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1 Einleitung

Die Weltgesundheitsorganisation berichtet im World Malaria Report 2025 bezogen auf das
Jahr 2024 bei insgesamt rund 282 Millionen Neuinfektionen von etwa 610.000 Todesfallen
durch Malaria. Bei Malaria handelt es sich um eine tropische Infektionskrankheit. Die Krankheit
wird durch infizierte weibliche Stechmicken der Gattung Anopheles auf den Menschen
i]bertragen.1'2 Verursacht wird Malaria dabei von Plasmodien. Dies sind Parasiten, die zur
Gattung der einzelligen Eukaryoten gehéren.? Derzeit sind fiinf verschiedene
humanpathogene Arten von Plasmodien bekannt. Diese flnf Arten sind Plasmodium vivax
(P. vivax), Plasmodium ovale (P.ovale), Plasmodium malariae (P. malariae),

Plasmodium knowlesi (P. knowlesi) und Plasmodium falciparum (P. falciparum).’

Neben Subsahara-Afrika, wo die meisten Malariafalle auftreten, zeigt vor allem Sildostasien
im Jahr 2024 laut World Malaria Report 2025 einen hohen Anteil an den weltweit aufgetretenen
Malariainfektionen (Abbildung 1).4
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Abbildung 1: WHO-berichtete Schétzungen der Malariafallzahlen fiir 2024 nach Léndern (World Malaria Report
2025).4

Neben den durch die WHO beschriebenen fliinf humanpathogenen Plasmodium-Arten wurden
in den letzten Jahren zunehmend auch zoonotische Infektionen durch Plasmodium cynomolgi
(P. cynomolgi), Plasmodium inui (P. inui) und Plasmodium simium (P. simium) beschrieben.
Die klinischen Verlaufe der durch diese Plasmodien-Stamme hervorgerufenen Infektionen sind
Uberwiegend mild.>®” Auch wenn diesen Erregern epidemiologisch zum jetzigen Zeitpunkt

noch eine geringe Bedeutung zugeschrieben wird, zeigt die Existenz solcher zoonotischen



Malariaerreger deutlich die Notwendigkeit wirksamer Kontrollstrategien sowie einen Bedarf an

neuen antiplasmodialen Wirkstoffen.??°

Zwar ist die globale Malariabelastung seit dem Jahr 2000 deutlich zuriickgegangen, jedoch
zeigte sich in den letzten Jahren wieder ein leichter Anstieg der Fall- und Todeszahlen. Die fir
das Jahr 2024 angenommenen 610.000 Todesfélle bedeuten einen Anstieg um etwa
12.000 Todesfélle gegenuber 2023. Dabei gehen 85 % des Anstiegs auf die Lander
Madagaskar, Athiopien und Jemen zuriick. Die steigenden Fall- und Todeszahlen lassen sich
beispielsweise mit Bevolkerungswachstum, klimatischen Veranderungen sowie bewaffneten
Konflikten und den daraus resultierenden Einschrankungen der Gesundheitsversorgung
erkldren. Auch Resistenzen sowohl gegen Antimalariamittel als auch gegen Insektizide stellen

eine Ursache fiir den Anstieg dar.*

1.1 Plasmodium species (Plasmodium spp.) als Erreger von Malaria

Die Gattung Plasmodium spp. umfasst einzellige Parasiten. Diese werden typischerweise
durch weibliche Stechmiicken der Gattung Anopheles (Familie Culicidae) Gbertragen.'® Die
Malaria-Infektion des Menschen durch die fiinf humanpathogenen Erreger (P. vivax, P. ovale,
P. malariae, P. falciparum und P. knowlesi) erfolgt in erster Linie durch einen Stich einer

weiblichen Anophelesmiicke."®

1.1.1 Arten

Es werden Uber 200 verschiedene Arten von Plasmodien unterschieden, von denen jedoch
lediglich fiinf humanpathogen sind."? Andere Arten kénnen beispielsweise M3use und Ratten
(Plasmodium berghei, Plasmodium vinckei) oder Végel (Plasmodium relictum) befallen.'®'4
Dabei wird Plasmodium berghei aufgrund seiner guten Eignung in Mausmodellen haufig als
Modellorganismus in der praklinischen Entwicklung neuer Antimalariamittel eingesetzt.'®
Darlber hinaus existieren einige urspringlich bei nicht-menschlichen Primaten vorkommende
Arten (P. cynomolgi, P. inui und P. simium), die gelegentlich jedoch auch auf den Menschen

Uibergehen kénnen.'617:18

1.1.2 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus der Plasmodien beginnt mit der ungeschlechtlichen Vermehrung im
Wirbeltier (exoerythrozytare und erythrozytdare Phase) sowie einer geschlechtlichen
Vermehrung in der Anopheles-Micke. Dazu ist ein Wirtswechsel zwischen Insekt und
Wirbeltier notwendig.'®2° Aufgrund der Ahnlichkeit der Lebenszyklen der humanpathogenen
Plasmodium-Arten wird im Folgenden exemplarisch der Zyklus von P. falciparum, dem Erreger

mit den schwersten bis zu potenziell letalen Malariaverlaufen, diskutiert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Lebenszyklus der Plasmodien in der Miicke sowie im menschlichen Kérper.21

Exoerythrozytdre Phase

Der initiale Stich einer Stechmiicke Ubertrdgt im geometrischen Mittel zwischen 4.5
(Anopheles gambiae) und 5.4 (Anopheles stephensi) infektiose Sporozoiten von der
Speicheldrise der Stechmicke auf den Menschen, wobei die tatsadchliche Anzahl stark
schwanken kann.?22324 \Von dort aus gelangen die in die Dermis injizierten Sporozoiten infolge
eines hamatogenen oder lymphatischen Transports in die Hepatozyten und vermehren sich
dort.?® Bei Eintritt in das lymphatische System besteht neben dem Transport in die
Hepatozyten auch die Moglichkeit des Transports der Sporozoiten in die Lymphknoten. Hier
resultiert ein Abbau durch dendritische Zellen oder die Sporozoiten werden in exoerythrozytare
Formen Uberfiihrt, die letztlich phagozytiert werden kénnen.?®2?” Bei der Beférderung der
Sporozoiten von der Dermis in die Leber wurde urspringlich angenommen, dass die
Sporozoiten die Leber innerhalb weniger Minuten erreichen. Eine Studie des
Plasmodium yoelii im Nagetier zeigte jedoch, dass ein Grofteil der infektidsen Sporozoiten
Uber Stunden an der Injektionsstelle verweilt und nur sehr langsam in den Blutkreislauf
Ubergeht.?® In der Leber angekommen, infizieren die Sporozoiten die Hepatozyten und

verweilen dort flir neun bis 16 Tage. Einige humanpathogene Plasmodienarten kdnnen in



