmol, 89 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf 0.28 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (600 MHz, CD3OD) G 1.14 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

1.37 – 1.45 (m, 2 H), 1.53 (dtd, J = 9.3, 7.3, 5.7 Hz, 2 H), 

1.67 – 1.74 (m, 2 H), 1.74 – 1.81 (m, 2 H), 3.17 (s, 3 H), 

3.24 (d, J = 14.5 Hz, 1 H), 3.59 (dd, J = 14.5, 2.6 Hz, 

1 H), 3.68 (t, J = 7.1 Hz, 2 H), 3.85 (ddq, J = 10.2, 8.4, 

7.1 Hz, 1 H), 3.91 – 4.02 (m, 3 H), 4.08 – 4.20 (m, 2 H), 

4.48 – 4.55 (m, 1 H), 6.84 – 6.90 (m, 2 H), 7.33 – 7.39 (m, 

2 H), 7.80 (td, J = 5.2, 2.0 Hz, 2 H), 7.84 (td, J = 5.2, 

2.1 Hz, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD)  G 16.6 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.7 Hz), 26.8, 

27.6, 29.4, 30.1, 32.3 (d, 3JC,P = 7.4 Hz), 36.4, 38.7, 43.3 

(d, 1JC,P = 133.2 Hz), 64.7 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 64.9 (d, 
2JC,P = 7.4 Hz), 69.0, 115.5, 124.1, 127.5 (d, 
2JC,P = 5.7 Hz), 131.9 (d, 3JC,P = 6.4 Hz), 133.4, 135.4, 

160.5 (d, 5JC,P = 2.6 Hz), 169.9, 171.6. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3)  G 22.10. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.22 min, 97.0 % Reinheit.   
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9.6.3.8. Darstellung der (((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl) 
phosphonsäuren 28a-d 

((3-(Hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphon-
säure (28a) 

 
C16H26NO6PS 

[391.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß der der AAV 11 aus Diethyl ((3-(hexyloxy)phenyl)((2-

(hydroxy(meth-yl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27a) (100 mg, 0.22 mmol, 

1.00 Äq.) und Trimethylsilylbromid (295 μL, 2.23 mmol, 10.0 Äq.) in 3.0 mL trockenem 

Dichlormethan. Das Rohprodukt wurde mit der Aufreinigungsmethode II gereinigt und ((3-

(Hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonsäure (28a) 

als farbloses Öl (67 mg, 0.13 mmol, 83 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 0.87 (td, J = 5.7, 2.5 Hz, 3 H), 1.24 – 1.45 (m, 6 H), 

1.63 – 1.76 (m, 2 H), 3.06 (s, 3 H), 3.21 (d, J = 14.7 Hz, 

1 H), 3.49 (d, J = 14.8 Hz, 1 H), 3.91 (t, J = 6.5 Hz, 2 H), 

4.21 (d, J = 19.1 Hz, 1 H), 6.71 – 6.85 (m, 1 H), 

6.87 – 7.00 (m, 2 H), 7.19 (t, J = 7.9 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6)  G 14.4, 22.5, 25.7, 29.2, 31.5, 32.5 (d, 3JC,P =6.7 Hz), 36.3, 

46.3 (d, 1JC,P = 139.1 Hz), 67.7, 113.1, 116.1 (d, 
5JC,P = 5.8 Hz), 122.1 (d, 2JC,P = 6.1 Hz), 129.3, 139.4, 

158.8 (d, 2JC,P = 7.1 Hz), 169.5. 
31P-NMR (121 MHz, DMSO-d6) G 17.34. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.68 min, 96.0 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C16H27N2O6PS: 392.1291, gef.: 392.1288.  
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((4-(Hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphon-
säure (28b) 

 
C16H26NO6PS 

[391.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 11 aus Diethyl ((4-(hexyloxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27b) (90 mg, 0.20 mmol, 

1.00 Äq.) und Trimethylsilylbromid (265 μL, 2.01 mmol, 10.0 Äq.) in 3 mL trockenem 

Dichlormethan. Das Rohprodukt wurde mit der Aufreinigungsmethode II gereinigt und ((4-

(Hexyloxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonsäure (28b) 

als farbloses Öl (65 mg, 0.17 mmol, 83 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 0.82 – 0.93 (m, 3 H), 1.30 (dq, J = 7.4, 3.5 Hz, 4 H), 

1.35 – 1.47 (m, 2 H), 1.68 (dt, J = 8.1, 6.4 Hz, 2 H), 3.06 

(s, 3 H), 3.19 (d, J = 14.7 Hz, 1 H), 3.48 (d, J = 14.9 Hz, 

1 H), 3.93 (t, J = 6.5 Hz, 2 H), 4.19 (d, 1 H), 6.81 – 6.88 

(m, 2 H), 7.25 – 7.31 (m, 2 H). 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6) G 13.9, 22.1, 25.2, 28.7, 31.0, 31.8 (d, 3JC,P = 6.1 Hz), 

35.8, 45.1 (d, 1JC,P = 140.9 Hz), 67.4, 113.9, 128.9, 130.4 

(d, 3JC,P = 6.1 Hz), 157.7 (d, 5JC,P = 2.2 Hz), 169.1, 171.1. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 17.34. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.83 min, 95.4 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C16H27N2O6PS: 392.1291, gef.: 392.1287. 
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((3-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxo-
ethyl)thio)methyl)phosphosäure (28c) 

 
C24H29N2O8PS 

[536.14] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 11 aus Diethyl ((3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27c) 

(89 mg, 0.15 mmol, 1.00 Äq.) und Trimethylsilylbromid (204 μL, 1.50 mmol, 10.0 Äq.) in 3 mL 

trockenem Dichlormethan hergestellt. Das Rohprodukt wurde mit der 

Aufreinigungsmethode II gereinigt und ((3-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl) thio)methyl)phosphosäure (28c) 

als farbloses Öl (69 mg, 0.13 mmol, 84 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 1.29 – 1.49 (m, 4 H), 1.55 – 1.74 (m, 4 H), 3.06 (s, 3 H), 

3.23 (d, J = 14.7 Hz, 1 H), 3.49 (d, J = 14.5 Hz, 1 H), 3.58 

(t, J = 7.1 Hz, 2 H), 3.90 (t, J = 6.4 Hz, 2 H), 4.21 (d, 

J = 19.2 Hz, 1 H), 6.74 – 6.81 (m, 1 H), 6.90 – 6.98 (m, 

2 H), 7.18 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.80 – 7.91 (m, 4 H). 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6)  25.7, 26.5, 28.4, 29.1, 32.5 (d, 3JC,P = 6.9 Hz), 36.3, 37.8, 

46.2 (d, 1JC,P = 139.1 Hz), 67.7, 113.1, 116.1 (d, 
5JC,P = 5.9 Hz), 122.1 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 123.5, 129.4, 

132.1, 134.8, 139.3 (d, 2JC,P = 3.1 Hz), 158.8, 168.4, 

169.5. 
31P-NMR (121 MHz, DMSO-d6)  G 17.19. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.74 min, 97.0 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z    ber. für C24H30N2O8PS: 537.1455, gef.: 537.1453. 
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((4-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-
oxoethyl)thio)methyl)phosphosäure (28d) 

 
C24H29N2O8PS 

[536.14] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 11 aus Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27d) 

(72 mg, 0.12 mmol, 1.00 Äq.) und Trimethylsilylbromid (160 μL, 1.21 mmol, 10.0 Äq.) in 3 mL 

trockenem Dichlormethan. Das Rohprodukt wurde mit der Aufreinigungsmethode II gereinigt 

und ((4-((6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl) 

thio)methyl)phosphosäure (28d) wurde als farbloser Feststoff (50 mg, 0.32 mmol, 78 %) 

erhalten.  

 

Analytische Daten 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) G 1.31 – 1.37 (m, 2H), 1.37 – 1.47 (m, 2H), 1.61 (p, 

J = 7.3 Hz, 2H), 1.68 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 3.06 (s, 3H), 

3.19 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 3.48 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 3.58 

(t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.91 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 4.19 (d, 

J = 18.7 Hz, 1H), 6.79 – 6.86 (m, 2H), 7.24 – 7.30 (m, 

2H), 7.83 (dt, J = 5.0, 3.5 Hz, 2H), 7.85 – 7.89 (m, 2H), 

9.98 (s, 1H). 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6)  G 25.6, 26.5, 28.3, 29.0, 32.2 (d, 3JC,P = 6.1 Hz), 36.3, 

37.6, 37.8, 45.6 (d, 1JC,P = 140.8 Hz), 67.8, 114.4, 123.5, 

129.4 (d, 2JC,P = 4.5 Hz), 130.9 (d, 3JC,P = 6.1 Hz), 132.1, 

134.9, 158.1, 168.4, 169.6. 
31P-NMR (121 MHz, DMSO-d6) G 17.46. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 9.94 min, 97.9 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C24H30N2O8PS: 537.1455, gef.: 537.1454. 
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9.6.4. Darstellung der α-(Amidophenyl)-β-thia-isosteren Fosmidomycin Analoga 

9.6.4.1. Darstellung der Diethyl (hydroxy(phenyl)methyl)phosphonate 22f-l 

Diethyl (hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat (22f)  

 
C11H16NO6P 

[289.07] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 7 unter Verwendung von 3-Nitrobenzaldehyd (7.56 g, 

50.0 mmol, 1.00 Äq.), Diethylphosphonat (6.44 mL, 50.0 mmol, 1.00 Äq.) und Magnesiumoxid 

(2.02 g, 50.0 mmol, 1.00 Äq.). Das Rohprodukt wurde aus Cyclohexan/Ethanol umkristallisiert 

und Diethyl (hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat (22f) als farbloser Feststoff (13.9 g, 

48.5 mmol, 97 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation 

von SARDARIAN et al. überein.425 

 

Analytische Daten 

Rf     0.49 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 

Schmelzpunkt   80 °C (Lit. 81-82 °C).425 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.28 (tdd, J = 7.1, 1.2, 0.6 Hz, 6 H), 4.00 – 4.24 (m, 

4 H), 5.21 (d, J = 14.0 Hz, 1 H), 7.56 – 7.69 (m, 1 H), 7.88 

(dddt, J = 7.7, 2.5, 1.7, 0.9 Hz, 1 H), 8.19 (dtd, J = 8.2, 

2.2, 1.0 Hz, 1 H), 8.35 – 8.43 (m, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 8.65 min, 96.1 % Reinheit.  
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Diethyl (hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)phosphonat (22g) 

 
C11H16NO6P 

[289.07] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 7 unter Verwendung von 4-Nitrobenzaldehyd (3.78 g, 

25.0 mmol, 1.00 Äq.), Diethylphosphonat (3.22 mL, 25.0 mmol, 1.00 Äq.) und Magnesiumoxid 

(1.01 g, 25.0 mmol, 1.00 Äq.). Das Rohprodukt wurde aus Cyclohexan/Ethanol umkristallisiert 

und Diethyl (hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)phosphonat (22g) als oranger Feststoff (7.05 g, 

24,4 mmol, 98 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation 

von SARDARIAN et al. überein.425 

 

Analytische Daten 

Rf     0.46 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 

Schmelzpunkt   88 °C (Lit. 87-88 °C).425 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.28 (dt, J = 7.1, 2.0 Hz, 6 H), 4.01 – 4.23 (m, 4 H), 5.20 

(d, J = 15.1 Hz, 1 H,), 7.67 – 7.79 (m, 2 H), 8.18 – 8.29 

(m, 2 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 8.58 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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Diethyl ((3-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22h) 

 
C11H18NO4P 

[259.10] 

In einem 500 mL Rundkolben wurde Diethyl (hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat (22f) 
(10.7 g, 37.0 mmol, 1.00 Äq) in 185 mL Methanol unter Stickstoffatmosphäre gelöst. Zu dieser 

Lösung wurde Palladium auf Aktivkohle (3.94 mg, 3.70 mmol, 10 mol%) gegeben und unter 

Wasserstoffatmosphäre (Ballon) bei Raumtemperatur 24 h lang gerührt. Die Suspension 

wurde über Kieselgel filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Diethyl 

((3-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22h) wurde als gelber Feststoff (9.62 g, 

37.1 mmol, 99 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation 

von NÉMETH et al. überein.512  

 

Analytische Daten 

Rf 0.56 (Dichlormethan/Methanol 9/1 v/v + 1 % Triethyl-

amin). 

Schmelzpunkt   160 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.25 (t, J = 6.1 Hz, 3 H), 1.29 (t, J = 6.1 Hz, 3 H), 3.37 

(s, 1 H), 3.90 – 4.20 (m, 4 H), 4.91 (d, 1 H), 6.69 (dtd, 

J = 8.0, 2.2, 1.0 Hz, 1 H), 6.77 – 6.85 (m, 1 H), 6.88 (q, 

J = 2.1 Hz, 1 H), 7.10 (td, J = 7.8, 0.9 Hz, 1 H). 

HPLC (Methode C, 220 nm)  tR: 3.64 min, 96.0 % Reinheit. 
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Diethyl ((4-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22i) 

 
C11H18NO4P 

[259.10] 

In einem 250 mL Rundkolben wurde Diethyl (hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)phosphonat (22g) 

(7.00 g, 24.2 mmol, 1.00 Äq) in 120 mL Methanol unter Stickstoffatmosphäre gelöst. Zu dieser 

Lösung wurde Palladium auf Aktivkohle (2.58 mg, 2.42 mmol, 10 mol%) zugegeben und unter 

Wasserstoffatmosphäre (Ballon) bei Raumtemperatur 24 h lang gerührt. Die Suspension 

wurde über Kieselgel filtriert, das Filtrat eingeengt und im Vakuum vollständig getrocknet. Das 

Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 1 % 

Triethylamin) isoliert und Diethyl ((4-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22i) als 

farbloser Feststoff (6.14 g, 23.7 mmol, 98 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen 

mit denen der Publikation von NÉMETH et al. überein.512  

 

Analytische Daten 

Rf 0.52 (Dichlormethan/Methanol 9/1 v/v + 1 % Et3N). 