diesem Stadium Hypnozoiten ausbilden. Es handelt sich dabei um dormeszente Formen, die
Uber Monate persistieren und zu Malariarezidiven flihren kdnnen. Zu den humanpathogenen
Formen, die Hypnozoiten ausbilden, gehéren P. vivax und P. ovale.?82% Infolge der Invasion
der Hepatozyten erfolgt die asexuelle Replikation beziehungsweise die exoerythrozytare
Schizogonie.? Dazu interagieren das Circumsporozoit-Protein (CSP) sowie das
Thrombospondin-verwandte Haft-Protein (TRAP), die auf der Oberfliche der Sporozoiten
lokalisiert sind, mit den Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPGs) auf den Hepatozyten.*° Die
an die HSPG haftenden Sporozoiten gelangen tber die Kupffer-Zellen in den Raum zwischen
sinusoidem Endothel und Hepatozyten, den sogenannten Disse-Raum und kdénnen von dort
in die Hepatozyten eindringen.?” Die exoerythrozytdre Vermehrung von P. falciparum verlauft
bei Menschen symptomfrei.3!

Jeder Sporozoit kann in Hepatozyten mehrere tausend Merozoiten erzeugen. Merozoiten sind
invasive Entwicklungsstadien des Plasmodium, die bei der ungeschlechtlichen Vermehrung
entstehen und Erythrozyten infizieren.®?> Nach Freisetzung aus der Leber befallen die
Merozoiten die roten Blutkdrperchen und leiten die erythrozytare Phase der Malaria ein. Dazu
schitzen die von den Hepatozyten abgeleiteten Merosomen die Merozoiten vor dem

Immunsystem und transportieren diese ins Blut.?

Erythrozytére Phase

Der Invasionsprozess, bei dem die Merozoiten die Erythrozyten befallen, gliedert sich in vier
Phasen. Bei einer Ersterkennung erfolgt zunachst eine reversible Anlagerung der Merozoiten
an die Erythrozytenmembran. Nach einer Neuorientierung ergibt sich schlieRlich eine
irreversible Bindung zwischen dem apikalen Ende des Merozoiten und dem Erythrozyten.33
Fir die Bindungsbildung sind Rhoptrien und Mikroneme als sekretorische, parasitare
Organellen im apikalen Ende des Protozoons von Bedeutung.
Es wird vermutet, dass das Mikronem die Erythrozytenbindung initiiert, woraufhin das
Rhoptrium Proteine sekretiert und eine Vakuole erzeugt. Diese Vakuole stellt ein
intrazelluldres Kompartiment dar, in dem der Parasit tiberleben kann.2*353% |nnerhalb dieser
parasitdren Vakuole entwickeln sich zuerst Trophozoiten im Ringstadium, die sich zu
ausgereiften Trophozoiten fortentwickeln.3’

Beim Abbau von Hamoglobin werden Aminosauren gewonnen, die der Parasit zur
Proteinbiosynthese bendtigt.®® Dabei wird zudem die Ham-Gruppe freigesetzt, die in der
Nahrungsvakuole in Form von Ferriprotoporphyrin IX (FPI1X) vorliegt. Dieses Zwischenprodukt
ist toxisch fiur den Parasiten, da es eine reaktive Sauerstoffspezies (ROS) erzeugt und
infolgedessen oxidativen Stress verursacht. Daher polymerisiert der Parasit FPIX zu
schwerldslichen Hamozoinkristallen, die fir den Parasiten nicht toxisch sind.3%4041
Aus den ausgereiften Trophozoiten entstehen Tochtermerozoiten, die durch das Platzen der

parasitdren Vakuole in den Blutkreislauf Ubergehen und erneut Erythrozyten invadieren
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kénnen.*2

Das Freisetzen der Merozoiten erfolgt hierbei bei P. falciparum nach 48 Stunden.? Dieser
Zyklus wiederholt sich mehrfach, bevor eine Entwicklung zu mannlichen Mikrogametozyten
und weiblichen Makrogametozyten erfolgt.4?43

Bei P. falciparum dauert die Gametozytogenese zehn bis zwélf Tage an.? Der Teil der
Parasiten, der sich zur geschlechtlichen Spezies differenziert, kann sich in Abhangigkeit von
Wirts- und Umweltfaktoren verandern. So tritt unter unglinstigen Bedingungen, wie
medikamentdsen Stress oder immunologischen Druck, ein erhéhter Anteil der Trophozoiten

nicht in die asexuelle Replikation ein, sondern entwickelt sich zu Gametozyten (Abbildung 2).44

Sporogonie

Beim Stich einer Stechmicke im Rahmen einer Blutmahlzeit werden von der Stechmicke
Gametozyten aufgenommen, die in den Mitteldarm der Micke gelangen. Hier startet die
Gametogenese, die durch die sich im Mitteldarm der Micke abrupt veranderten
physikochemischen Bedingungen ausgeldst wird. Zu diesen Bedingungen zahlen vor allem
ein  Temperaturabfall, ein Anstieg des pH-Werts sowie mickenabgeleitete
Aktivierungsfaktoren wie der Gametocyte Activating Factor (GAF) und der Mosquito
Exflagellation Factor (MEF).*® Aus den Mikrogametozyten entwickeln sich Mikrogameten und
aus den Makrogametozyten entstehen Makrogameten.*® Die weiblichen und mannlichen
Gameten fusionieren, woraufhin sich eine Zygote bildet.*” Aus der zundchst unbeweglichen
Zygote entwickelt sich eine bewegliche Ookinete. Zudem wird die Blutmahlzeit durch
Flissigkeitsentzug konzentriert.

Das Mitteldarmepithel der Micke sondert anschlieRend eine chitinhaltige, extrazellulare,
peritrophe Matrix ab, die die Blutmahlzeit umgibt. Es entsteht ein duerer und ein innerer
peritropher Raum.*®

Die Ookineten erreichen den aulleren peritrophen Raum, indem sie die lokale extrazellulare
peritrophe Matrix mit Chitinasen auflésen.*® Durch letztendliches Eindringen der Ookineten in
die &uRere Darmschleimhaut entstehen Oozysten.®’®' Beim Platzen der Oozyte werden
Sporozoiten freigesetzt, die zur Speicheldriise migrieren.®> Der Zyklus beginnt erneut
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Entwicklung des Parasiten in der Stechmiicke durch geschlechtliche Vermehrung.53

1.2 Einteilung der Malaria-Arten

Malaria stellt weiterhin in vielen Landern Subsahara-Afrikas eine der haufigsten
Todesursachen dar. Eine schnelle Diagnose ist daher aul3erordentlich wichtig. Hervorgerufen
durch die erythrozytaren Phasen der bereits erwahnten finf humanpathogenen Arten
(P. vivax, P. ovale, P.malariae, P. knowlesi und P. falciparum), treten unspezifische
Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen, Schiittelfrost, Gliederschmerzen, Ubelkeit sowie
Erbrechen auf.!!5455