Schmelzpunkt   156 °C (Lit. 157-158 °C).512 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

3.85 – 4.16 (m, 4 H), 4.86 (d, J = 11.8 Hz, 1 H), 

6.75 – 6.85 (m, 2 H), 7.22 – 7.34 (m, 2 H). 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 3.72 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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Diethyl ((3-hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22j) 

 
C17H28NO5P 

[357.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von CHANTHAMATH et al.513 In 

einem 500 mL Rundkolben wurde Diethyl ((3-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22h) 

(9.39 g, 36.2 mmol, 1.00 Äq.) in 180 mL Aceton gelöst und mit wasserfreiem Kaliumcarbonat 

(5.01 g, 36.2 mmol, 1.00 Äq.) versetzt. Die Suspension wurde unter Eisbadkühlung bei 0 °C 

10 min lang gerührt. Anschließend wurde Capronsäurechlorid (5.39 mL, 38 mmol, 1.05 Äq.) 

zugetropft. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 1 h lang gerührt und filtriert. Das Lösemittel 

wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels Flash-

Säulenchromatographie (Dichlormethan → Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v) isoliert. Diethyl 

((3-hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)-phosphonat (22j) wurde als gelbes Öl (6.60 g, 

18.5 mmol, 51 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.30 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 0.90 – 1.01 (m, 3 H), 1.28 (dt, J = 8.2, 7.1 Hz, 6 H), 1.40 

(dp, J = 7.2, 4.3 Hz, 4 H), 1.72 (p, J = 7.3 Hz, 2 H), 2.38 

(t, J = 7.5 Hz, 2 H), 3.93 – 4.19 (m, 4 H), 5.00 (d, 

J = 13.1 Hz, 1 H), 7.19 – 7.27 (m, 1 H), 7.32 (t, 

J = 7.8 Hz, 1 H), 7.57 (dq, J = 8.3, 1.8 Hz, 1 H), 7.70 (q, 

J = 2.1 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 14.3, 16.7 (t, 3JC,P = 5.0 Hz), 23.5, 26.7, 32.6, 38.0, 64.4 

(d, 2JC,P = 7.2 Hz), 64.7 (d, 2JC,P = 7.5 Hz), 71.4 (d, 
1JC,P = 165.7 Hz), 120.3 (d, 3JC,P = 5.7 Hz), 120.9 (d, 
5JC,P = 3.1 Hz), 124.2 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 129.5 (d, 
4JC,P = 2.6 Hz), 139.5 (d, 2JC,P= 1.4 Hz), 139.9 (d, 
4JC,P = 2.4 Hz), 174.7. 

31P-NMR (122 MHz, CD3OD) G 21.86. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 9.96 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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Diethyl ((4-hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22k) 

 
C17H28NO5P 

[357.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von CHANTHAMATH et al.513 In 

einem 250 mL Rundkolben wurde Diethyl ((4-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22i) 
(3.00 g, 11.6 mmol, 1.00 Äq.) in 56 mL Aceton gelöst und mit Kaliumcarbonat (1.60 g, 

11.6 mmol, 1.00 Äq.) versetzt. Die Suspension wurde unter Eisbadkühlung bei 0 °C 10 min 

lang gerührt. Anschließend wurde Capronsäurechlorid (1.72 mL, 12.2 mmol, 1.05 Äq.) 

zugetropft. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 1 h lang gerührt und filtriert. Das Lösemittel 

des Filtrates wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels Flash-

Säulenchromatographie (Dichlormethan → Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v) isoliert. Diethyl 

((4-hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)-phosphonat (22k) wurde als gelber Feststoff (2.25 g, 

6.30 mmol, 54 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.30 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 

Schmelzpunkt   129 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.83 – 0.95 (m, 3 H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.27 (t, 

J = 7.1 Hz, 3 H), 1.34 (h, J = 3.5 Hz, 4 H), 1.70 (p, 

J = 6.2 Hz, 2 H), 2.36 (t, J = 7.6 Hz, 2 H), 3.82 – 4.16 (m, 

4 H), 4.93 (d, J = 11.6 Hz, 1 H), 7.33 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 

2 H), 7.45 (d, J = 8.3 Hz, 2 H), 8.13 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.1, 16.5 (t, 3JC,P = 6.1 Hz), 22.6, 25.4, 31.6, 37.7, 

63.30 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 63.4 (d, 2JC,P = 7.7 Hz), 70.6 (d, 
1JC,P = 161.2 Hz), 119.9 (d, 4JC,P = 2.3 Hz), 127.9 (d, 
2JC,P = 6.0 Hz), 131.9 (d, 3JC,P = 1.7 Hz), 138.4 (d, 
5JC,P = 3.2 Hz), 172.2. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.20. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 9.79 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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tert-Butyl (4-((diethoxyphosphoryl)(hydroxy)methyl)phenyl)carbamat (22l) 

 
C16H26NO6P 

[359.15] 

In einem 100 mL Rundkolben wurde Diethyl ((4-aminophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat 

(22i) (3.50 g, 13.5 mmol, 1.00 Äq) in 20 mL Dichlormethan gelöst und N,N-Diisopropylamin 

(2.60 mL, 14.9 mmol, 1.10 Äq) hinzugefügt. Di-tert-butyldicarbonat (3.09 g, 14.2 mmol, 

1.05 Äq) wurde in 20 mL Dichlormethan gelöst und tropfenweise zum Reaktionsansatz 

gegeben. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Die Reaktionslösung 

wurde mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (3 x 40 mL) gewaschen, die 

organische Phase mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde aus Cyclohexan/Ethanol umkristallisiert 

und tert-Butyl (4-((diethoxy-phosphoryl)(hydroxy)methyl)phenyl)carbamat (22l) als farbloser 

Feststoff (2.58 g, 7.18 mmol, 53 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.13 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 

Schmelzpunkt   177 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.54 

(s, 9 H), 3.37 (dd, J = 10.2, 5.1 Hz, 1 H), 3.89 – 4.16 (m, 

4 H), 4.97 (dd, J = 10.4, 5.1 Hz, 1 H), 6.63 (s, 1 H), 

7.34 – 7.47 (m, 4 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.7 (t, 3JC,P = 5.1 Hz), 28.7, 64.3 (d, 2JC,P = 7.4 Hz), 

64.5 (d, 2JC,P = 7.4 Hz), 71.1 (d, 1JC,P = 166.4 Hz), 80.9, 

119.3, 129.1 (d, 2JC,P = 6.2 Hz), 132.5 (d, 3JC,P = 1.6 Hz), 

140.7 (d, 5JC,P = 3.1 Hz), 155.2. 
31P-NMR (122 MHz, CD3OD) G 22.23. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 10.26 min, 95.0 % Reinheit.   



E X P E R I M E N T A L T E I L  

476 

Darstellung der (Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyltosylate 23d-f  
(Diethoxyphosphoryl)(3-nitrophenyl)methyltosylat (23d) 

 
C18H22NO8PS 

[443.08] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl (hydroxy(4-

nitrophenyl)methyl)phosphonat (22f) (3.00 g, 10.4 mmol, 1.00 Äq.), p-Toluolsulfonsäure-

chlorid (5.93 g, 31.1 mmol, 1.20 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (127 mg, 1.04 mmol, 0.10 Äq.) 

und Triethylamin (3.61 mL, 25.9 mmol, 2.50 Äq.) in 50 mL Dichlormethan. (Diethoxy-

phosphoryl)(4-nitrophenyl)methyltosylat (23d) wurde als farbloses Öl (4.14 g, 9.34 mmol, 

90 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen des Patents von ARSTAD und 

SKATTEBOL überein.514  

 

Analytische Daten 

Rf     0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   93 °C (Lit. 90-92 °C).514 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.18 – 1.33 (m, 6 H), 2.34 (s, 3 H), 3.81 – 4.26 (m, 4 H), 

5.72 (d, J = 16.3 Hz, 1 H), 7.11 – 7.20 (m, 2 H), 7.44 (t, 

J = 8.0 Hz, 1 H), 7.56 – 7.64 (m, 2 H), 7.64 – 7.74 (m, 

1 H), 7.99 – 8.06 (m, 1 H), 8.06 – 8.15 (m, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 16.4 (d, 3JC,P = 5.5 Hz), 16.5 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 21.7, 

64.1 (d, 2JC,P = 6.8 Hz), 64.7 (d, 2JC,P = 7.0 Hz), 76.10 (d, 
2JC,P = 191.2 Hz), 123.0 (d, 3JC,P = 5.6 Hz), 123.8 (d, 
5JC,P = 2.8 Hz), 128.1, 129.5 (d, 3JC,P = 2.1 Hz), 129.8, 

133.4, 134.0 (d, 4JC,P = 5.3 Hz), 134.5 (d, 2JC,P = 1.8 Hz), 

145.6, 148.1 (d, 4JC,P = 2.0 Hz).  

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 13.19. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.64 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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(Diethoxyphosphoryl)(4-nitrophenyl)methyltosylat (23e) 

 
C18H22NO8PS 

[443.08] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl (hydroxy(4-

nitrophenyl)methyl)phosphonat (22g) (3.00 g, 10.4 mmol, 1.00 Äq.), 

p-Toluolsulfonsäurechlorid (5.93 g, 31.1 mmol, 1.20 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (127 mg, 

1.04 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (3.61 mL, 25.9 mmol, 2.50 Äq.) in 50 mL 

Dichlormethan. (Diethoxyphosphoryl)(4-nitrophenyl)methyltosylat (23e) wurde als farbloses Öl 

(4.14 g, 9.34 mmol, 90 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.17 – 1.31 (m, 6 H), 2.38 (s, 3 H), 3.89 – 4.24 (m, 4 H), 

5.74 (d, J = 16.8 Hz, 1 H), 7.15 – 7.25 (m, 2 H), 

7.43 – 7.54 (m, 2 H), 7.59 – 7.68 (m, 2 H), 8.05 – 8.14 (m, 

2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.5 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 21.5, 

65.6 (d, 2JC,P = 6.6 Hz), 66.0 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 76.9 (d, 
1JC,P = 171.2 Hz), 124.3 (d, 4JC,P = 2.3 Hz), 129.3, 130.3 

(d, 3JC,P = 5.4 Hz), 131.0, 134.4, 140.6 (d, 2JC,P = 2.3 Hz), 

147.2, 149.4 (d, 5JC,P = 3.1 Hz). 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 13.27. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.51 min, ≥ 99 % Reinheit.  

  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

478 

(Diethoxyphosphoryl)(3-hexanamidophenyl)methyltosylat (23f) 

 
C24H34NO7PS 

[511.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl ((3-

hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22j) (5.12 g, 13.8 mmol, 1.00 Äq.), 

p-Toluolsulfonsäurechlorid (5.26 g, 27.6 mmol, 2.00 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (168 mg, 

1.30 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (4.80 mL, 34.5 mmol, 2.50 Äq.) in 62 mL 

Dichlormethan. (Diethoxyphosphoryl)(3-hexanamidophenyl)methyltosylat (24f) wurde als 

farbloser Feststoff (5.23 g, 9.95 mmol, 72 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 

Schmelzpunkt   108 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 0.93 (td, J = 5.6, 2.8 Hz, 3 H), 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.35 (p, J = 3.8 Hz, 4 H), 1.69 

(dd, J = 17.0, 9.8 Hz, 3 H), 2.31 (t, J = 7.6 Hz, 2 H), 2.35 

(s, 3 H), 3.78 – 4.23 (m, 4 H), 5.61 (d, J = 15.6 Hz, 1 H), 

7.00 (d, J = 7.8 Hz, 1 H), 7.08 – 7.22 (m, 4 H), 7.22 (q, 

J = 2.0 Hz, 1 H), 7.54 – 7.63 (m, 2 H), 7.71 (d, J = 8.3 Hz, 

1 H). 
13C-NMR (151 MHz, CDCl3) G 14.3, 16.5 (d, 3JC,P = 5.6 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.5 Hz), 

21.5, 23.5, 26.6, 32.6, 38.0, 65.4 (d, 2JC,P = 7.1 Hz), 65.7 

(d, 2JC,P = 7.2 Hz), 78.3 (d, 1JC,P = 172.0 Hz), 120.6 (d, 
3JC,P = 5.8 Hz), 121.4 (d, 5JC,P = 2.7 Hz), 124.8 (d, 
3JC,P = 6.0 Hz), 129.2, 129.7 (d, 4JC,P = 2.1 Hz), 130.7, 

133.4 (d, 2JC,P = 2.1 Hz), 134.8, 140.2 (d, 4JC,P = 2.2 Hz), 

146.6, 174.6. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 14.34. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 14.49 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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9.6.4.2. Darstellung der Diethyl (chlor(phenyl)methyl)phosphonate 24c-d 

Diethyl (chlor(4-hexanamidophenyl)methyl)phosphonat (24c) 

 
C17H27ClNO4P 

[375.14] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von Diethyl ((4-

hexanamidophenyl)(hydroxy)methyl)phosphonat (22k) (1.20 g, 3.36 mmol, 1.00 Äq.), 

p-Toluolsulfonsäurechlorid (768 mg, 4.03 mmol, 1.20 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (41 mg, 

0.37 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (1.17 mL, 8.39 mmol, 2.50 Äq.) in 57 mL 

Dichlormethan. Diethyl (chlor(4-hexanamidophenyl)methyl)phosphonat (24c) wurde als 

farbloses Öl (1.15 g, 3.06 mmol, 91 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.29 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.86 – 0.98 (m, 3 H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

1.29 – 1.44 (m, 7 H), 1.75 (p, J = 7.4 Hz, 1 H), 2.40 (t, 

J = 7.8 Hz, 2 H), 3.80 – 4.16 (m, 2 H), 4.24 (dq, J = 7.1, 

8.1 Hz, 2 H), 4.89 (d, J = 13.9 Hz, 1 H), 7.46 (dd, J = 2.0, 

8.7 Hz, 2 H), 7.56 (d, J = 8.4 Hz, 2 H), 7.91 (s, 1 H).  

13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.3 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 

22.6, 25.7, 29.1, 31.5, 53.4 (d, 1JC,P = 162.5 Hz), 63.8 (d, 
2JC,P = 7.0 Hz), 64.0 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 68.1, 114.5 (d, 
4JC,P = 1.7 Hz), 125.8 (d, 2JC,P = 3.5 Hz), 130.3 (d, 
3JC,P = 6.4 Hz), 159.7 (d, 5JC,P = 2.3 Hz). 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 17.46. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.78 min, 98.5 % Reinheit.  

  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

480 

tert-Butyl (4-(chlor(diethoxyphosphoryl)methyl)phenyl)carbamat (24d) 

 
C16H25ClNO5P 

[377.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 8 unter Verwendung von tert-Butyl 

(4-((diethoxyphosphoryl)(hydroxy)methyl)phenyl)carbamat (22l) (2.46 g, 6.85 mmol, 

1.00 Äq.), 4-Nitrobenzolsulfonylchlorid (1.82 g, 8.21 mmol, 1.20 Äq.), 

4-(Dimethylamino)pyridin (84 mg, 0.69 mmol, 0.10 Äq.) und Triethylamin (2.39 mL, 

17.1 mmol, 2.50 Äq.) in 30 mL Dichlormethan. Diethyl (chlor(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)methyl)phos-phonat (24d) wurde als gelber Feststoff (1.68 g, 4.45 mmol, 

65 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 

Schmelzpunkt   117 °C.  
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.19 (td, J = 7.0, 0.7 Hz, 3 H), 1.33 (td, J = 7.0, 0,6 Hz, 

3 H), 1.52 (s, 9 H), 3.89 (ddq, J = 10.2, 8.5, 7.0 Hz, 1 H), 

3.97 – 4.14 (m, 1 H), 4.19 (dq, J = 8.2, 6.9 Hz, 2 H), 4.85 

(d, J = 13.9 Hz, 1 H), 6.58 (s, 1 H), 7.37 (d, J = 8.7 Hz, 

2 H), 7.45 (dd, J = 8.7, 1.9 Hz, 2 H). 

13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.7 (t, 3JC,P = 5.8 Hz), 27.3, 64.6 (d, 2JC,P = 7.1 Hz), 

64.9 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 74.4, 80.2 (d, 1JC,P = 169.1 Hz), 

124.3 (d, 4JC,P = 2.7 Hz), 131.0 (d, 2JC,P = 5.7 Hz), 132.1 

(d, 3JC,P = 3.6 Hz), 137.5 (d, 5JC,P = 1.9 Hz), 156.8. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 18.66. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.40 min, 95.3 % Reinheit.  

  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

481 

9.6.4.3. Darstellung der Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)acetate 
25e-g 

Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-hexanamidophenyl)methyl)thio)acetat (25e) 

 
C20H32NO6PS 

[445.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 9 unter Verwendung von (Diethoxyphosphoryl)(3-

hexanamidophenyl)methyltosylat (23d) (4.16 g, 8.16 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat 

(5.32 g, 16.3 mmol, 2.00 Äq.) und Methylthioglycolat (1.45 mL, 16.3 mmol, 2.00 Äq.) in 53 mL 

N,N-Dimethylformamid. Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-hexanamidophenyl)methyl)thio)-

acetat (25e) wurde als farbloses Öl (1.15 g, 2.58 mmol, 88 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.87 (td, J = 6.0, 3.2 Hz, 3 H), 1.08 – 1.21 (m, 3 H), 

1.17 – 1.38 (m, 7 H), 1.67 (h, J = 7.5 Hz, 2 H), 

2.25 – 2.36 (m, 2 H), 3.08 (d, J = 15.2 Hz, 1 H), 3.30 (dd, 

J = 15.2, 2.7 Hz, 1 H), 3.64 (s, 3 H), 3.74 – 4.23 (m, 4 H), 

4.38 (d, J = 20.7 Hz, 1 H), 7.08 – 7.17 (m, 1 H), 

7.18 – 7.29 (m, 1 H), 7.48 – 7.57 (m, 1 H), 7.73 (d, 

J = 8.1 Hz, 1 H), 7.98 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.3, 16.6 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.7 Hz), 

23.5, 26.6, 32.6, 33.7 (d, 3JC,P = 7.7 Hz), 38.0, 46.4 (d, 
1JC,P = 146.1 Hz), 52.9, 64.9 (d, 2JC,P = 7.4 Hz), 65.1 (d, 
2JC,P = 7.2 Hz), 120.9 (d, 5JC,P = 2.5 Hz), 122.3 (d, 
3JC,P = 6.6 Hz), 126.3 (d, 3JC,P = 6.3 Hz), 130.0 (d, 
4JC,P = 2.1 Hz), 136.4 (d, 2JC,P = 5.0 Hz), 140.4 (d, 
4JC,P = 2.1 Hz), 171.9, 174.8. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.54. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 15.32 min, 96.7 % Reinheit.  
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Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-hexanamidophenyl)methyl)thio)acetat (25f)  

 
C20H32NO6PS 

[445.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 9 unter Verwendung von Diethyl (chlor(4-hexan-

amidophenyl)methyl)phosphonat (24c) (1.10 g, 2.93 mmol, 1.0 Äq.), Cäsiumcarbonat (1.91 g, 

5.85 mmol, 2.00 Äq.) und Methylthioglycolat (523 μL, 5.85 mmol, 2.00 Äq.) in 20 mL 

N,N-Dimethylformamid. Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-hexanamidophenyl)methyl)thio)-

acetat (25f) wurde als farbloses Öl (1.15 g, 2.58 mmol, 88 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.38 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/2 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.85 – 0.96 (m, 3 H), 1.17 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 3 H), 

1.22 – 1.43 (m, 8 H), 1.73 (t, J = 7.5 Hz, 2 H), 2.37 (t, 

J = 7.6 Hz, 2 H), 3.05 (d, J = 15.2 Hz, 1 H), 3.30 (dd, 

J = 15.2, 2.7 Hz, 1 H), 3.67 (s, 3 H), 3.70 – 4.23 (m, 4 H), 

4.40 (d, J = 20.3 Hz, 1 H), 7.39 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 2 H), 

7.50 (d, J = 8.4 Hz, 2 H), 7.83 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.1, 16.4 (d, 3JC,P = 5.5 Hz), 16.5 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 

22.6, 25.4, 31.6, 32.6 (d, 3JC,P = 7.7 Hz), 37.7, 45.0 (d, 
1JC,P = 148.4 Hz), 52.6, 63.6 (d, 2JC,P = 7.1 Hz), 63.7 (d, 
2JC,P = 7.1 Hz), 120.0 (d, 4JC,P = 1.5 Hz), 128.7 (d, 
2JC,P = 5.6 Hz), 130.2 (d, 3JC,P = 6.4 Hz), 138.7 (d, 
5JC,P = 2.8 Hz), 170.5, 172.2. 

31P-NMR (122 MHz, CDCl3) G 21.84. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.25 min, 97.0 % Reinheit.  
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Methyl 2-(((4-((tert-butoxycarbonyl)amino)phenyl)(diethoxyphosphoryl)methyl)thio)-
acetat (25g) 

 
C19H30NO7PS 

[447.15] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 9 unter Verwendung von Diethyl (chlor(4-

(hexyloxy)phenyl)methyl)phosphonat (24d) (1.16 g, 3.07 mmol, 1.00 Äq.), Cäsiumcarbonat 

(2.01 g, 6.14mmol, 2.00 Äq.) und Methylthioglycolat (549 μL, 6.14 mmol, 2.00 Äq.) in 20 mL 

N,N-Dimethylformamid. Methyl 2-(((4-((tert-butoxycarbonyl)amino)phenyl)(diethoxyphos-

phoryl)methyl)thio)acetat (25g) wurde als farbloses Öl (1.34 g, 3.00 mmol, 98 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.18 (n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.17 (td, J = 7.0, 0.6 Hz, 3 H), 1.31 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 

3 H), 1.52 (s, 9 H), 3.07 (d, J = 15.1 Hz, 1 H), 3.33 (dd, 

J = 15.1, 2.7 Hz, 1 H), 3.67 (s, 3 H), 3.78 – 3.99 (m, 1 H), 

3.96 – 4.12 (m, 1 H), 4.06 – 4.23 (m, 2 H), 4.33 – 4.44 (m, 

1 H), 6.82 (s, 1 H), 7.31 – 7.44 (m, 4 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 16.5, 28.4, 32.7 (d, 3JC,P = 7.4 Hz), 46.0, 52.5, 63.3 (d, 

2JC,P = 7.1 Hz), 63.7 (d, 2JC,P = 6.9 Hz), 80.8, 118.5, 128.5 

(d, 2JC,P = 5.2 Hz), 130.4 (d, 3JC,P = 6.3 Hz), 138.5 (d, 
5JC,P = 2.5 Hz), 152.8, 170.5. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.27. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.48 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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9.6.4.4. Darstellung der 2-(((Diethoxyphosphoryl)(phenyl)methyl)thio)essigsäuren 
26e-g 

2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-hexanamidophenyl)methyl)thio)essigsäure (26e)  

 
C19H30NO6PS 

[431.15] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von GRISWOLD und JOHNSON.515In 

einem 25 mL Rundkolben wurde Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-hexanamidophenyl) 

methyl)thio)acetat (25e) (1.10 g, 2.27 mmol, 1.00 Äq.) in 2 mL Methanol gelöst. 

Lithiumhydroxid•H2O (104 mg, 2.27 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 3 mL einer Mischung aus 

Tetrahydrofuran/Wasser (2/1 v/v) gelöst und dem Reaktionsansatz tropfenweise zugegeben. 

Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 30 min lang gerührt und anschließend mit 10 mL 1 M 

Salzsäure versetzt. Die wässrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 

und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-

hexanamidophenyl)methyl)thio)essigsäure (26e) wurde als farbloses Öl (751 mg, 1.74 mmol, 

71 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.17 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % 

Ameisensäure). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 0.87 – 0.99 (m, 3 H), 1.11 – 1.20 (m, 3 H), 1.32 (t, 

J = 7.1 Hz, 3 H), 1.37 (dt, J = 6.4, 2.8 Hz, 4 H), 1.69 (dd, 

J = 8.6, 6.0 Hz, 2 H), 2.35 (q, J = 7.2 Hz, 2 H), 3.12 (d, 

J = 15.2 Hz, 1 H), 3.34 (dd, J = 15.2, 2.8 Hz, 1 H), 

3.82 – 3.99 (m, 1 H), 3.95 – 4.09 (m, 1 H), 4.05 – 4.26 (m, 

2 H), 4.46 – 4.57 (m, 1 H), 7.19 (dq, J = 7.7, 1.6 Hz, 1 H), 

7.29 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 7.60 (dq, J = 8.2, 1.7 Hz, 1 H), 

7.70 (q, J = 2.0 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD)  G 14.4, 16.6 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.8 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 

23.5, 26.6, 32.6, 33.9 (d, 3JC,P = 7.5 Hz), 38.0, 46.1 (d, 
1JC,P = 146.0 Hz), 64.9 (d, 2JC,P = 7.4 Hz), 65.1 (d, 
2JC,P = 7.3 Hz), 121.0 (d, 5JC,P = 2.7 Hz), 122.2 (d, 
3JC,P = 6.3 Hz), 126.3 (d, 3JC,P = 6.4 Hz), 130.0 (d, 
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4JC,P = 2.2 Hz), 136.5 (d, 2JC,P = 5.1 Hz), 140.4 (d, 
4JC,P = 2.1 Hz), 173.1, 174.8. 

31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 21.86. 

HPLC (Methode C, 254 nm)  tR: 14.01 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-hexanamidophenyl)methyl)thio)essigsäure (26f) 

 
C19H30NO6PS 

[431.15] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von GRISWOLD und JOHNSON.515 In 

einem 25 mL Rundkolben wurde Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(4-

hexanamidophenyl)methyl)thio)acetat (25f) (998 mg, 2.24 mmol, 1.00 Äq.) in 2 mL Methanol 

gelöst. Lithiumhydroxid•H2O (94 mg, 2.24 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 3 mL einer Mischung aus 

Tetrahydrofuran/Wasser (2/1 v/v) gelöst und dem Reaktionsansatz tropfenweise zugegeben. 

Der Ansatz wurde für bei Raumtemperatur 30 min lang gerührt und anschließend mit 10 mL 

1 M Salzsäure versetzt. Die wässrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. 

Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 

und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-

hexanamidophenyl)methyl)thio)-essigsäure (26f) wurde als farbloses Öl (760 mg, 1.76 mmol, 

79 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.11 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.86 – 0.96 (m, 2 H), 1.28 (td, J = 7.1, 4.1 Hz, 6 H), 

1.32 – 1.40 (m, 2 H), 1.72 (t, J = 7.5 Hz, 2 H), 2.36 (t, 

J = 7.6 Hz, 2 H), 3.13 (d, J = 15.1 Hz, 1 H), 3.42 (dd, 

J = 15.0, 2.2 Hz, 1 H), 4.01 – 4.22 (m, 4 H), 4.35 – 4.47 

(m, 1 H), 7.38 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 2 H), 7.52 (d, 

J = 8.2 Hz, 3 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD)  G 14.3, 16.5 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 

23.5, 26.6, 32.6, 33.8 (d, 3JC,P = 7.6 Hz), 38.0, 45.6 (d, 
3JC,P = 147.1 Hz), 64.8 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 65.0 (d, 
2JC,P = 7.1 Hz), 121.0 (d, 4JC,P = 2.1 Hz), 130.9 (d, 
2JC,P = 5.4 Hz), 131.2 (d, 3JC,P = 6.5 Hz), 140.0 (d, 
5JC,P = 2.8 Hz), 173.1, 174.8. 

31P-NMR (243 MHz, CD3OD) G 22.06. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.62 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2-(((4-((tert-Butoxycarbonyl)amino)phenyl)(diethoxyphosphoryl)methyl)thio)essig-
säure (26g) 

 
C18H28NO7PS 

[433.13] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von GRISWOLD und JOHNSON.515 In 

einem 25 mL Rundkolben wurde Methyl 2-(((diethoxyphosphoryl)(3-

hexanamidophenyl)methyl)thio)acetat (25g) (1.30 g, 2.91 mmol, 1.00 Äq.) in 5 mL Methanol 

gelöst. Lithiumhydroxid•H2O (122 mg, 2.91 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 5 mL einer Mischung aus 

Tetrahydrofuran/Wasser (2/1 v/v) gelöst und dem Reaktionsansatz tropfenweise zugegeben. 

Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 30 min lang gerührt und anschließend mit 10 mL 1 M 

Salzsäure versetzt. Die wässrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 15 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 

und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-

hexanamidophenyl)methyl)thio)-essigsäure (26g) wurde als farbloses Öl (1.21 mg, 2.79 mmol, 

96 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf 0.51 (Dichlormethan/Methanol 9/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.16 (td, J = 7.0, 0.6 Hz, 3 H), 1.34 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 

3 H), 1.53 (s, 9 H), 3.07 (d, J = 14.6 Hz, 1 H), 3.22 (dd, 

J = 14.6, 2.5 Hz, 1 H), 3.79 – 4.09 (m, 2 H), 4.10 – 4.26 

(m, 2 H), 4.53 (d, J = 20.3 Hz, 1 H), 7.40 (d, J = 0.8 Hz, 

4 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 16.5 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 28.7, 

36.7 (d, 3JC,P = 7.3 Hz), 45.4 (d, 1JC,P = 146.6 Hz), 64.7 (d, 
2JC,P = 4.4 Hz), 64.8 (d, 2JC,P = 4.3 Hz), 80.9, 119.5, 129.9 

(d, 3JC,P = 5.2 Hz), 131.2 (d, 3JC,P = 6.6 Hz), 140.4, 155.1, 

175.8. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD) G 22.39. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.74 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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9.6.4.5. Darstellung der (((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl) 
phosphonate 27e-g 

Diethyl ((3-hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-
phosphonat (27e)  

 
C20H33N2O6PS 

[460.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von 2-(((Diethoxyphosphoryl)(3-

hexanamidophenyl)methyl)thio)essigsäure (26e) (1.40 mg, 3.24 mmol, 1.00 Äq.), 

N-Methylhydroxylamin•HCl (298 mg, 3.57 mmol, 1.10 Äq.) und 1,1’-Carbonyldiimidazol 

(789 mg, 4.87 mmol, 1.50 Äq.) in 10 mL Tetrahydrofuran. Diethyl ((3-hexanamidophenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27e) wurde als farbloses Öl 

(480 mg, 1.04 mmol, 32 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.37 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.86 – 0.96 (m, 3 H), 1.13 – 1.39 (m, 10 H), 1.71 (t, 

J = 7.5 Hz, 2 H), 2.36 (t, J = 7.6 Hz, 2 H), 3.17 (s, 3 H), 

3.44 (d, J = 14.5 Hz, 1 H), 3.60 (d, J = 14.3 Hz, 1 H), 

3.97 – 4.18 (m, 4 H), 4.27 (d, J = 19.9 Hz, 1 H), 

7.10 – 7.33 (m, 2 H), 7.39 – 7.55 (m, 2 H), 8.05 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.3 (t, 3JC,P = 6.7 Hz), 22.4, 25.2, 31.5, 32.2 (d, 