1.2.1 Malaria tropica

Die klinisch schwerste Verlaufsform der Malaria ist die durch das P. falciparum hervorgerufene
Malaria tropica.®® Die klinische Inkubationszeit liegt zwischen sechs und 30 Tagen.®” Besteht
eine Teilimmunitdt, kann die Inkubationszeit sogar mehrere Jahre betragen. Eine
Teilimmunitat tritt bei Personen auf, die zu einem friiheren Zeitpunkt bereits mit dem Erreger
infiziert wurden.®® Typische Symptome sind zundchst schwierig zuzuordnen, da sie
unspezifisch sind. Auftreten kdnnen beispielsweise Kopfschmerzen, Schwindel, Diarrhoe,
Abgeschlagenheit und Schiuttelfrost. Im Verlauf kdnnen lebensbedrohliche Komplikationen
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auftreten, die eine schwere Form der Malaria kennzeichnen, darunter beispielsweise Dyspnoe,
Krampfanfélle oder Lungenddeme.®® Zu den gravierendsten Komplikationen der Malaria
tropica gehort zudem die zerebrale Malaria. Diese entsteht durch die Sequestration von
parasitiren Erythrozyten in die zerebralen Kapillaren.®® Als Folge entstehen
Mikrozirkulationsstérungen, die unter anderem zu Krampfanfallen und Bewusstseinsstérungen
sowie Koma mit teilweise anhaltenden neurologischen Defiziten fiinren kénnen.®' Die
Sequestration wird durch parasitare Proteine, wie z.B. Plasmodium falciparum Erythrocyte
Membrane Protein 1 (P/EMP1), an der Erythrozytenmembran vermittelt. Diese Proteine
fungieren als Liganden zu GefaRendothelrezeptoren, woraus eine fast vollstandige
Sequestration der Erythrozyten, die mit heranreifenden Blutschizonten befallen sind,
resultiert.®? Die gegeniiber anderen Formen der Malaria hohe Sterberate beruht bei der Malaria
tropica, neben diesen Pathomechanismen zudem auf einer asynchronen Vermehrung des

Erregers, sodass alle Erythrozyten befallen werden kdnnen.%3

1.2.2 Malaria tertiana

Die Malaria tertiana wird durch die Erreger P. ovale und P. vivax hervorgerufen. Die
Inkubationszeit liegt zwischen zehn und 20 Tagen. Charakteristisch fur die Malaria tertiana ist
das Auftreten von Fieberschiiben, die alle 48 Stunden auftreten. Diese Fieberschiibe werden
von Symptomen, die einem grippalen Infekt ahneln, begleitet und enden haufig nach drei bis
vier Stunden plétzlich.®* AuRerdem treten bei der Malaria tertiana im Vergleich mit anderen
Malariaformen haufiger Ruckfalle auf, die sich auf die Reaktivierung von ruhenden

Hypnozoiten zuriickfilhren lassen.®®

1.2.3 Malaria quartana

Malaria quartana wird durch das P. malariae verursacht und weist eine Inkubationszeit von 16
bis 50 Tagen auf. Auch diese Form der Malaria weist typische Fieberschiibe auf, die
charakteristischerweise alle 72 Stunden auftreten.®® Zumeist verlauft die Malaria quartana

komplikationslos.®” Selten fiihrt sie zu Nierenschaden, wie etwa akutem Nierenversagen.®’

1.2.4 Knowlesi-Malaria

Die Knowlesi-Malaria ist in Slidostasien vertreten und tritt hauptsachlich bei Affen auf. Sie kann
jedoch auch auf den Menschen iibertragen werden.®® Die Inkubationszeit betrégt etwa

12 Tage.®® Fieberschiibe treten in einem Intervall von 24 Stunden auf.5%7°

1.3 Malaria-Prophylaxe

Bei geplanten Aufenthalten in Malaria-Risikogebieten werden Praventionsmalinahmen
empfohlen, sowohl durch gezielte Expositionsprophylaxe als auch durch Chemoprophylaxe.

Auch die Vorbereitung auf eine Infektion im Sinne einer Stand-by-Therapie kann in Regionen,



in denen eine schnelle medizinische Versorgung nicht gewahrleistet ist, empfehlenswert

sein.”!

1.3.1 MaRnahmen zur Vermeidung von Moskitobissen

Moskitos stechen zwischen Sonnenuntergang und Sonnenaufgang, sodass in dieser
Zeitspanne praventive MalRnahmen getroffen werden sollten. So wird empfohlen, nach
Sonnenuntergang helle Kleidung mit langen Armeln und Hosenbeinen sowie Socken und
Schuhe zu tragen.”? Schlafbereiche sollten entweder abgeschirmt sein oder (Uber
Klimaanlagen verfugen. Der Einsatz von Moskitonetzen, die mit dem Insektizid Permethrin |
behandelt wurden, wird empfohlen.”® Auch Kleidung sollte mit Permethrin bearbeitet werden.
Zudem wird das Auftragen von Mickenschutzmitteln auf die Haut empfohlen.
N,N-diethyl-3-methylbenzamide  (DEET) Il gilt hierbei als eines der wirksamsten
Hautrepellentien.” Der Wirkungsmechanismus von DEET Il ist zum jetzigen Stand noch nicht
ganzheitlich entschlisselt. Es wird davon ausgegangen, dass DEET Il elektrophysiologische
Reaktionen der Geruchssinne der Moskitos blockiert.”® Alternativen zu DEET Il stellen
Picaridin Il (KBR3023) sowie das pflanzliche Repellens p-Menthan-3,8-diol (PMD) IV dar
(Abbildung 4).7
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Abbildung 4: Strukturformeln der Repellentien Permethrin (I), DEET (ll), Picaridin (lll) und PMD (IV).

1.3.2 Chemoprophylaxe

Ob und welche Arzneimittel prophylaktisch eingenommen werden sollten, hangt von der
jeweiligen Region und der jeweiligen Erregerempfindlichkeit ab. Wenngleich durch die Gabe
von antiparasitaren, prophylaktischen Arzneimitteln kein vollstdndiger Schutz erzielt werden
kann, so kann doch das Risiko eines fatalen Verlaufs reduziert werden.””