3JC,P = 8.2 Hz), 36.1, 37.3, 45.2 (d, 1JC,P = 143.1 Hz), 63.8 

(d, 2JC,P = 7.3 Hz), 63.9 (d, 2JC,P = 7.3 Hz), 120.1, 121.2 

(d, 3JC,P = 6.9 Hz), 125.2, 129.1, 135.2 (d, 2JC,P = 4.5 Hz), 

138.3 (d, 4JC,P = 1.7 Hz), 169.4, 172.8. 
31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.23. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.42 min, 95.7 % Reinheit. 
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Diethyl ((4-hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-
phosphonat (27f) 

 
C20H33N2O6PS 

[460.18] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von 2-(((Diethoxyphosphoryl)(4-

hexanamidophenyl)methyl)thio)essigsäure (26f) (750 mg, 1.74 mmol, 1.00 Äq.), 

N-Methylhydroxylamin•HCl (160 mg, 1.91 mmol, 1.10 Äq.) und 1,1’-Carbonyldiimidazol 

(423 mg, 2.61 mmol, 1.50 Äq.) in 5 mL Tetrahydrofuran. Diethyl ((4-hexanamidophenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27f) wurde als farbloses Öl 

(350 mg, 0.76 mmol, 44 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.28 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.87 – 0.93 (m, 3 H), 1.20 – 1.37 (m, 1 0H), 1.63 – 1.78 

(m, 2 H), 2.35 (t, J = 7.6 Hz, 2 H), 3.25 (s, 3 H), 3.30 (d, 

J = 14.4 Hz, 1 H), 3.69 (d, J = 14.3 Hz, 1 H), 4.04 (dd, 

J = 14.0, 7.0 Hz, 4 H), 4.21 – 4.34 (m, 1 H), 7.32 (d, 

J = 8.2 Hz, 2 H), 7.47 (d, J = 8.3 Hz, 2 H), 7.90 (s, 1 H). 
13C-NMR (151 MHz, CD3OD) G 14.3, 16.5 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 

23.5, 26.6, 32.4 (d, 3JC,P = 7.4 Hz), 32.6, 36.4, 38.0, 45.4 

(d, 1JC,P = 146.9 Hz), 64.8 (d, 2JC,P = 7.4 Hz), 64.9 (d, 
2JC,P = 7.2 Hz), 121.0 (d, 4JC,P = 2.1 Hz), 131.2 (d, 
3JC,P = 6.5 Hz), 131.4 (d, 2JC,P = 5.1 Hz), 139.9, 171.4, 

174.8. 
31P-NMR (243 MHz, CD3OD) G 22.30. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.88 min, 98.1 % Reinheit. 
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tert-Butyl (4-((diethoxyphosphoryl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-
phenyl)carbamat (27g) 

 
C19H31N2O7PS 

[462.16] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 10 unter Verwendung von 2-(((4-((tert-

Butoxycarbonyl)amino)phenyl)(diethoxyphosphoryl)methyl)thio)essigsäure (26g) 12.60 g, 

3.96 mmol, 1.00 Äq.), N-Methylhydroxylamin•HCl (462 mg, 5.54 mmol, 1.50 Äq.) und 1,1’-

Carbonyldiimidazol (898 g, 5.54 mmol, 1.50 Äq.) in 25 mL Tetrahydrofuran. tert-Butyl (4-

((diethoxyphosphoryl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phenyl)carbamat 

(27g) wurde als farbloses Öl (480 mg, 1.04 mmol, 28 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf     0.63 (Dichlormethan/Methanol 9/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.17 (td, J = 7.0, 0.7 Hz, 3 H), 1.33 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 

3 H), 1.53 (s, 9 H), 3.19 (s, 3 H), 3.27 (d, J = 12.4 Hz, 

1 H), 3.61 (dd, J = 14.4, 2.6 Hz, 1 H), 3.82 – 4.05 (m, 

2 H), 4.16 (dqd, J = 7.8, 7.1, 2.0 Hz, 2 H), 4.51 – 4.60 (m, 

1 H), 7.35 – 7.45 (m, 4 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3)  G 16.4 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 16.5 (d, 3JC,P = 6.1 Hz), 28.5, 

31.9 (d, 3JC,P = 3.9 Hz), 36.2, 44.7 (d, 1JC,P = 148.0 Hz), 

63.9 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 64.5 (d, 2JC,P = 7.1 Hz), 80.9, 

118.7, 130.0 (d, 3JC,P = 6.8 Hz), 138.4, 152.8, 155.4, 

169.9. 
31P-NMR (122 MHz, CD3OD)  G 22.48. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.38 min, 96.7 % Reinheit.  

MS (ESI) m/z    ber. für C19H32N2O7PS: 463.16, gef.: 463.17.  
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Darstellung der (((2-(Hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)(phenyl)methyl) 
phosphonsäuren 28e-f  
((3-Hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphon-
säure (28e) 

 
C16H25N2O6PS 

[404.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 11 unter Verwendung von Diethyl ((3-

hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27e) 

(428 mg, 0.93 mmol, 1.00 Äq.) und Trimethylsilylbromid (1.26 mL, 4.64 mmol, 10.0 Äq.) in 

9.5 mL trockenem Dichlormethan. Das Rohprodukt wurde mit der Aufreinigungsmethode III 
gereinigt und ((3-Hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl) 

phosphonsäure (28e) als farbloses Öl (110 mg, 0.27 mmol, 29 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.90 – 0.99 (m, 3 H), 1.30 – 1.48 (m, 4 H), 1.70 (q, 

J = 7.2 Hz, 2 H), 2.38 (t, J = 7.5 Hz, 2 H), 3.08 (d, 

J = 14.1 Hz, 1 H), 3.19 (s, 2 H), 3.52 – 3.76 (m, 1 H), 

4.23 – 4.48 (m, 1 H), 7.20 – 7.33 (m, 2 H), 7.52 – 7.67 (m, 

2 H), 8.09 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.0, 16.3 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 16.4 (d, 3JC,P = 5.7 Hz), 

22.6, 25.7, 29.2, 31.6, 32.7 (d, 3JC,P = 6.9 Hz), 44.8 (d, 
1JC,P = 148.7 Hz), 52.3, 63.1 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 63.5 (d, 
2JC,P = 6.8 Hz), 114.6 (d, 4JC,P = 2.0 Hz), 125.7 (d, 
2JC,P = 5.1 Hz), 130.7 (d, 3JC,P = 6.5 Hz), 159.0 (d, 
5JC,P = 2.4 Hz), 170.4. 

31P-NMR (121 MHz, CDCl3) G 21.59. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 7.23 min, 96.1 % Reinheit.4  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C16H26N2O6PS: 405.1244, gef.: 405.1238.  

 
4 Die angegebene HPLC-Reinheit entspricht nicht der tatsächlichen Reinheit der Verbindung, da die 

Methode nicht geeignet ist, um die N-Methylhydroxamsäure 28e neben der hydrolysierten Carbonsäure 

28e‘ zu quantifizieren. 
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((4-Hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphon-
säure (28f)  

 
C16H25N2O6PS 

[404.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß der AAV 11 aus Diethyl ((4-hexanamidophenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27f) (350 mg, 0.76 mmol, 

1.00 Äq.) und Trimethylsilylbromid (1.00 mL, 7.60 mmol, 10.0 Äq.) in 7.5 mL trockenem 

Dichlormethan. Das Rohprodukt wurde mit der Aufreinigungsmethode III gereinigt und ((4-

Hexanamidophenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonsäure (28f) 
als farbloses Öl (35 mg, 0.09 mmol, 11 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.86 – 0.99 (m, 3 H), 1.37 (h, J = 3.3 Hz, 4 H), 1.70 (t, 

J = 7.4 Hz, 2 H), 2.36 (t, J = 7.5 Hz, 2 H), 2.90 (s, 0.3 H), 

2.98 – 3.12 (m, 0.5 H), 3.17 (s, 2 H), 3.27 (s, 0.5 H), 

3.52 – 3.72 (m, 1 H), 4.22 – 4.42 (m, 1 H), 7.44 (d, 

J = 8.2 Hz, 2 H), 7.51 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 2 H), 8.07 (s, 

1 H). 
13C-NMR Nicht vorhanden.5 
31P-NMR (75 MHz, CD3OD) G 18.32. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 7.22 min, 97.2 % Reinheit.6  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C16H26N2O6PS: 405.1244, gef.: 405.1238. 

  

 
5 Aufgrund schneller Zersetzung im Lösemittel konnte das 13C-NMR-Spektrum nicht sauber 

aufgenommen werden. 
6 Die angegebene HPLC-Reinheit entspricht nicht der tatsächlichen Reinheit der Verbindung, da die 

Methode nicht geeignet ist, um die N-Methylhydroxamsäure 28f neben der hydrolysierten Carbonsäure 

28f‘ zu quantifizieren. 
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9.6.5. Darstellung von Siderophoren und Siderophorfragmenten  

9.6.5.1. Darstellung von 2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (32) 

2-Chlor-3,4-dimethoxybenzoesäure (31) 

 
C9H9ClO4 

[216.02] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von AOKI et al.228 In einem 250 mL Rundkolben 

wurde 2-Chlorovertraldehyde (2.00 g, 10.0 mmol, 1.00 Äq.) in 30 mL1,4-Dioxan gelöst und bei 

0 °C mit einer 1 M wässrigen Amidosulfonsäure-Lösung (22.0 mL, 22.0 mmol, 2.20 Äq.) und 

1 M wässriger Natriumchlorit-Lösung (22.0 mL, 22.0 mmol, 2.20 Äq.) versetzt. Der Ansatz 

wurde bei Raumtemperatur 30 min lang gerührt. Nach vollständigem Reaktionsumsatz wurde 

die Reaktion mit 2.2 M wässrige Natriumhydrogensulfit-Lösung (20.0 mL, 44.0 mmol, 4.40 Äq.) 

abgebrochen. Die wässrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 100 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser (1 x 300 mL) und gesättigter wässriger 

Natriumchlorid-Lösung (1 x 100 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, 

filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 2-Chlor-3,4-

dimethoxybenzoesäure (31) wurde als farbloser Feststoff (1.80 g, 8.31 mmol, 83 %) erhalten. 

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von AOKI et al. überein.228  

 

Analytische Daten 

Rf     0.42 (Dichlormethan/Methanol 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt   201 °C (Lit. 202-203 °C).516 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 3.74 (s, 3 H), 3.88 (s, 3 H), 7.11 (d, J = 8.8 Hz, 1 H), 

7.62 (d, J = 8.8 Hz, 1 H), 13.01 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6) G 56.3, 60.1, 110.9, 123.4, 127.2, 145.3, 156.0, 166.1. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 8.56 min, 97.4 % Reinheit.   
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2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (32) 

 
C7H5ClO4 

[187.99] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Patentvorschrift von NISHITANI et al.286 

2-Chlor-3,4-dimethoxybenzoesäure (1.73 g, 7.99 mmol, 1.00 Äq.) wurde in einem 

ausgeheizten sekurierten 250 mL SCHLENK-Kolben vorgelegt und unter Stickstoffatmosphäre 

in 10 mL trockenem Dichlormethan gelöst. Der Reaktionsansatz wurde mittels Eisbad auf 0 °C 

gekühlt und unter Rühren 1.6 M Bortribromid in n-Hexan-Lösung (12.5 mL, 20.0 mmol, 

2.50 Äq.) zugetropft. Die Lösung wurde bei Raumtemperatur 2 h lang gerührt, anschließend 

mit 15 mL entmineralisiertem Wasser versetzt und bei Raumtemperatur 24 h gerührt. Das 

Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels C18-

Umkehrphasen-Flashcchromatographie (Wasser/Acetonitril 10/1 v/v) isoliert. 2-Chlor-3,4-

dihydroxybenzoesäure (32) wurde als beiger Feststoff (950 mg, 5.04 mmol, 63 %) erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.25 (Dichlormethan/Methanol 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt   217 °C (Lit. 216-217 °C).517 
1H-NMR (300 MHz, CD3CN) G 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 1 H), 7.04 (s, 1 H), 7.43 (d, 

J = 8.5 Hz, 1 H), 7.65 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3CN) G 113.8, 122.1, 124.7, 127.5, 142.8, 149.8, 166.5. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 4.09 min, ≥ 99 % Reinheit.  

  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

495 

9.6.5.2. Darstellung von N2,N6-Bis(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-lysin (40) 
L-Lysin-methylester•2 HCl (34) 

 
C7H18Cl2N2O2 

[233.13] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von FEHLER et al.518 In einem 100 mL 

Rundkolben wurde 33 mL Methanol vorgelegt und mittels Eisbad auf 0 °C abgekühlt. 

Thionylchlorid (4.93 mL, 67.3 mmol 2.00 Äq.) wurde über 15 Minuten tropfenweise zugegeben 

und nach vollständiger Zugabe 10 min lang gerührt. L-Lysin•HCl (6.15 g, 33.7 mmol, 1.00 Äq.) 

wurde bei 0 °C portionsweise zugegeben und danach 1 h lang refluxiert. Das Lösemittel wurde 

mittels Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 60 °C entfernt. L-Lysin-

methylester•2 HCl (34) wurde als farbloser Feststoff (6.50 g, 33.4 mmol, 99 %) erhalten. Die 

spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von FEHLER et al. überein.518 

 

Analytische Daten 

Schmelzpunkt   211 °C (Lit. 204 °C).519 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)  G 1.26 – 1.64 (m, 3 H), 1.75 – 1.89 (m, 2 H), 2.74 (d, 

J = 7.0 Hz, 2 H), 3.75 (s, 3 H), 3.97 (t, J = 6.3 Hz, 1 H), 

8.14 (s, 3 H), 8.70 (s, 3 H). 
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Benzyl-2,3-bis-benzyloxy-benzoat (36) 

 
C28H24O4 

[424.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von ALLRED et al.520 In einem 

500 mL Rundkolben wurde 2,3-Dihydroxybenzoesäure (7.94 g, 50.0 mmol, 1.00 Äq.) in 

250 mL Aceton gelöst und mit Kaliumcarbonat (41.5 g, 300 mmol, 6.00 Äq.), Kaliumiodid 

(8.30 g, 50.0 mmol, 1.00 Äq.) und Benzylbromid (17.8 mL, 150 mmol, 3.00 Äq.) versetzt. Der 

Ansatz wurde bei 60 °C 24 h lang gerührt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden die 

Salze mittels BÜCHNER-Trichter abfiltriert und das Lösemittel des Filtrates unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Ethylacetat umkristallisiert und Benzyl 

2,3-bis(benzyloxy)benzoat (36) als farbloser Feststoff (18.7 g, 44.0 mmol, 88 %) erhalten. Die 

spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Veröffentlichung von ALLRED et al. 

überein.520  

 

Analytische Daten 

Rf     0.49 (Cyclohexan/Ethylacetat 9/1 v/v). 

Schmelzpunkt   55 °C (Lit. 40 °C).521 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 5.13 (s, 2 H), 5.17 (s, 2 H), 5.37 (s, 2 H), 7.06 – 7.15 (m, 

1 H), 7.19 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1 H), 7.29 – 7.53 (m, 

16 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm) tR: 19.75 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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2,3-Bis-benzyloxybenzoesäure (37)  

 
C21H18O4 

[334.37] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von ALLRED et al.520 In einem 

500 mL Rundkolben wurde Benzyl 2,3-bis(benzyloxy)benzoat (36) (18.7 g, 44.0 mmol, 

1.00 Äq.) in 180 mL Methanol gelöst und mit 5 M Natronlauge (35.0 mL, 176 mmol, 4.00 Äq.) 

versetzt. Der Ansatz wurde 3 h lang refluxiert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde 

Methanol am Rotationsverdampfer entfernt. Die verbleibende wässrige Lösung wurde mit 

10 %iger Salzsäure auf einen pH-Wert von 3 eingestellt und mit Ethylacetat (3 x 50 mL) 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 

wurde aus n-Hexan/Ethylacetat umkristallisiert und 2,3-Bis(benzyloxy)benzoesäure (37) als 

farbloser Feststoff (12.4 g, 37.2 mmol, 85 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen 

mit denen der Veröffentlichung von ALLRED et al. überein.520  

 

Analytische Daten 

Rf 0.36 (Cyclohexan/Ethylacetat 2/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure) 

Schmelzpunkt 125 °C (Lit. 124-125 °C).522 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 5.02 (s, 2 H), 5.14 (s, 2 H), 6.96 – 7.08 (m, 2 H), 7.14 

(dd, J = 7.3, 2.5 Hz, 1 H), 7.23 – 7.52 (m, 9 H).  
HPLC (Methode A, 220 nm) tR: 14.74 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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Methyl-N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-lysinat (38) 

 
C49H48N2O8 

[792.34] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MIYANAGA et al.288 In einem 

250 mL Rundkolben wurde 2,3-Bis-benzyloxy-benzoesäure (37) (2.00 g, 5.98 mmol, 1.00 Äq.) 

in 70 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (1.23 g, 5.98 mmol, 

1.00 Äq.) sowie Ethyl(hydroxyimino)cyanoacetat (0.85 g, 5.89 mmol, 1.00 Äq.) bei 0 °C 

hinzufügt und 10 min lang bei dieser Temperatur gerührt. Anschließend wurde 

N,N-Diisopropylethylamin (1.05 mL, 5.89 mmol, 1.00 Äq.) und L-Lysinmethylester•2 HCl (34) 

(697 mg, 2.99 mmol, 0.50 Äq.) hinzugegeben, das Eiswasserbad entfernt und bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Es wurden 50 mL Ethylacetat zugegeben und 30 min lang 

bei 0 °C gerührt. Der Überstand wurde abdekantiert und mit 1 M Salzsäure (2 x 50 mL), 

gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung (2 × 50 mL) and 5 %iger wässriger 

Lithiumchlorid-Lösung (2 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel entfernt. Das Rohprodukt wurde in 

Acetonitril (25 mL) gelöst und bei -20 °C für 24 h in den Tiefkühlschrank gestellt. Das Präzipitat 

wurde mittels Filtration abgetrennt und das Lösemittel des Filtrates mittels 

Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch 

(n-Hexan/Ethylacetat 1/1 v/v) isoliert und Methyl-N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-

lysinat (38) als farbloses Öl (1.72 g, 2.17 mmol, 37 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten 

stimmen mit denen der Publikation von MIYANAGA et al. überein.288 

 

Analytische Daten 

Rf     0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 1.09 – 1.33 (m, 4 H), 1.41 (dq, J = 14.5, 7.5 Hz, 1 H), 

1.68 (dd, J = 13.7, 7.9 Hz, 1 H), 3.15 (q, J = 6.9 Hz, 2 H), 

3.71 (s, 3 H), 4.62 (td, J = 7.6, 5.5 Hz, 1 H), 5.07 (s, 2 H), 

5.12 (d, J = 10.4 Hz, 1 H), 5.17 (s, 4 H), 5.20 (d, 

J = 10.3 Hz, 1 H), 7.11 – 7.21 (m, 5 H), 7.22 – 7.55 (m, 

19 H), 7.68 – 7.81 (m, 2 H), 7.87 (t, J = 5.5 Hz, 1 H), 8.47 

(d, J = 7.5 Hz, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 20.43 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-lysin (39) 

 
C48H46N2O8 

[778.33] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MIYANAGA et al.288 In einem 

250 mL Rundkolben wurde Methyl-N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-lysinat (38) (1.70 g, 

2.14 mmol, 1.00 Äq.) in 75 mL Methanol und 25 mL entmineralisiertem Wasser gelöst, mit 1 M 

wässrige Lithiumhydroxid-Lösung (19.3 mL, 19.3 mmol, 9.00 Äq.) versetzt und 

Raumtemperatur 30 min lang gerührt. Die wässrige Lösung wurde mit 5 M Salzsäure vorsichtig 

auf einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit Ethylacetat (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das 

Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-lysin 

(39) als farbloser Feststoff (1.34 g, 1.72 mmol, 85 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten 

stimmen mit denen der Publikation von MIYANAGA et al. überein.288 

 

Analytische Daten 

Rf 0.46 (Dichlormethan/Methanol 20/1 v/v + 0.1 % Ameisen-

säure). 

Schmelzpunkt   53 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 1.13 – 1.48 (m, 6 H), 1.63 – 1.81 (m, 1 H), 3.15 (q, 

J = 6.5 Hz, 2 H), 4.52 (td, J = 7.4, 5.6 Hz, 1 H), 5.07 (s, 

2 H), 5.08 – 5.25 (m, 6 H), 7.09 – 7.23 (m, 4 H), 

7.27 – 7.53 (m, 20 H), 7.67 – 7.80 (m, 2 H), 7.94 (t, 

J = 5.6 Hz, 1 H), 8.56 (d, J = 6.9 Hz, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 18.61 min, 97.9 % Reinheit.  
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N2,N6-Bis(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-lysin (40)  

 
C20H22N2O8 

[418.14] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von MIYANAGA et al.288 In einem 100 mL 

Rundkolben wurde N2,N6-bis(2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-lysin (39) (1.18 g, 1.51 mmol, 

1.00 Äq.) unter Stickstoffatmosphäre in 50 mL Methanol gelöst und Palladium auf Aktivkohle 

(161 mg, 0.15 mmol, 10 mol%) zugegeben. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur 8 h 

lang unter Wasserstoffatmosphäre (Ballon) gerührt. Anschließend wurde der Katalysator durch 

Filtration über Celite® und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt 

wurde zunächst mittels C18-Umkehrphasen-Flashchromatographie (Wasser/Acetonitril 10/1 

v/v) gereinigt, anschließend in 50 mL Ethylacetat aufgenommen und mit gesättigter wässriger 

Ethylendiamintetraessigsäure-Lösung (5 x 50 mL) gewaschen bis die organische Phase 

farblos war. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und N2,N6-Bis(2,3-

dihydroxybenzoyl)-L-lysin (40) als farbloses Öl (512 mg, 0.65mmol, 33 %) erhalten. Die 

spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Publikation von MIYANAGA et al. überein.288 

 

Analytische Daten 

Rf 0.26 (Dichlormethan/Methanol 9/1 v/v + 1 % Ameisen-

säure). 
1H NMR (300 MHz, CD3OD)  G 1.47 – 1.63 (m, 2 H), 1.63 – 1.79 (m, 2 H), 1.84 – 2.13 

(m, 2 H), 3.41 (t, J = 6.9 Hz, 2 H), 4.65 (dd, J = 8.8, 

5.1 Hz, 1 H), 6.70 (t, J = 8.0 Hz, 1 H), 6.74 (t, J = 8.0 Hz, 

1 H), 6.94 (ddd, J = 9.2, 7.9, 1.5 Hz, 2 H), 7.19 (dd, 

J = 8.1, 1.5 Hz, 1 H), 7.34 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD)  G 32.2, 40.2, 53.9, 116.8, 117.0, 118.7, 119.5, 119.6, 

119.6, 119.8, 147.1, 147.2, 149.8, 150.2, 171.1, 171.6, 

175.6. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 7.93 min, 94.8 % Reinheit.  
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9.6.5.3. Darstellung von (S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäure 
(45) 

2-(Benzyloxy)benzoylchlorid (42) 

 
C14H11ClO2 

[246.04] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MILLER et al.300 In einem 

500 mL Rundkolben wurde 2-Benzyloxybenzoesäure (7.00 g, 30.7 mmol, 1.00 Äq.) in 136 mL 

trockenem Dichlormethan sowie 70 mL trockenem Toluol gelöst und im Eisbad auf 0 °C 

abgekühlt. Es wurden drei Tropfen wasserfreies N,N-Dimethylformamid und tropfenweise 

Oxalylchlorid (20.2 mL, 239 mmol, 7.80 Äq.) zugegeben. Nach erfolgter Zugabe wurde die 

Reaktion bei 0 °C 30 min lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck 

entfernt und 2-(Benzyloxy)benzoylchlorid (42) ohne weitere Reinigung für die nächste 

Reaktion verwendet.  

  



E X P E R I M E N T A L T E I L  

502 

(S)-Benzyl-2-(2-(benzyloxy)benzamido)-2-hydroxyacetat (43) 

 
C24H23NO5 

[405.16] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MORASKI et al.523 In einem 

250 mL Rundkolben wurde 2-(Benzyloxy)benzoylchlorid (42) (8.14 g, 33.0 mmol, 1.10 Äq.) in 

140 mL Dichlormethan gelöst und mit einem Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Anschließend wurden 

L-Serinbenzylester•HCl (6.89 g, 30.0 mmol, 1.00 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (10.5 mL, 

75.0 mmol, 2.50 Äq.) hinzugefügt, das Eisbad nach 10 min entfernt und der Ansatz bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Anschließend wurde die organische Phase mit gesättigter 

wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung (2 × 150 mL), 1 M wässrige Zitronensäure-

Lösung (2 × 150 mL) und gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (1 × 150 mL) 

gewaschen. Die organische Phase wurde über wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 

und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. (S)-Benzyl 2-(2-

(benzyloxy)benzamido)-2-hydroxyacetat (43) wurde als farbloser Feststoff (12.4 g, 30.7 mmol, 

93 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen dem Patent von MILLER et 

al. überein.300 

 

Analytische Daten 

Rf     0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   117 °C (116-117 °C).300 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 3.92 (dd, J = 3.9, 1.7 Hz, 2 H), 4.89 (m, 1 H), 

5.08 – 5.28 (m, 4 H), 7.08 (dd, J = 15.7, 7.0 Hz, 2 H), 

7.28 – 7.51 (m, 10 H), 8.20 (dd, J = 7.8, 1.9 Hz, 1 H), 8.79 

(d, J = 7.1 Hz, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 13.90 min, ≥ 99 % Reinheit.   
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(S)-Benzyl 2-(2-(benzyloxy)phenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carboxylat (44) 

 
C24H21NO4 

[387.15] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MILLER et al.300 In einem 

250 mL Rundkolben wurde (S)-Benzyl-2-(2-(benzyloxy)benzamido)-2-hydroxyacetat (43) 

(6.19 g, 15.3 mmol, 1.00 Äq.) in 110 mL trockenem Tetrahydrofuran gelöst und BURGESS-

Reagenz (4.00 g, 16.8 mmol, 1.10 Äq.) unter Stickstoffatmosphäre hinzugegeben. 

Anschließend wurde der Ansatz 30 min lang refluxiert, die Reaktionslösung langsam auf 

Raumtemperatur abgekühlt und bei -20 °C im Tiefkühlschrank 24 h lang stehen gelassen. Das 

gebildete Präzipitat wurde abfiltriert und mit 200 mL Ethylacetat gewaschen. Das Lösemittel 

des Filtrates wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand in 100 mL 

Ethylacetat gelöst. Die organische Phase wurde mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-

Lösung (2 × 200 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das 

Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch 

(Cyclohexan/Ethylacetat 4/1 v/v) isoliert und (S)-Benzyl 2-(2-(benzyloxy)phenyl)-4,5-

dihydrooxazol-4-carboxylat (44) als farbloser Feststoff (3.81 g, 9.83 mmol, 64 %) erhalten. Die 

spektroskopischen Daten stimmen mit denen des Patents von MILLER et al. überein.300 

 

Analytische Daten 

Rf     0.58 (Cyclohexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 

Schmelzpunkt   68 °C (69-71 °C).300 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 4.53 – 4.74 (m, 2 H), 5.03 (dd, J = 10.6, 8.0 Hz, 1 H), 

5.21 (s, 2 H), 5.23 – 5.36 (m, 2 H), 6.97 – 7.07 (m, 2 H), 

7.25 – 7.48 (m, 9 H), 7.49 – 7.56 (m, 2 H), 7.84 (dd, 

J = 8.0, 1.8 Hz, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 12.19 min, 89.1 % Reinheit.   
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(S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäure (45) 

 
C10H9NO4 

[207.05] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von WU et al.301 In einem 250 mL Rundkolben 

wurde (S)-Benzyl 2-(2-(benzyloxy)phenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carboxylat (44) (3.90 g, 

10.1 mmol, 1.00 Äq.) in 140 mL Methanol gelöst und Palladium auf Aktivkohle (536 mg, 

0.50 mmol, 5 mol%) unter Stickstoffatmosphäre zugegeben. Die Suspension wurde bei 

Raumtemperatur 8 h lang unter Wasserstoffatmosphäre (Ballon) gerührt. Anschließend wurde 

der Katalysator durch Filtration über Celite® abgetrennt und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 10/1 

v/v) isoliert und (S)-2-(2-Hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäure (45) als farbloser 

Feststoff (1.53 g, 7.38 mmol, 73 %) gewonnen. Die spektroskopischen Daten stimmen mit 

denen der Veröffentlichung von WU et al. überein.301 

 

Analytische Daten 

Rf 0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v + 1 % Ameisen-

säure). 