Prophylaktische Arzneimittel kénnen an zwei Stellen in den Lebenszyklus von Malaria
eingreifen. Sie verhindern die Infektion nicht wie eine sterilisierende Immunitat, sondern wirken
antiparasitar in den Hepatozyten (Leberstadium- oder kausale Prophylaxe) oder Erythrozyten
(Blutstadium- bzw. suppressive Prophylaxe), sodass hierdurch die klinische Erkrankung

verhindert wird.”®



Eine kausalprophylaktische Chemoprophylaxe wirkt in der Leberphase des Parasiten. Da sie
die hepatischen  Entwicklungsstadien  adressiert, kann die Einnahme eines
kausalprophylaktischen  Arzneimittels schon wenige Tage nach Verlassen des
Expositionsgebiets beendet werden.”® Mdgliche Wirkstoffe fiir eine kausale Chemoprophylaxe
sind Primaquin V und Atovaquon VI/Proguanil VII (Malarone®) (Abbildung 5). Primaquin V ist
auch gegen Hypnozoiten effektiv und kann somit die spat ausgelésten Erkrankungen durch

die Erreger P. ovale und P. vivax verhindern.®
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Abbildung 5: Strukturformeln von Primaquin (V), Atovaquon (VI) und Proguanil (VIl) als kausalprophylaktische
Wirkstoffe.

Im Gegensatz zur kausalen Chemoprophylaxe wirkt die suppressive Chemoprophylaxe auf die
Blutstadien der Parasiten. Wirkstoffe, die suppressionsprophylaktisch wirken, miissen daher
noch weitere vier Wochen nach der Exposition eingenommen werden.”® Zu den suppressiv
wirksamen Arzneimitteln zahlen Mefloquin VIII, Doxycyclin IX und Chloroquin X (Abbildung 6).
Mefloquin VIIl, als klassischer Vertreter der suppressiven Chemoprophylaxe, zeigt
insbesondere gegen P. falciparum eine hohe Wirksamkeit, wird jedoch aufgrund

neuropsychiatrischer ~ Nebenwirkungen nur nach  sorgfaltiger Indikationsstellung
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Abbildung 6:  Strukturformeln von  Mefloquin (VII), Doxycyclin (IX)  und  Chloroquin (X) als
suppressionsprophylaktische Wirkstoffe.

1.4 Diagnose

Ein Verdacht auf Malaria ergibt sich nach der Befragung des Erkrankten sowie den Befunden
aus der koérperlichen Untersuchung. Gesichert werden kann ein solcher Verdacht im Rahmen
mikroskopischer Untersuchungen dlnner Blutausstriche (Giemsa-Farbung) und dem

sogenannten ,Dicken Tropfen“.® Im ,Dicken Tropfen* werden die Plasmodien angereichert

9



und kénnen dadurch nachgewiesen werden. Die Bestimmung der Plasmodien-Spezies kann

daraufhin tiber Anfarbung der Blutausstriche erfolgen.8®

1.5 Therapie
Die Wahl einer geeigneten Therapie ist abhangig von der Art der Malaria, des Alters der

erkrankten Person und dem Schweregrad der Erkrankung. Hinsichtlich des Schweregrades

wird in die unkomplizierte und komplizierte Malaria unterteilt.>’

1.5.1 Therapie der komplizierten Malaria

Eine komplizierte Malaria weist mindestens ein, haufig aber eine Kombination aus folgenden
klinischen und laborchemischen Merkmalen auf:3¢ Bewusstseinsstdrung, azidotische Atmung,
Hypoglykadmie, akute Lungenddeme, Krampfanfalle oder eine Hyperparasitdmie von Uber
10 %.%¢

Die komplizierte Malaria ist ein akut lebensbedrohlicher Zustand, der eine schnelle Therapie
erfordert. Die Leitlinien der WHO empfehlen zur Behandlung einer komplizierten Malaria
zunachst die parenterale Gabe von Artemisinin-basierten Kombinationstherapien (ACT).
Eingesetzt werden neben Artemisinin-Derivaten auch Chinolin-Alkaloide wie Chinin (XI).
Therapie der ersten Wahl ist die intramuskulare oder intraventése Gabe von Artesunat (XII),
da dieses neben einem schnelleren Wirkeintritt und vereinfachter Handhabung gegeniber
parenteralem Chinin (XI) in randomisierten klinischen Studien eine um 7 % verringerte
Mortalitat zeigte (Abbildung 7).487:88

Chinin (XI) Artesunat (XII)

Abbildung 7: Strukturformeln von Chinin (X1I) und Artesunat (XIl) zur Therapie von komplizierter Malaria.

1.5.2 Therapie der unkomplizierten Malaria

Als unkompliziert wird eine Malariaerkrankung definiert, wenn keine Kriterien einer
komplizierten Malaria vorliegen. Zu den Kriterien einer komplizierten Malaria zahlen
beispielsweise eine Organdysfunktion oder Bewusstseinsstérungen.*® Wird eine
unkomplizierte Malaria diagnostiziert, erfolgt die Behandlung gemafl WHO-Leitlinien mit einer
Artemisinin (XIII) (Abbildung 8)-basierten Kombinationstherapie (ACT). ACT bestehen aus
einem schnell wirksamen Artemisinin-Derivat und einer langsameren, dafir langer wirkenden

anderen Wirkstoffklasse (Tabelle 1).481
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Artemisinin (XIII)

Abbildung 8: Strukturformel von Artemisinin (XIlI).8°

Nach den WHO-Richtlinien kommen als Artemisinin-basierte Wirkstoffe standardgemafn
Dihydroartemisinin XIV, Artesunat Xl und Artemether XVI (Abbildung 9) zum Einsatz.

Dihydroartemisinin (XIV) Artesunat (XII) Artemether (XVI)

Abbildung 9: Strukturformeln von Dihydroartemisinin (XIV), Artesunat (XIl) und Artemether (XVI).

Mégliche Kombinationen sind beispielsweise mit den Wirkstoffen Lumefantrin, Mefloquin VIII,

Amodiaquin oder Sulfadoxin-Pyrimethamin méglich (Tabelle 1).81°0

Tabelle 1: Therapieempfehlungen der WHO bei unkomplizierter Malaria (modifiziert nach WHO). 91

Artemether XVI Lumefantrin XXII
Artesunat XIl Amodiaquin
Artesunat XIlI Mefloquin VI
Artesunat XII Sulfadoxin-Pyrimethamin

Dihydroartemisinin XIV Piperaquin
Artesunat XII Pyronaridin XXX

Vorteile der ACT sind ein schneller Wirkeintritt sowie eine anhaltende Parasitenreduktion. Die
Kombination aus einem schnell wirksamen und einem lang wirkenden Arzneimittel macht eine

vollstandige Elimination der Parasiten méglich und erschwert die Bildung von Resistenzen.%2:9

1.5.3 Stadien des Lebenszyklus von Plasmodium spp. als pharmakologisches und

immunologisches Ziel

Der Lebenszyklus einer Plasmodium-Spezies ist komplex und umfasst mehrere
Entwicklungsstadien, die sowohl im Menschen als auch in der Anophelesmiicke ablaufen.

Jedes dieser Stadien stellt ein mdgliches therapeutisches Target dar.’® Die verschiedenen
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Lebenszyklen sind sowohl bei der Forschung an Impfstoffen als auch an neuen
niedermolekularen Wirkstoffen zur akuten oder prophylaktischen Behandlung im Fokus der

medizinalchemischen Entwicklung.2%:%

Sporozoiten

Nach dem Stich durch eine Anopheles-Micke infiltrieren die Sporozoiten Uber den
menschlichen Blutkreislauf die Hepatozyten und leiten dort die exoerythrozytare Phase des
Lebenszyklus ein.%®

Sporozoiten nutzen im Rahmen der Invasion der Hepatozyten bestimmte parasitare
Oberflachenmolekiile, wie zum Beispiel das CSP.?¢%” Das CSP bindet an HSPG auf der
Oberflache des Hepatozyten und vermittelt so die Anheftung sowie anschlieBende Invasion
der Leberzellen 95998

Bereits 1992 beschrieben Cerami et al. das CSP und insbesondere dessen Region Il als
wichtiger Vermittler der Hepatozyteninvasion.®” Durch Eingreifen in das praerythrozytare
Stadium kann eine Infektion moglicherweise unterbunden werden, da eine Unterbrechung der
Invasion der Hepatozyten durch die Sporozoiten eine Infektion und damit die nachfolgende
erythrozytare Vermehrung verhindern kann.®® Cerami et al. legten nahe, dass sich aufgrund
dessen die Sporozoiteninvasion als mdgliches immuno- und chemoprophylaktisches Ziel
eignet.®’

Bei diesem praerythrozytaren Stadium setzt die Impfstoffentwicklung an. Der Impfstoff
Mosquirix® (RTS,S/AS01) wurde von GlaxoSmithKline (GSK) in Zusammenarbeit mit der
PATH Malaria Vaccine Initiative entwickelt und stellt den ersten zugelassenen Malaria-
Impfstoff dar. Der Impfstoff setzt sich zusammen aus einer RTS,S-Komponente und dem
Adjuvans AS01. RTS ist dabei das Fusionsprotein aus CSP und dem Hepatitis-B-
Oberflachenantigen (HBsAg). S bezeichnet den zusatzlichen HBsAg-Anteil zur Bildung
virusahnlicher Partikel. Das Adjuvans ASO01 ist ein Liposom-basiertes Adjuvanssystem mit
Monophosphoryl-Lipid A (MPL) und QS-21 zur Verstarkung der Immunantwort.®® Seit 2019
empfiehlt die WHO den Einsatz von Mosquirix® in Hochrisikogebieten (Malawi, Ghana, Kenia)
im Rahmen von Pilotprojekten. 2021 erklarte die WHO eine generelle Empfehlung fiir den
flaichendeckenden Einsatz von Mosquirix® bei Kindern in endemischen Gebieten siidlich der

Sahara in Afrika.'%

Leberphase

Sind die Sporozoiten in die Hepatozyten eingedrungen, beginnt die exoerythrozytare Phase.
Wahrend der exoerythrozytaren Phase verlauft die Infektion typischerweise asymptomatisch,
obwohl sich die Parasiten rasant vermehren. Arzneistoffe, die die Leberphase adressieren,
wirken somit kausalprophylaktisch, noch bevor die Parasiten in den Blutkreislauf eintreten und

Erythrozyten befallen.'®!
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Die Hemmung der elektronentransportabhangigen mitochondrialen Funktionen im Parasiten
bewirkt beispielsweise Malarone® (Atovaquon/Proguanil). Malarone® ist wirksam gegen alle
Plasmodium-Arten, jedoch nicht gegen die Hypnozoiten, die von P. vivax und P. ovale gebildet
werden.'%? Primaquin V und Tafenoquin sind die einzigen Arzneistoffe mit einer Wirksamkeit
gegen Hypnozoiten. Die Wirksamkeit der beiden Wirkstoffe Primaquin V und Tafenoquin geht
dabei auf Redoxreaktionen im Parasiten zurlick, wobei der genaue Wirkmechanismus nicht

ganzlich aufgeklart ist.'®"

Sowohl PrimaquinV als auch Tafenoquin kénnen bei Personen mit einem
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD)-Mangel hamolytische Anamien auslésen,

sodass vor Verabreichung der Wirkstoffe ein G6PD-Mangel ausgeschlossen werden muss.'%

Die Identifikation weiterer Zielstrukturen in der Leberphase ist somit weiterhin erforderlich, da
persistierende Hypnozoiten derzeit nur durch zwei Wirkstoffe, Primaquin V und Tafenoquin,
adressiert werden koénnen. Der Einsatz dieser beiden Wirkstoffe ist jedoch durch das Risiko
hamolytischer Anamien bei G6PD-Mangel eingeschrankt. Die Wirkstoffforschung fokussiert
sich hier unter anderem auf Enzyme des Parasitenmetabolismus oder intrazellulare

Transportprozesse.'%410%

Warum die Entwicklung wirksamer Therapieansatze in der Leberphase erschwert ist, Iasst sich
anhand der Vorgange in den Hepatozyten erklaren. Da die Parasiten sich in der Leberphase
zunachst in einer parasitophoren Vakuolenmembran in den Hepatozyten befinden, sind sie vor
immunologischer Erkennung und autophagischen Abwehrmechanismen der Wirtszelle
geschiitzt."® Sind die Merozoiten in den Hepatozyten ausgereift, werden sie nicht durch
Zelllyse freigesetzt, sondern Merosomen gebildet. Diese vesikularen Strukturen entstehen
durch Abschnurung der Hepatozytenmembran. Die Hepatozytenmembran umgibt die
Merozoiten, wodurch der Parasit weiterhin gegenlber zelluldaren Abwehrmechanismen
immunologisch maskiert bleibt."%” Durch diese Maskierungsmechanismen ist eine

therapeutische Intervention in diesem Stadium nach wie vor erschwert. 196197

Erythrozytdre Phase

Eine Mehrzahl der derzeit verfigbaren Wirkstoffe richtet sich gegen Parasiten in der
erythrozytaren Phase. In dieser Phase durchlauft der Parasit im Erythrozyten verschiedene
Entwicklungsformen, bevor er Merozoiten freisetzt, die erneut Erythrozyten befallen. In diesem

klinisch relevanten Stadium treten die Krankheitssymptome der Malariainfektion auf.'®