Schmelzpunkt   158 °C (156-158 °C).301  
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 4.53 – 4.74 (m, 2 H), 5.03 (dd, J = 10.6, 8.0 Hz, 1 H), 

5.21 (s, 2 H), 5.25 (d, J = 11.4 Hz, 1 H), 5.31 (d, 

J = 12.3 Hz, 1 H), 6.97 – 7.07 (m, 2 H), 7.25 – 7.48 (m, 

9 H), 7.49 – 7.56 (m, 2 H), 7.84 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 5.86 min, ≥ 99 % Reinheit.  

EI + MS (70 eV, m/z (%)) 208 ([C10H9NO4]+, 13), 207 ([C10H9NO4]+, 100), 162 

([C9H8NO2]+, 69), 134 (27), 121 (21), 120 (12), 107 (41), 

92 (30), 65 (17), 64 (17), 63 (19). 
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9.6.5.4. Darstellung von (4S,5R)-2-(2,3-dihydroxyphenyl)-5-methyl-4,5-
dihydrooxazol-4-carbonsäure (49)  

2,3-Bis(benzyloxy)benzoylchlorid (46)  

 
C21H17ClO3 

[352.09] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MILLER et al.300 In einem 

250 mL Rundkolben wurde 2,3-Bis(benzyloxy)benzoesäure (37) (6.06 g, 18.1 mmol, 1.00 Äq.) 

in 80 mL trockenem Dichlormethan sowie 40 mL trockenem Toluol gelöst und mittels eines 

Eisbades auf 0 °C abgekühlt. Es wurden drei Tropfen wasserfreies N,N-Dimethylformamid und 

tropfenweise Oxalylchlorid (12.0 mL, 141 mmol, 7.80 Äq.) zugegeben. Nach erfolgter Zugabe 

wurde die Reaktion bei 0 °C 30 min lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem 

Druck entfernt und 2,3-Bis(benzyloxy)benzoylchlorid (46) ohne weitere Reinigung 

weiterverwendet.  
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Benzyl (2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-threoninat (47) 

 
C32H31NO6 

[525.22] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MORASKI et al.523 In einem 

250 mL Rundkolben wurde 2,3-Bis(benzyloxy)benzoylchlorid (46) (6.04 g, 17.1 mmol, 

1.11 Äq.) in 80 mL Dichlormethan gelöst und mit einem Eisbad auf 0 °C abgekühlt. 

Anschließend wurden L-Threoninbenzylester•HCl (374 mg, 15.4 mmol, 1.00 Äq.) und 

N,N-Diisopropylethylamin (6.00 mL, 42.8 mmol, 2.50 Äq.) hinzugefügt, das Eisbad nach 

10 min entfernt und bei Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Anschließend wurde die 

organische Phase mit gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung (2 × 80 mL), 

1 M wässriger Zitronensäure-Lösung (2 × 80 mL) und gesättigter wässriger Natriumchlorid-

Lösung (1 × 80 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Benzyl (2,3-

bis(benzyloxy)benzoyl)-L-threoninat (47) wurde als farbloses Öl (7.03 g, 13.4 mmol, 78 %) 

erhalten.  

 

Analytische Daten 

Rf             0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat 2/1 v/v) 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.17 (d, J = 6.4 Hz, 3 H), 1.79 (d, J = 5.5 Hz, 1 H), 

4.26 – 4.41 (m, 1 H), 4.81 (dd, J = 8.5, 2.8 Hz, 1 H), 5.10 

(d, J = 10.4 Hz, 1 H), 5.17 (s, 2 H), 5.18 – 5.27 (m, 3 H), 

7.08 – 7.52 (m, 16 H), 7.77 (dd, J = 6.0, 3.6 Hz, 1 H), 8.80 

(d, J = 8.5 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 20.1, 58.1, 67.2, 68.1, 71.4, 73.1, 76.1, 117.4, 123.4, 

124.4, 126.7, 127.9, 128.36, 128.38, 128.4, 128.4, 128.6, 

128.7, 129.0, 135.4, 136.3, 136.4, 147.1, 151.8, 165.9, 

170.7. 

HPLC (Methode A, 220 nm) tR: 16.83 min, ≥ 99 % Reinheit.  
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Benzyl (4S,5R)-2-(2,3-bis(benzyloxy)phenyl)-5-methyl-4,5-dihydrooxazol-4-carboxylat 
(48) 

 
C32H29NO5 

[507.21] 

Die Synthese erfolgte gemäß der einer modifizierten Vorschrift von MILLER et al.300 In einem 

250 mL Rundkolben wurde Benzyl (2,3-bis(benzyloxy)benzoyl)-L-threoninat (47) (6.03 g, 

11.5 mmol, 1.00 Äq.) in 85 mL trockenem Tetrahydrofuran gelöst und BURGESS-Reagenz 

(3.01 g, 12.6 mmol, 1.10 Äq.) unter Stickstoffatmosphäre hinzugegeben. Anschließend wurde 

der Ansatz 30 min lang refluxiert, auf Raumtemperatur abgekühlt und bei -20 °C im 

Tiefkühlschrank 24 h lang stehen gelassen. Das gebildete Präzipitat wurde abfiltriert und mit 

200 mL Ethylacetat gewaschen. Das Lösemittel des Filtrates wurde unter vermindertem Druck 

entfernt und der Rückstand in 100 mL Ethylacetat gelöst. Die organische Phase wurde mit 

gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (2 × 200 mL) gewaschen, mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das 

Produkt wurde säulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 10/1 v/v) isoliert und Benzyl 

(4S,5R)-2-(2,3-bis(benzyloxy)phenyl)-5-methyl-4,5-dihydrooxazol-4-carboxylat (48) als 

farbloses Öl (4.80 g, 9.46 mmol, 82 %) erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung 

für die nächste Reaktion verwendet.  
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(4S,5R)-2-(2,3-dihydroxyphenyl)-5-methyl-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäure (49) 

 
C11H11NO5 

[237.06] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von WU et al.301 In einem 250 mL Rundkolben 

wurde (4S,5R)-2-(2,3-bis(benzyloxy)phenyl)-5-methyl-4,5-dihydrooxazol-4-carboxylat (48) 

(4.60 g, 9.06 mmol, 1.00 Äq.) in 100 mL Methanol gelöst und Palladium auf Aktivkohle 

(964 mg, 0.10 mmol, 10 mol%) unter Stickstoffatmosphäre zugegeben. Die Suspension wurde 

beim Raumtemperatur 1 h lang unter Wasserstoffatmosphäre (Ballon) gerührt. Anschließend 

wurde der Katalysator durch Filtration über Celite® und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol) 

isoliert und (4S,5R)-2-(2,3-dihydroxyphenyl)-5-methyl-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäure (49) 

als gelber Feststoff (1.95 g, 8.22 mmol, 91 %) gewonnen. Die spektroskopischen Daten 

stimmen mit denen der Veröffentlichung von TAKEUCHI et al. überein.524  

 

Analytische Daten 

Rf 0.26 (Dichlormethan/Methanol 9/1 v/v + 1 % Ameisen-

säure). 

Schmelzpunkt   Zersetzung 117-124 °C (116-124°C).524 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.46 (d, J = 6.4 Hz, 3 H), 5.02 (d, J = 10.1 Hz, 1 H), 5.16 

(dq, J = 10.0, 6.4 Hz, 1 H), 6.75 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 6.96 

(dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H), 7.16 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3)  G 15.8, 69.5, 77.2, 110.0, 117.8, 118.7, 119.5, 145.8, 

148.5, 166.7, 170.5. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  Partielle Hydrolyse auf der Säule. 

HPLC (Methode B, 254 nm)  Mehrere Peaks aufgrund von Dissoziation.  
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9.6.5.5. Darstellung von tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-
dihydrooxazol-4-carbonyl)-N6-palmitoyl-L-lysinat (55) 

tert-Butyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat (51) 

 
C18H28N2O4 

[336.20] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von WU et al.301 In einem 1000 mL 

Rundkolben wurde Nα-(Carbobenzyloxy)-L-lysin (50) (14.3 g, 50.0 mmol, 1.00 Äq.) in 375 mL 

tert-Butylacetat gelöst, Perchlorsäure (4.53 mL, 75.0 mmol, 1.50 Äq.) tropfenweise zugegeben 

und bei Raumtemperatur 20 h lang gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 mL 

1 M Salzsäure beendet und die wässrige Phase mit gesättigter wässriger 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Die organische Phase 

wurde abgetrennt und die wässrige Phase mit Ethylacetat (2 × 100 mL) extrahiert. Die 

vereinten organischen Phasen wurden mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung 

(1 × 500 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das 

Lösemittel im Hochvakuum entfernt. tert-Butyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat wurde als 

farbloses Öl (51) erhalten und ohne weitere Reinigung weiterverwendet.  
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tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat (52)  

 
C25H32N2O6 

[456.23] 

Die Synthese erfolgte gemäß der einer modifizierten Vorschrift von WU et al.301 In einem 

1000 mL Rundkolben wurde Dibenzoylperoxid (25 % Wassergehalt, 18.9 g, 58.5 mmol, 

1.17 Äq.) in 200 mL Dichlormethan gelöst, mit 200 mL 

Natriumhydrogencarbonat/Natriumhydroxid-Puffer mit einem pH-Wert von 10.5 versetzt und 

stark gerührt. tert-Butyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat (51) wurde in 100 mL Dichlormethan 

gelöst, bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 4 h zur Dibenzoylperoxid-Lösung 

zugetropft und weitere 4 h lang gerührt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die 

wässrige Phase mit Dichlormethan (2 × 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden mit gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (3 x 300 mL) gewaschen, mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v) 

isoliert und tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat (52) als farbloses Öl 

(15.9 g, 34.8 mmol, 70 % über 2 Schritte) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit 

denen der Veröffentlichung von WU et al. überein.301  

 

Analytische Daten 

Rf     0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.45 (s, 9 H), 1.58 (s, 1 H), 1.66 (h, J = 6.2 Hz, 3 H), 

1.86 (s, 1 H), 3.12 (t, J = 7.1 Hz, 2 H), 4.27 (q, J = 6.9 Hz, 

1 H), 5.10 (s, 2 H), 5.30 (d, J = 8.2 Hz, 1 H), 7.28 – 7.38 

(m, 4 H), 7.40 – 7.51 (m, 2 H), 7.53 – 7.64 (m, 1 H), 7.87 

(s, 1 H), 7.97 – 8.07 (m, 2 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 16.22 min, 98.0 % Reinheit.  

MS (ESI) m/z    ber. für C25H32N2O8: 457.23, gef.: 457.23. 
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tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-N6-palmitoyl-L-lysinat (53) 

 
C41H62N2O7 

[694.46] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von WU et al.301 In einem 100 mL Rundkolben 

wurde tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat (52) (2.28 g, 5.00 mmol, 

1.00 Äq.) in 25 mL Aceton gelöst und mittels Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Die Lösung wurde mit 

Kaliumcarbonat (691 mg, 5.00 mmol, 1.00 Äq.) versetzt, Palmitinsäurechlorid (4.56 mL, 

5.00 mmol, 1.00 Äq.) tropfenweise zugegeben und bei Raumtemperatur 1 h lang gerührt. 

Kaliumcarbonat wurde mittels Filtration abgetrennt und das Lösemittel unter vermindertem 

Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 4/1 

v/v) gereinigt und tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-N6-palmitoyl-L-lysinat 

(53) als farbloses Öl (2.80 g, 4.03 mmol, 81 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten 

stimmen mit denen der Veröffentlichung von WU et al. überein.301  

 

Analytische Daten 

Rf     0.63 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 3 H), 1.21 – 1.32 (m, 24 H), 1.43 (m, 

2 H), 1.47 (s, 9 H), 1.56 – 1.90 (m, 6 H), 2.29 (t, 

J = 7.5 Hz, 2 H), 3.82 (t, J = 7.1 Hz, 2 H), 4.26 (dd, 

J = 16.2, 7.4 Hz, 1 H), 5.11 (s, 2 H), 5.35 (d, J = 8.1 Hz, 

1 H), 7.29 – 7.39 (m, 5 H), 7.54 (t, J = 7.7 Hz, 2 H), 

7.65 – 7.74 (m, 1 H), 8.06 – 8.16 (m, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 14.1, 22.2, 22.7, 24.4, 26.9, 28.0, 29.2, 29.4, 29.5, 29.6, 

29.7, 29.7, 31.9, 32.4, 54.2, 66.8, 76.6, 77.0, 77.5, 82.1, 

126.9, 128.1, 128.1, 128.5, 128.9, 130.0, 134.4, 136.4, 

155.9, 164.5, 171.4. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 27.72 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C41H63N2O7: 695.4630, gef.: 695.4632. 
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tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N6-palmitoyl-L-lysinat (54) 

 
C33H56N2O5 

[560.42] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von WU et al.301 In einem 10 mL 

Rundkolben wurde tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-N6-palmitoyl-L-lysinat 

(53) (695 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) unter Stickstoffatmosphäre in 4 mL Methanol gelöst und 

mit Eisessig (86 μL, 1.50 mmol, 1.50 Äq.) versetzt. Der Lösung wurde Palladium auf Aktivkohle 

(964 mg, 0.10 mmol, 10 mol%) zugegeben und die resultierende Suspension bei 

Raumtemperatur 5 h lang unter Wasserstoffatmosphäre (Ballon) gerührt. Anschließend wurde 

der Katalysator durch Filtration über wenig Celite® entfernt und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck evaporiert. Der Rückstand wurde in 10 mL Ethylacetat aufgenommen und 

mit gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung (1 x 2 mL) sowie gesättigter 

wässriger Natriumchlorid-Lösung (1 x 5 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N6-palmitoyl-L-lysinat (54) wurde als farbloser Feststoff 

(200 mg, 0.36 mmol, 36 %) erhalten. Aufgrund ihrer Instabilität wurde Verbindung wurde die 

Identität nur massenspektrometrisch charakterisiert und ohne weitere Analytik für den 

nächsten Reaktionsschritt verwendet.  

 

Analytische Daten 

HRMS (ESI) m/z   ber. für C33H57N2O5: 561.4262, gef.: 561.4235.
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tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonyl)-
N6-palmitoyl-L-lysinat (55) 

 
C43H63N3O8 

[749.46] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer Vorschrift von WU et al.301 In einem 25 mL Rundkolben 

wurden tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N6-palmitoyl-L-lysinat (54) (901 mg, 1.61 mmol, 1.00 Äq.) 

und (S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonsäure (45) (333 mg, 1.61 mmol, 

1.00 Äq) in 6 mL Dichlormethan gelöst und mit 1-Hydroxybenzotriazol (369 mg, 2.41 mmol, 

1.50 Äq.) und EDC•HCl (462 mg, 2.41 mmol, 1.50 Äq.) versetzt. Die Lösung wurde bei 

Raumtemperatur 4 h lang gerührt und die Reaktion durch Zugabe von 20 mL Eiswasser 

beendet. Die organische Phase wurde separiert, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, 

filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde 

säulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 10/1 v/v) gereinigt und tert-Butyl N6-

(benzoyloxy)-N2-((S)-2-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydrooxazol-4-carbonyl)-N6-palmitoyl-L-

lysinat (55) als farbloses Öl (200 mg, 0.27 mmol, 17 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten 

stimmen mit denen der Veröffentlichung von WU et al. überein.301  

 

Analytische Daten 

Rf     0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat 10/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3)  G 0.82 – 0.92 (m, 3 H), 1.17 – 1.34 (m, 24 H), 1.36 (s, 

2 H), 1.42 (s, 2 H), 1.46 (s, 9 H), 1.53 – 1.93 (m, 3 H), 

2.21 (q, J = 7.3 Hz, 2 H), 3.75 (t, J = 7.1 Hz, 2 H), 4.45 

(td, J = 7.5, 5.5 Hz, 1 H), 4.54 – 4.72 (m, 2 H), 4.94 (dd, 

J = 10.5, 8.5 Hz, 1 H), 6.82 – 6.93 (m, 2 H), 7.00 (dd, 

J = 8.4, 1.1 Hz, 1 H), 7.39 (ddd, J = 8.8, 7.2, 1.7 Hz, 1 H), 

7.50 (dd, J = 8.4, 7.1 Hz, 2 H), 7.60 – 7.71 (m, 2 H), 

8.00 – 8.11 (m, 2H), 11.38 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3)  G 14.3, 22.6, 22.8, 24.5, 26.8, 28.1, 29.4, 29.5, 29.6, 29.7, 

29.8, 32.1, 32.3, 42.3, 52.7, 68.3, 69.8, 76.7, 77.2, 77.4, 

77.6, 82.6, 110.1, 117.1, 119.2, 127.0, 128.7, 129.0, 

130.1, 134.4, 134.5, 160.0, 164.6, 168.0, 170.4, 170.9. 
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HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 26.89 min, 94.2 % Reinheit.  
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9.6.5.6. Darstellung der geschützten (S)-3-amino-1-hydroxyazepan-2-one  

(S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxoazepan-1-yl benzoat (57) 

 
C21H22N2O5 

[382.15] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von WU et al.301 In einem 100 mL 

Rundkolben wurde tert-Butyl N6-(benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-L-lysinat (52) (5.02 g, 

11.0 mmol, 1.00 Äq.) in 33 mL Dichlormethan gelöst und auf 0 °C abgekühlt. Die Lösung 

wurde mit Trifluoressigsäure (16.4 mL, 214 mmol, 19.5 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur 

4 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rückstand in 

40 mL Ethylacetat aufgenommen und mit gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat-

Lösung auf einen pH-Wert von 6 eingestellt. Die organische Phase wurde separiert, mit 

gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (2 x 30 mL) gewaschen, mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt 

und N6-(Benzoyloxy)-N2-((benzyloxy)carbonyl)-L-lysin (56) wurde als farbloses Öl gewonnen 

und ohne weitere Reinigung im nächsten Schritt verwendet. Das Intermediat 56 wurde in 

100 mL Dichlormethan gelöst (Lösung 1). In einem 250 mL Rundkolben wurden EDC•HCl 

(5.67 g, 29.6 mmol, 2.69 Äq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (3.61 g, 29.6 mmol, 2.69 Äq.) und 

4-(Dimethylamino)pyridin•HCl (4.70 g, 29.6 mmol, 2.69 Äq.) in 250 mL Dichlormethan gelöst 

(Lösung 2) und auf 40 °C erwärmt. Über einen Zeitraum von 8 h wurde die Lösung 1 der 40 °C-

warmen Lösung 2 getropft. Anschließend wurde der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur 

weitere 16 h lang gerührt. Der Ansatz wurde mit 1 M Salzsäure (1 x 100 mL) und gesättigter 

Natriumchlorid-Lösung (2 x 300 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 3/1 v/v) 

gereinigt und (S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxoazepan-1-yl benzoat (57) wurde als 

farbloses Öl (3.20 g, 8.37 mmol, 76 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit 

denen der Veröffentlichung von WU et al. überein.301 

 

Analytische Daten 

Rf     0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat 2/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.61 – 1.97 (m, 4 H), 2.05 – 2.22 (m, 2 H), 3.64 – 3.76 

(m, 1 H), 3.98 – 4.10 (m, 1 H), 4.42 – 4.54 (m, 1 H), 5.11 

(s, 2 H), 6.07 (d, J = 6.3 Hz, 1 H), 7.30 – 7.38 (m, 5 H), 
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7.47 (t, J = 7.8 Hz, 2 H), 7.64 (t, J = 7.5 Hz, 1 H), 8.09 (d, 

J = 7.5 Hz, 2 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) G 26.27, 27.88, 31.97, 53.49, 53.63, 66.81, 126.70, 

128.00, 128.10, 128.53, 128.72, 130.17, 134.24, 136.44, 

155.51, 163.74, 168.70. 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 13.66 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C21H23N2O5: 383.1601, gef.: 383.1603.  
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(S)-3-Amino-2-oxoazepan-1-yl benzoat (58) 

 
C13H16N2O3 

[248.12] 

Die Synthese erfolgte gemäß der einer modifizierten Vorschrift von WU et al.301 In einem 

250 mL Rundkolben wurde (S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-2-oxoazepan-1-yl benzoat 

(57) (2.28 g, 7.50 mmol, 1.00 Äq.) in 30 mL Methanol und 7.5 mL Trifluoressigsäure unter 

Stickstoffatmosphäre gelöst und Palladium auf Aktivkohle (10 % m/m, 798 mg, 0.75 mmol) 

hinzugegeben. Unter Wasserstoffatmosphäre (Ballon) wurde der Ansatz bei Raumtemperatur 

1 h lang gerührt. Anschließend wurde die Suspension über wenig Kieselgel filtriert und mit 

Methanol nachgespült. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der 

Rückstand in 15 mL Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit gesättigter 

atriumhydrogencarbonat-Lösung (2 x 10 mL) und gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung 

(1 x 10 mL) gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel 

unter vermindertem Druck entfernt. (S)-3-Amino-2-oxoazepan-1-yl benzoat (58) wurde als 

farbloser Feststoff (1.68 g, 6.77 mmol, 90 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen 

mit denen der Veröffentlichung von WU et al. überein.301 

 

Analytische Daten 

HPLC (Methode A, 220 nm)  tR: 6.66 min.7 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3) G 1.94 (s, 6 H), 3.52 – 3.80 (m, 2 H), 3.84 – 4.16 (m, 1 H), 

6.14 (s, 2 H), 7.34 – 7.46 (m, 2 H), 7.51 – 7.62 (m, 1 H), 

7.76 (dt, J = 8.6, 2.0 Hz, 1 H), 8.03 (td, J = 7.6, 1.4 Hz, 

1 H). 
HRMS (ESI) m/z   ber. für C13H17N2O3: 249.1234, gef.: 249.1238. 

  

 
7 Aufgrund sehr schlechter Absorption war keine Reinheitsangabe möglich.  
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3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-N-(tert-butoxycarbonyl)-L-alanin (60) 

 
C16H22N2O6 

[338.15] 
Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von MITRA und GANESH.465 In einem 

250 mL Rundkolben wurde 3-Amino-N-(tert-butoxycarbonyl)-L-alanin (59) (5.00 g, 24.5 mmol, 

1.00 Äq.) in 50 mL entmineralisiertem Wasser gelöst und auf 0 °C abgekühlt. 

Natriumhydrogencarbonat (8.23 g, 97.9 mmol, 4.00 Äq.) wurde portionsweise hinzugefügt und 

anschließend Benzylchloroformat (4.28 mL, 29.4 mmol, 1.20 Äq.) tropfenweise zugegeben. 

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur 6 h lang gerührt und die wässrige Phase 

anschließend mit Diethylether (3 x 50 mL) gewaschen. Danach wurde die wässrige Phase mit 

10 %iger wässriger Zitronensäure-Lösung angesäuert und mit Ethylacetat (3 x50 mL) 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 3-

(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-N-(tert-butoxycarbonyl)-L-alanin (60) wurde als farbloser 

Feststoff (5.61 g, 16.6 mmol, 68 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen 

der Veröffentlichung von WU et al. überein.301 

 

Analytische Daten 

Rf     0.31 (Dichlormethan/Aceton/Methanol 65/20/15 v/v/v). 

Schmelzpunkt   99-101 °C. 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.38 – 1.59 (m, 2 H), 1.65 – 2.05 (m, 4 H), 3.95 (t, 

J = 6.9 Hz, 2 H), 4.20 (dd, J = 8.9, 4.7 Hz, 1 H), 5.05 (s, 

2 H), 7.21 – 7.38 (m, 5 H), 7.38 – 7.53 (m, 3 H), 7.80 (s, 

1 H), 8.22 – 8.33 (m, 2 H). 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 10.88 min, 95.3 % Reinheit.  
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(S,Z)-N-(5-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-5-carboxypentyl)-1-phenylmethaniminoxid 
(64) 

 
C21H24N2O5 

[384.17] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von WALZ et al.307 In einem 500 mL 

Rundkolben wurde Kaliumhydroxid (741 mg, 13.2 mmol, 1.05 Äq.) in 150 mL Methanol gelöst 

und mit 3 Å Molsieb (5.00 g) sowie Cbz-L-Lysin (50) (3.60 g, 12.6 mmol, 1.00 Äq.) versetzt. 

Sobald sich Cbz-L-Lysin vollständig gelöst hat, wurde frisch destilliertes Benzaldehyd 

(1.41 mL, 13.8 mmol, 1.10 Äq.) zugegeben und die Reaktion bei Raumtemperatur 16 h lang 

gerührt. Die Suspension wurde filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt. 

Das entstandene (E/Z)-N6-Benzyliden-N2-((benzyloxy)carbonyl)-L-lysin (62) wurde in 120 mL 

Methanol gelöst und mittels Eisbad auf 0 °C abgekühlt (Lösung 1). In einem zweiten 500 mL 

Rundkolben wurde mit Wasser angefeuchtete m-Chlorperbenzoesäure (77 % w/w) (3.38 g, 

15.1 mmol, 1.20 Äq.) in 150 mL Methanol gelöst (Lösung 2). Die Lösung 2 wurde tropfenweise 

über einen Zeitraum von einer Stunde zur Lösung 1 gegeben und bei 0 °C weitere 2 h lang 

gerührt. Die Reaktionslösung wurde filtriert und das Lösemittel unter vermindertem Druck 

entfernt. (2S)-2-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-6-(3-phenyl-1,2-oxaziridin-2-yl)hexansäure (63) 

wurde als farbloses Öl erhalten und ohne weitere Reinigung für den nächsten Reaktionsschritt 

verwendet. Unter Stickstoffatmosphäre wurde 63 in 25 mL Dichlormethan und 25 mL 

Trifluoressigsäure gelöst und bei Raumtemperatur 1 h lang gerührt, um die Isomerisierung 

zum Nitron 68 zu vervollständigen. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, 

der Rückstand in 180 mL Ethylacetat aufgenommen und unter Stickstoffatmosphäre mittels 

Eisbad auf 0 °C abgekühlt. 3 mL Benzaldehyd wurde zu dem Ansatz gegeben und bei 

Raumtemperatur 16 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt 

und das Rohprodukt säulenchromatographisch (Dichlormethan/Aceton 4/1 v/v → 

Dichlormethan/Aceton/Methanol 65/20/15 v/v/v) gereinigt. (S,Z)-N-(5-

(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-5-carboxypentyl)-1-phenylmethaniminoxid (64) wurde als 

gelbes Öl (2.10 g, 5.47 mmol, 43 %) erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit 

denen der Veröffentlichung von WALZ et al. überein.307 
 

Analytische Daten 

Rf     0.31 (Dichlormethan/Aceton/Methanol 65/20/15 v/v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.38 – 1.59 (m, 2 H), 1.65 – 2.05 (m, 4 H), 3.95 (t, 

J = 6.9 Hz, 2 H), 4.20 (dd, J = 8.9, 4.7 Hz, 1 H), 5.05 (s, 
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2 H), 7.21 – 7.38 (m, 5 H), 7.38 – 7.53 (m, 3 H), 7.80 (s, 

1 H), 8.22 – 8.33 (m, 2 H). 
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N2-((Benzyloxy)carbonyl)-N6-hydroxy-L-lysin (65) 

 
C14H20N2O5 

[296.14] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von WALZ et al.307 In einem 100 mL 

Rundkolben wurden (S,Z)-N-(5-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-5-carboxypentyl)-1-

phenylmethaniminoxid (64) (2.10 g, 5.56 mmol, 1.00 Äq) und Hydroxylamin•HCl (418 mg, 

6.01 mmol, 1.10 Äq.) in 20 mL Methanol gelöst und 20 min lang auf 60 °C erhitzt. Das 

Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rückstrand in 20 mL 

entmineralisiertem Wasser aufgenommen und mit Diethylether (5 x 20 mL) gewaschen. Das 

Wasser wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt im Hochvakuum 

getrocknet. N2-((Benzyloxy)carbonyl)-N6-hydroxy-L-lysin (65) wurde als farbloser Feststoff 

(1.60 g, 5.40 mmol, 99 %) gewonnen. Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der 

Veröffentlichung von WALZ et al. überein.307  

 

Analytische Daten 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD)  G 1.43 – 2.01 (m, 6 H), 3.22 (t, J = 7.7 Hz, 2 H), 3.73 (s, 

1 H), 4.19 (dd, J = 8.9, 4.8 Hz, 1 H), 5.11 (d, J = 1.7 Hz, 

2 H), 7.25 – 7.43 (m, 5 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD) G 23.8, 24.1, 32.1, 51.9, 55.1, 67.7, 128.8, 129.1, 129.5, 

138.1, 158.7, 174.4. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 8.58 min, ≥ 99 % Reinheit. 
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Benzyl (S)-(1-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-oxoazepan-3-yl)carbamat (66) 

 
C30H36N2O4Si 

[516.24] 

Die Synthese erfolgte gemäß einer modifizierten Vorschrift von GHOSH et al.298 

N2-((Benzyloxy)carbonyl)-N6-hydroxy-L-lysin (69) (3.36 g, 11.3 mmol, 1.00 Äq.) in 320 mL 

Acetonitril und 92 mL N,N-Dimethylformamid gelöst und über einen Zeitraum von 4 h zu einer 

Lösung aus O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N′,N′-tetramethyluronium-hexafluorphosphat 

(HATU) (5.17 g, 13.6 mmol, 1.20 Äq.) und N,N-Diisopropylethylamin (2.94 mL, 16.8 mmol, 

1.48 Äq.) in 178 mL Acetonitril und 51 mL N,N-Dimethylformamid in einem 1000 mL 

Rundkolben getropft. Anschließend wurde der Ansatz bei Raumtemperatur 24 h lang gerührt. 

Der Reaktionsansatz wurde unter vermindertem Druck auf ca. 50 mL eingeengt, mithilfe einer 

Pipette in einen 250 mL Rundkolben überführt und auf 0 °C abgekühlt. Unter Rühren wurden 

tert-Butyldiphenylchlorsilan (7.37 mL, 28.3 mmol, 2.50 Äq.) und Imidazol (3.71 g, 54.4 mmol, 

4.80 Äq.) zugegeben und bei 40 °C 24 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter 

vermindertem Druck entfernt, der Rückstand in 120 mL Ethylacetat aufgenommen und mit 

gesättigter wässriger Natriumchlorid-Lösung (3 x 120 mL) gewaschen. Die organische Phase 

wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösemittel unter 

vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch 

(n-Hexan/Ethylacetat 3/1 v/v) gereinigt und Benzyl (S)-(1-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-

oxoazepan-3-yl)carbamat (66) als farbloses Öl (2.30 g, 4.45 mmol, 39 %) gewonnen.  