Wirkstoffe, die die erythrozytdre Phase adressieren, greifen in die mitochondriale DNA- und
Proteinbiosynthese oder den Hamoglobinabbau des Parasiten ein und werden als
Blutschizontozide bezeichnet.!99:110.111.112113 Bje meisten Kombinationspréaparate zielen auf

diese Phase des Lebenszyklus einer Malariainfektion. Bestehend aus einem schnell
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wirksamen Artemisinin-Derivat und einem langsamer wirkenden Partnerpraparat, sind sie
derzeit der klinische Standard, da sie die Parasitenlast effizient und schnell senken und
dadurch Resistenzen vorbeugen. Blutschizontozide fihren schnell zur Symptomfreiheit,
zeigen aber keine Wirksamkeit gegen die in P.vivax und P.ovale vorkommenden

Hypnozoiten.+108:114.115

Ein aus immunologischer Sicht vielversprechendes Ziel stellt die erythrozytare Phase dar, da
Antikoérper gegen Merozoitenoberflachenproteine, wie merozoite surface protein 1 (MSP1) und
apical membrane antigen 1 (AMA1) die Erythrozyteninvasion hemmen oder opsonieren
kénnen.''®17 Auch andere Proteine, wie das PfEMP1, stellen Zielstrukturen in der
Wirkstoffentwicklung dar.''®

PEMP1 wird auf der Oberflache von infizierten Erythrozyten exponiert und ermdéglicht dem
intraerythrozytaren Parasiten die Immunevasion. Ferner vermittelt es die Adhasion infizierter

Erythrozyten an die Endothelzellen von BlutgefaRen. 19120121

Parasiten im erythrozytaren Stadium kdnnen durch Antigenvariation einer Erkennung oder
Abwehr durch das Immunsystem entgehen.'?2 Zudem setzen sie hochfrequent Merozoiten frei.
Daraus ergibt sich, dass Impfstoffe, die in der erythrozytaren Phase wirken, nur die
Parasitenlast senken, aber nicht zur Eradikation des Parasiten fihren konnen. Derzeit ist kein

Impfstoff gegen Parasiten in der erythrozytaren Phase zugelassen.'!”118.123

Gametozyten

Die sexuellen Entwicklungsstadien stellen ein wichtiges Ziel im Rahmen der
Eliminationsstrategie von Malaria dar, da sie fur die epidemiologische Ausbreitung des
Erregers verantwortlich sind.'?* Blutschizontozide Standardtherapien zielen nicht auf das
Gametozyten-Stadium ab, sodass eine Ubertragung des Erregers weiterhin méglich ist.

Primaquin sowie Tafenoquin zeichnen sich durch eine gametozytozide Aktivitat aus.'"’

Transmission-blockierende  Impfstoffe  (TBV) zielen hingegen darauf ab, eine
Weiterentwicklung des Parasiten in der Micke und somit eine erneute Ubertragung des
Erregers von der Micke auf den Menschen zu verhindern.
TBV beruhen beispielsweise auf Antikérpern gegen Pfs25,
einem  Oberflachenantigen, welches in reifen, weiblichen Gameten vorliegt.
Durch die Ingestion der Antikdrper im Rahmen der Blutmahlzeit verhindern sie die Befruchtung

und/oder die Entwicklung zu Ookineten im Darm der Miicke.'?®

Reife Gametozyten konnen mehrere Wochen (berleben und weisen eine geringe
metabolische Aktivitdt auf. Dadurch ist eine Eliminierung aus pharmakologischer Sicht
schwierig. Dennoch koénnten effektive TBV die Weiterverbreitung in der Bevolkerung

einddmmen und als eine Erganzung zur Standardtherapie betrachtet werden.'?4126
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1.6 Resistenzentwicklung als Herausforderung der Malariatherapie

Die derzeit zugelassenen Arzneistoffe zur Prophylaxe und zur Therapie stehen zunehmend
vor dem Problem neu auftretender Resistenzen. Insbesondere P. falciparum hat im Laufe der
vergangenen Jahrzehnte Resistenzen gegen zahlreiche Wirkstoffe entwickelt. Es ergeben sich

daraus erhebliche Herausforderungen bei der Behandlung und Prophylaxe von Malaria.

Bereits 1910 wurde erstmals eine Resistenz gegenuber Chinin beschrieben. In den
Folgejahren folgten Resistenzen gegen Proguanil (1949) und Chloroquin (1957). Resistenzen
gegen weitere gangige Wirkstoffe wie Amodiaquin (1971), Mefloquin (1982) und Artesunat
(2002) folgten. Auch gegen Wirkstoffkombinationen wie Dihydroartemisinin-Piperaquin sind
Resistenzen beschrieben. Besondere Bedeutung kommt dabei dem Auftreten von

Resistenzen gegen ACT zu, da sie derzeit nach den WHO-Leitlinien den Goldstandard in der

Behandlung der unkomplizierten Malaria darstellen (Abbildung 10).4127
=) —
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der erstmaligen Berichte (iber Resistenzen gegeniiber ausgewdéhlten
Antimalariawirkstoffen unter Angabe der verfiigharen Mono- und Kombinationstherapien. Amodiaquin (AQ),
Artesunat (AS), Atovaquon (ATQ), Dihydroartemisinin (DHA), Mefloquin (MQ), Pyrimethamin (P), Proguanil (PGL),
Pyronaridin (PY), Sulfadoxin (S). (schematische Darstellung nach Ippolito et al.).127

Resistenzen gegen Antimalariawirkstoffe lassen sich haufig auf Mutationen in
Transporterproteinen zurtickfihren. Das Plasmodium falciparum Chloroquin-Resistenzprotein
(PfCRT) befindet sich in der Membran der Verdauungsvakuole der Plasmodien. Mutationen in
diesem Transmembranprotein flihren dazu, dass Chloroquin und strukturell verwandte
Wirkstoffe, wie z.B. Amodiaquin, nicht mehr ausreichend am Wirkort akkumulieren, da sie aus
der Vakuole heraustransportiert werden.'2812°

Ebenfalls bedeutend fur die Resistenzbildung ist das Multidrug Resistance Protein 1
(PMDR1), das die Empfindlichkeit gegeniber den verschiedenen antimalarial wirksamen
Arzneistoffen beeinflusst. Wird PAMDR1 Uberexprimiert, kann die intrazellulare Konzentration
der verschiedenen Antimalariamittel wie Mefloquin oder Lumefantrin unter den
therapeutischen Bereich sinken.30131

Auch Mutationen in Zielproteinen kdnnen zur Entstehung von Resistenzen beitragen. Ein
Beispiel stellt das K13-Propellerprotein dar, das durch Mutationen im kelch13-Gen verandert
werden kann.'®? Infolge dieser Mutationen werden Prozesse wie die Endozytose von
Hamoglobin verlangsamt.'®® Dadurch entsteht weniger freies Ham, das fiir die Aktivierung von
Artemisinin notwendig ist (Abbildung 11)."3*
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Abbildung 11: Vereinfachte Darstellung des Artemisinin-Aktivierungsmechanismus und der Wirkung von
kelch13-Mutationen, die durch verringerte H&moglobinaufnahme zu reduzierter Wirkstoffaktivierung und
verzogerter Parasiten-Clearance fiihren.13%