 

Analytische Daten 

Rf     0.61 (Cyclohexan/Ethylacetat 1/1 v/v). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD)  G 1.09 (s, 9 H), 1.40 – 1.75 (m, 4 H), 3.40 – 3.70 (m, 2 H), 

4.08 (dd, J = 10.3, 8.2 Hz, 1 H), 5.02 (s, 2 H), 5.85 (s, 

1 H), 7.11 – 7.80 (m, 15 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3CN)  G 19.7, 25.7, 26.9, 27.5, 31.5, 53.7, 54.4, 66.5, 128.1, 

128.1, 128.3, 128.4, 129.0, 130.7, 130.7, 132.7, 133.1, 

136.5, 136.7, 155.8, 170.9.  
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9.6.6. Darstellung von Siderophor-Konjugaten 

Diethyl ((3-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-
oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (67a)  

 
C20H35N2O6PS 

[462.20] 

Diethyl ((3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27c) (2.00 g, 3.37 mmol, 1.00 Äq) wurde in 35 mL Ethanol 

gelöst und mit Hydrazin•H2O (327 µL, 6.75 mmol, 2.00 Äq.) versetzt. Das Lösemittel wurde 

mittels Stickstoffstrom entfernt, der Rückstand in wenig Dichlormethan gelöst und mittels 

Rotationsverdampfer ohne Hitze an Kieselgel adsorbiert. Nach säulenchromatographischer 

Reinigung (Dichlormethan/Methanol 3/1 v/v + 1 % Triethylamin) wurde ein Gemisch aus 

Diethyl ((3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)-phosphonat (67a) und Triethylamin als farbloses Öl erhalten. Die 
1H-NMR Ausbeute von Diethyl ((3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (67a) beträgt (827 mg, 

1.79 mmol, 53 %). Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung für die nachfolgende 

Reaktion verwendet.  

 

Analytische Daten 

Rf 0.26 (Dichlormethan/Methanol 3/1 v/v + 1 % Triethyl-

amin). 
1H-NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.16 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 1.34 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 

3 H), 1.40 – 1.64 (m, 4 H), 1.71 (td, J = 8.4, 4.4 Hz, 2 H), 

1.77 – 1.89 (m, 2 H), 2.90 – 2.99 (m, 2 H), 3.19 (s, 3 H), 

3.28 (s, 0.5 H, Signal überlagert mit CD3OD), 3.63 (dd, 

J = 14.5, 2.5 Hz, 1 H), 3.83 – 4.05 (m, 4 H), 4.13 – 4.25 

(m, 2 H), 4.57 (d, J = 20.7 Hz, 1 H), 6.88 (dq, J = 8.3, 

1.4 Hz, 1 H), 7.00 – 7.07 (m, 1 H), 7.09 (q, J = 2.1 Hz, 

1 H), 7.26 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 8.44 (s, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3)  G 16.5, 16.8, 26.7, 27.2, 28.5, 30.0, 36.4, 40.7, 49.3 (d, 

4JC,P = 74.3 Hz), 115.5, 116.6, 123.0, 130.5 (d, 
4JC,P = 1.8 Hz), 137.5, 160.6 (d, 4JC,P = 2.1 Hz), 168.2. 

31P-NMR (121 MHz, CD3OD)  G 22.31. 



E X P E R I M E N T A L T E I L  

524 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 7.58 min, 97.6 % Reinheit8.  

MS (ESI) m/z    ber. für C20H36N2O6PS: 463.20, gef.: 463.20.

 
8 Die angegebene HPLC-Reinheit entspricht nicht der tatsächlichen Reinheit der Verbindung, da die 

Methode nicht geeignet ist, um Triethylamin zu quantifizieren. 
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Diethyl ((4-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-
oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (67b) 

 
C20H35N2O6PS 

[462.20] 

Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (27d) (593 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq) wurde in 10 mL Ethanol 

gelöst und mit Hydrazin•H2O (97 µL, 2.00 mmol, 2.00 Äq.) versetzt. Das Lösemittel wurde 

mittels Stickstoffstrom entfernt, der Rückstand in wenig Dichlormethan gelöst und mittels 

Rotationsverdampfer ohne Hitze an Kieselgel adsorbiert. Nach säulenchromatographischer 

Reinigung mit einem Eluentengemisch bestehend aus Dichlormethan/Methanol 3/1 v/v + 1 % 

Triethylamin wurde ein Gemisch aus Diethyl ((4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-

yl)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)-phosphonat (67b) 

und Triethylamin als farbloses Öl erhalten. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung für 

die nachfolgende Reaktion verwendet.  

 

Analytische Daten 

Rf 0.26 (Dichlormethan/Methanol 3/1 v/v + 1 % Triethyl-

amin). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) G 1.05 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 1.30 – 1.46 (m, 4 H), 

1.49 –  1.64 (m, 2 H), 1.65 – 1.78 (m, 2 H), 2.75 (t, 

J = 7.5 Hz, 2 H), 3.06 (s, 3 H), 3.51 (dd, J = 14.8, 1.8 Hz, 

1 H), 3.69 – 4.15 (m, 6 H), 4.50 (d, J = 19.6 Hz, 1 H), 

6.83 – 6.95 (m, 2 H), 7.24 – 7.36 (m, 2 H), 10.16 (s, 1 H). 
13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6)  G 16.5 (d, 3JC,P = 5.5 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.5 Hz), 25.5, 

26.0, 27.3, 28.9, 32.6 (d, 2JC,P = 6.6 Hz), 39.1, 43.3 (d, 
1JC,P = 145.1 Hz), 62.9 (d, 2JC,P = 7.0 Hz), 63.0 (d, 
2JC,P = 6.6 Hz), 67.7, 114.7, 127.6 (d, 2JC,P = 4.5 Hz), 

130.9 (d, 3JC,P = 6.6 Hz), 158.5, 169.0. 
31P-NMR (243 MHz, DMSO-d6)  G 22.22. 

HPLC (Methode A, 254 nm)  tR: 8.41 min, ≥ 99 % Reinheit.  

HRMS (ESI) m/z   ber. für C20H36N2O6PS: 463.2026, gef.: 463.2034. 
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Diethyl ((3-((6-(2,3-dihydroxybenzamido)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-
2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (68a) 

 
C27H39N2O9PS 

[598.21] 

2,3-Dihydroxybenzoesäure (91 mg, 0.59 mmol, 1.10 Äq) wurde in 3 mL trockenem 

Tetrahydrofuran in einem ausgeheizten Rundkolben vorgelegt, mit 1,1'-Carbonyldiimidazol 

(130 mg, 0.80 mmol, 1.50 Äq.) versetzt und 1 h lang bei Raumtemperatur gerührt. Diethyl ((3-

((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat 

(67a) (250 mg, 0.54 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 2 mL trockenem Tetrahydrofuran gelöst, dem 

Reaktionssatz zugegeben und weitere 16 h lang bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösemittel 

wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde mittels C18-Umkehrphasen-

Flashchromatographie mit einem Eluentengemisch bestehend aus Wasser/Acetonitril isoliert 

und Diethyl ((3-((6-(2,3-dihydroxybenzamido)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (68a) als farbloses Öl (156 mg, 0.26 mmol, 49 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 

Rf             0.13 (Dichlormethan/Methanol 10/1 v/v). 

Schmelzpunkt   158 °C. 
1H NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.14 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 1.32 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 

3 H), 1.43 – 1.66 (m, 7 H), 1.73 – 1.88 (m, 2 H), 3.17 (s, 

3 H), 3.24 (d, J = 8.1 Hz, 1 H), 3.61 (dd, J = 14.5, 2.5 Hz, 

1 H), 3.81 – 4.06 (m, 2 H), 4.00 (t, J = 6.4 Hz, 2 H), 

4.10 – 4.22 (m, 2 H), 4.54 (d, J = 20.8 Hz, 1 H), 

6.82 – 6.93 (m, 2 H), 6.98 – 7.11 (m, 2 H), 7.24 (t, 

J = 7.9 Hz, 1 H), 7.27 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1 H), 7.74 (dd, 

J = 8.0, 1.7 Hz, 1 H). 
13C-NMR (75 MHz, CD3OD)  G 16.5 (d, 3JC,P = 5.9 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 5.6 Hz), 26.8, 

27.5, 30.2, 30.7, 32.4 (d, 2JC,P = 8.3 Hz), 36.4, 42.0, 65.0 

(d, 2JC,P = 10.2 Hz), 68.9, 115.4, 115.5 (d, 3JC,P = 2.4 Hz), 

116.8 (d, 5JC,P = 6.5 Hz), 119.3, 123.0, 128.4, 129.9, 

130.5, 137.5 (d, 2JC,P = 4.9 Hz), 140.8, 156.0, 156.8, 

160.6, 171.5, 173.4. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD)  G 22.32. 
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MS (ESI) m/z:    ber. für C27H38N2O9PS + 2 Na+: 643.18, gef.: 643.21. 
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Diethyl ((3-((6-(2-chloro-3,4-dihydroxybenzamido)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(meth-
yl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (68b) 

 
C27H38ClN2O9PS 

[632.17] 

2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (32) (233 mg, 1.23 mmol, 1.10 Äq) wurde in 3 mL 

trockenem Tetrahydrofuran in einem ausgeheizten Rundkolben vorgelegt, mit 1,1'-

Carbonyldiimidazol (200 mg, 1.23 mmol, 1.50 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur 1 h lang 

gerührt. Diethyl ((3-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-

oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (67a) (480 mg, 1.03 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 2 mL 

trockenem Tetrahydrofuran gelöst, dem Reaktionssatz zugegeben und bei Raumtemperatur 

weitere 16 h lang gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das 

Produkt wurde mittels C18-Umkehrphasen-Flashchromatographie mit einem Eluentengemisch 

bestehend aus Wasser/Acetonitril isoliert und Diethyl ((3-((6-(2-chlor-3,4-

dihydroxybenzamido)hexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)meth-

yl)phosphonat (68b) als farbloses Öl (327 mg, 0.52 mmol, 50 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 
1H NMR (300 MHz, CD3OD) G 1.14 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 3 H), 1.32 (td, J = 7.1, 0.6 Hz, 

3 H), 1.49 – 1.55 (m, 7 H), 1.64 (q, J = 7.0 Hz, 1 H), 1.80 

(q, J = 6.7 Hz, 2 H), 3.17 (s, 3 H), 3.18 – 3.28 (m, 3 H), 

3.61 (dd, J = 14.5, 2.6 Hz, 1 H), 3.77 – 4.07 (m, 2 H), 4.01 

(t, J = 6.4 Hz, 2 H), 4.03 – 4.25 (m, 2 H), 4.55 (d, 

J = 20.5 Hz, 1 H), 6.87 (dd, J = 8.6, 2.7 Hz, 2 H), 

6.97 – 7.11 (m, 2 H), 7.24 (t, J = 8.0 Hz, 1 H), 7.69 (d, 

J = 8.7 Hz, 1 H). 
13C-NMR (151 MHz, CD3OD)  G 16.5 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 26.8 (d, 

J = 3.9 Hz), 27.5, 30.3 (d, J = 4.7 Hz), 30.7 (d, J = 3.3 Hz), 

32.5 (d, J = 7.6 Hz), 36.4, 42.1, 45.9 (d, J = 146.0 Hz), 

64.8 (d, J = 7.2 Hz), 65.0 (d, J = 7.2 Hz), 68.9, 115.2, 

115.5, 116.8 (d, J = 6.2 Hz), 123.0 (d, J = 6.5 Hz), 130.5, 

130.7, 130.9, 137.5 (d, J = 4.6 Hz), 137.9, 155.8, 156.0, 

160.7 (d, J = 2.0 Hz), 168.5, 171.5. 
31P-NMR (121 MHz, CD3OD)  G 22.35. 
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MS (ESI) m/z:    ber. für C27H36ClN2O9PS + 2 Na+: 677.17, gef.: 677.18.
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Diethyl ((4-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-2-
oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (68c) 

 
C27H38ClN2O9PS 

[632.17] 

2-Chlor-3,4-dihydroxybenzoesäure (32) (1.22 g, 0.55 mmol, 1.10 Äq) wurde in 3 mL 

trockenem Tetrahydrofuran in einem ausgeheizten Rundkolben vorgelegt, mit 

1,1'-Carbonyldiimidazol (122 mg, 0.75 mmol, 1.50 Äq.) versetzt und 1 h lang bei 

Raumtemperatur gerührt. Diethyl ((4-((6-aminohexyl)oxy)phenyl)((2-(hydroxy(methyl)amino)-

2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (67b) (233 mg, 0.50 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 2 mL 

trockenem Tetrahydrofuran gelöst, dem Reaktionssatz zugegeben und weitere 16 h lang bei 

Raumtemperatur gerührt. Das Lösemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das 

Rohprodukt wurde mittels C18-Umkehrphasen-Flashchromatographie (Wasser/Acetonitril) 

isoliert und Diethyl ((4-((6-(2-chlor-3,4-dihydroxybenzamido)hexyl)oxy)phenyl)((2-

(hydroxy(methyl)amino)-2-oxoethyl)thio)methyl)phosphonat (68c) als farbloses Öl (100 mg, 

0.16 mmol, 15 %) erhalten. 

 

Analytische Daten 
1H-NMR (600 MHz, CD3OD) G 1.14 (td, J = 7.1, 1.6 Hz, 3 H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3 H), 

1.45 – 1.57 (m, 4 H), 1.62 (qt, J = 7.1, 5.5 Hz, 2 H), 1.80 

(p, J = 6.7 Hz, 2 H), 3.17 (s, 2 H), 3.20 – 3.26 (m, 3 H), 

3.57 – 3.61 (m, 1 H), 3.83 – 3.88 (m, 1 H), 3.98 (dt, 

J = 17.5, 6.7 Hz, 3 H), 4.10 – 4.18 (m, 2 H), 

4.49 – 4.55 (m, 1 H), 6.85 – 6.92 (m, 3 H), 7.37 (dt, 

J = 7.0, 2.4 Hz, 2 H), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 1 H). 
13C-NMR (151 MHz, CD3OD)  G 16.5 (d, 3JC,P = 5.8 Hz), 16.7 (d, 3JC,P = 6.0 Hz), 26.8, 

27.5, 30.3, 30.7, 32.3 (d, 2JC,P = 7.4 Hz), 36.4, 42.0, 45.2 

(d, 1JC,P = 147.5 Hz), 64.7 (d, 2JC,P = 7.2 Hz), 64.9 (d, 
2JC,P = 7.1 Hz), 69.0, 115.2, 115.6, 127.5 (d, 
3JC,P = 4.7 Hz), 130.7, 130.9, 131.9 (d, 2JC,P = 6.5 Hz), 

138.0, 155.8, 156.1, 160.5, 168.4, 171.6. 
31P-NMR (243 MHz, CD3OD)  G 22.67. 
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MS (ESI) m/z    ber. für C27H36ClN2O9PS + 2 Na+: 677.17, gef.: 677.17 
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