1.7 Entwicklung von Malaria-Therapeutika

Die Entwicklung neuer Malariatherapeutika steht vor diversen Herausforderungen. Zunachst
stellt die schnelle Resistenzentwicklung sowohl gegen neue als auch etablierte
Antimalariamittel eine groRe Herausforderung dar.'"* Zudem steht die Zulassung von
Arzneimitteln vor regulatorischen Hirden. Entwicklungsprozesse erfordern umfangreiche
praklinische und klinische Daten, die hohe Anforderungen an den Nachweis von Sicherheit
und Wirksamkeit stellen. Multinationale Studien werden zuséatzlich durch unterschiedliche
regulatorische Anforderungen auf nationaler Ebene erschwert.'®®'3” Die Durchfiihrung
klinischer Studien in endemischen Regionen, in denen lokale, resistente Parasitenstamme
zirkulieren, ist logistisch anspruchsvoll.383° Dariiber hinaus zeigt die Zielpopulation in diesen
Gebieten haufig eine partielle, erworbene Immunitat.’'® Die Beurteilung der Effektivitat neuer
therapeutischer Ansatze in betroffenen endemischen Gebieten wird dadurch deutlich

erschwert.'%'41" Ferner sind Forschung und Entwicklung in hohem MaRe von einer

nachhaltigen Finanzierung abhangig.'4%143144

1.7.1 Aktueller Forschungsstand

Die aktuelle Forschung konzentriert sich auf verschiedene grundlegende Strategien.
Sogenannte Liver-Stage-Inhibitoren sollen eine klinische Erkrankung verhindern, indem sie
friihe Leberstadien bekampfen.'#® Transmission-Blocking-Agents sollen die Ubertragung des
Erregers vom Menschen auf die Micke im Rahmen der Blutmahlzeit unterbinden. Dies kann
durch die Wirkung auf Gametozyten im Menschen oder auf Parasitenstadien im Vektor
erfolgen.’6147 Multistage-wirksame Molekiile sollen die Erreger in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien bekampfen, wodurch sie sowohl prophylaktische als auch therapeutische
148

Eigenschaften aufweisen konnen.
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Zur Unterstitzung der Entwicklung neuer Antimalariamittel hat Medicines for Malaria Venture
(MMV), eine internationale, gemeinnitzige Organisation zur Entwicklung neuer Medikamente
gegen Malaria, Target Product Profiles (TPP) und Target Candidate Profiles (TCP) als
Kriterien zur Beurteilung mdglicher Arzneistoffe eingefuhrt. TCP (TCP-1 bis TCP-6)
kategorisieren einzelne Wirkstoffe nach dem Stadium des Lebenszyklus des Parasiten in dem
sie wirksam sind. Bei TPP wird zwischen TPP zur Behandlung von Patienten und Patientinnen
(TPP-1) und TPP zur Chemoprotektion (TPP-2) unterschieden. Somit kdbnnen mehrere TCP
zu einem TPP beitragen (Abbildung 12).149:1%0

Behandlung klinischer Symptome
einer unkomplizierten Malaria

Asexuelle Blutstadien |, Behandlung von Rezidiven
H( g

f ~+/Patientenbehandlung|~
Rckfallprophylaxe 7 \_>@handlung komplizierter Malaria

Leber-Schizonten @ \ MDA zur
Behandlung und Pravention

Chemoprotektion

RALEL:

endemischen Regionen

Transmissionsblockade ~ L ( Chemoprotektion in

Chemoprotektion fur Migranten
oder zur Ausbruchspravention

Abbildung 12: Beziehungen zwischen den TPP (Mitte) und den jeweiligen TCP (links) mit ihren
Anwendungsbereichen (rechts) (modifiziert nach Burrows et al.).150

Einige Wirkstoffkandidaten zeigen vielversprechende Ergebnisse und befinden sich derzeit in
unterschiedlichen Phasen klinischer Studien.

MMV048 XVIl ist ein Inhibitor der Phosphatidylinositol-4-Kinase (P14K), der eine hohe Aktivitat
gegeniiber allen Stadien des P. falciparum zeigt und in Phase lla-Studien untersucht wurde.'®"
Zu den weiteren Wirkstoffkandidaten gehdéren der Phospholipid-Metabolismus-Inhibitor
CDRI-97/78 XVIIl, der eine hohe Aktivitdt gegen multiresistente P. falciparum-Stamme
aufweist und sich derzeit in der Phase-I-Entwicklung befindet.'®2 INE963 XIX, ein Inhibitor des
eukaryotischen Elongationsfaktors 2 (eEF2), wird aktuell in Phase-I-Studien evaluiert und stellt
aufgrund einer langen Halbwertszeit und einem schnellen Wirkungseintritt einen Kandidaten
fir Einzeldosis-Therapien bei unkomplizierter Malaria dar. Der Imidazolopiperazin-Wirkstoff

Ganaplacid (KAF156) XX weist ein breites Wirkungsspektrum gegen Blut- und Leberstadien
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von P. falciparum sowie transmissionsblockierende Aktivitat auf. Zum Zeitpunkt der Recherche
wurden fir Ganaplacid in Kombination mit Lumefantrin positive Ergebnisse einer
Phase-IlI-Studie berichtet (Abbildung 13).1531%4

HaN N o
| o ~0
Z o X
7 Oy 107y 0
F3C S~
3 /%0 ¢}

MMV048 (XVII) CDRI-97/78 (XVIII)
(0]
N H2N\)J\N/\|4N
/ k/N Y F
\_/~o
NH, NH
-N
5O
N
NFs OH
F
INE963 (XIX) KAF156 (XX)

Abbildung 13: Neue Wirkstoffkandidaten MMV048 (XVII), CDRI-97/78 (XVII), INE963 (XIX) und KAF156 (XX).

Potenzielle Arzneistoffe missen friihzeitig auf ihre antiplasmodiale Aktivitdt hin getestet
werden. In vitro-Assays an P. falciparum dienen der quantitativen Bestimmung (ICso) der
parasitenhemmenden Wirkung. Ublich sind Aktivititsmessungen gegen Zelllinien asexueller
Blutstadien, wie beispielsweise Pf3D7 (chloroquin-sensitiv), PfDd2 (resistent gegen
Chloroquin, Pyrimethamin, Mefloquin, Sulfadoxin), PMF54 (Ursprungsstamm von 3D7 mit
hoher Gametozytenproduktion), Pf7fG8 (resistent gegen Chloroquin, Sulfadoxin,
Pyrimethamin) und PfK1 (resistent gegen Chloroquin, Pyrimethamin, teilweise Mefloquin),
Leberstadien wie PfEEF (exoerythrozytdre Formen) und Gametozytenstadien wie PESG
(frihe Gametozytenstadien), PfRSG (reife Gametozytenstadien) und PASG (spate
Gametozytenstadien). Vielversprechende Wirkstoffkandidaten kénnen dann im Rahmen von
in vivo-Assays in Tiermodellen hinsichtlich ihrer Aktivitdt evaluiert werden. Studien zur
Zytotoxizitat, Loslichkeit, Membranpermeabilitdit und metabolischen sowie chemischen

Stabilitat folgen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Ein exemplarischer Ablauf der Schiiisselphasen in der Entwicklung von Wirkstoffkandidaten gegen
Malaria.

1.7.2 Die Finanzierung von Forschung und Entwicklung

Die Finanzierung der Forschung und Entwicklung im Bereich Malaria ist zu einem
entscheidenden Anteil abhangig von dem Engagement gemeinnitziger Organisationen sowie

offentlicher Institutionen.’#3

Eine grofe Rolle bei der klinischen Entwicklung von Wirkstoffen gegen Malaria nimmt MMV
ein. Hierbei handelt es sich um eine 1999 gegriindete 6ffentlich-private Partnerschaft mit Sitz
in der Schweiz. %342 Uber 20 neue Medikamente sind durch MMV in die klinische Entwicklung
gelangt. Finanziert wird die Arbeit von MMV hauptsachlich durch verschiedene private
Stiftungen oder 6ffentliche Behdrden, wie beispielsweise die Bill & Melinda Gates Foundation
(BMGF), das Commonwealth & Development Office (UK FCDO) sowie das Irische Ministerium
fir Auswartige Angelegenheiten und Handel (Irish Aid). Hinzu kommen weitere staatliche und
private Geldgeber. MMV veréffentlicht jedes Jahr eine Ubersicht zum aktuellen Stand der
Forschung im Bereich Malaria. Die Ubersicht beinhaltet auch eine Darstellung des Sachstands
der von MMV unterstitzten Projekte unter Einbeziehung der gesamten Entwicklungskette
beginnend mit praklinischen Projekten Uber klinische Studien bis hin zur Zulassung (Abbildung
15),144
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{ N/ Dihydro- < > Difydro- < 4 . Y
e o Pyronaridin- Artesunat- :
artemisinin- artemisinin- Artesunat Amodiaauin Mefloquin-
Zulassung Piperaquin Piperaquin Arest 1aq Artesunat
X . R dispergierbar verschiedene :
verschiedene dispergierbar Shin P Herstel Cipla
\ y A \ in Poong  } ersteller A<k
) > Sulfadoxin- <> < 4 Y 4
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Dispergierbar verschiedene GSK
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Verschiedene Hersteller
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ERP Pyrlmethamln
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Abbildung 15: MMV-unterstiitzte Projekte in verschiedenen Stadien der klinischen Entwicklung nach MMV.

kennzeichnet von MMV unterstiitzte Projekte: Kann Finanz-, Sach- oder Beratungsaktivitdten umfassen
(schematische Darstellung modifiziert nach MMV).744
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BMGEF stellt die groRte private Stiftung der Welt dar und hat in 25 Jahren Gber 100 Milliarden
US-Dollar fiir die globale Gesundheit ausgegeben. Ein groRer Anteil dieses Geldes ist in die
Malariaforschung investiert worden. Neben der Entwicklung von innovativen
Malariaimpfstoffen unterstitzt die BMGF auch  genetische  Methoden  zur

Vektorkontrolle.155:156.157

Ergadnzend zu diesen gemeinnutzigen Organisationen beschéaftigt sich die Against Malaria

Foundation (AMF) mit Insektizid-behandelten Moskitonetzen zur Pravention von Malaria.'s®

Das sogenannte Malaria Consortium implementiert Programme zur saisonalen

Malariaprophylaxe.'®®

1.8 Arylaminoalkohole als Arzneistoffe

1.8.1 Chinin, Mefloquin, Halofantrin und Lumefantrin

Arylaminoalkohole basieren auf einem aromatischen Ringsystem, einer sekundaren oder
tertiaren Aminogruppe und einem sekundaren Alkohol. Vertreter dieser Wirkstoffklasse sind
beispielsweise Chinin Xl und die darauf basierenden strukturell verwandten Analoga
Mefloquin VIII, Halofantrin XXI und Lumefantrin XXII (Abbildung 16).

(-)-Chinin (XI) rac-Mefloquin (VIII)
Cl OH
SoGR &h g
L RO G
o )
e O
F
Cl
rac-Halofantrin (XXI) rac-Lumefantrin (XXII)

Abbildung 16: Die Arylaminoalkohole (-)-Chinin (XI), rac-Mefloquin (VIIl), rac-Halofantrin (XXI) und
rac-Lumefantrin (XXII) als Malariawirkstoffe mit dem Aminoalkoholgrundgertist in blau.

Chinin XI tritt in der Rinde von Cinchona-Baumen auf. Bereits im 17. Jahrhundert wurde die
Rinde zur Behandlung von intermittierendem Fieber eingesetzt.'®%16! SchlieRlich wurde sie im
18. Jahrhundert gegen Malaria verwendet, indem die Rinde in Wein suspendiert und oral
eingenommen wurde. Im Jahr 1820 konnten die Cinchona-Alkaloide Chinin Xl und Cinchonin
schlieBlich aus der Rinde isoliert werden, sodass bis in die 1940er Jahre die Standardtherapie
von Malaria in der Einnahme von Chinin Xl bestand. '°’
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Durch die Entwicklung von Chloroquin X (Abbildung 17) als effizienten, synthetischen

Malariawirkstoff ging der Einsatz von Chinin Xl zurick.

ey

Chloroquin (X)

Abbildung 17: Strukturformel von Chloroquin (X).

Da wahrend des Vietnam-Kriegs jedoch vermehrt chloroquinresistente Plasmodienstdmme
auftraten, testete das Walter Reed Army Institute of Research tUber 250.000 Verbindungen auf
ihre antiplasmodiale Wirkung. In den 1960er Jahren wurde Mefloquin VIII schlief3lich in einem
Screening durch das Walter Reed Army Institute of Research entdeckt.’®?'®" Die
Marktzulassung erfolgte daraufhin 1984 durch die Firma Hoffmann-La Roche unter dem
Handelsnamen Lariam®. Zugelassen ist Mefloquin VI als Hydrochloridsalz des
Racemats.'83164 Mefloquin VIIl weist eine lange Eliminationshalbwertszeit von 14 bis 28 Tagen
auf und ist sehr wirksam gegen die meisten Chloroquin-resistenten Parasiten der Gattung P.
vivax und P. falciparum.®>1%6 |m Zusammenhang mit Mefloquin VIII wurden allerdings

schwere, insbesondere neuropsychiatrische Nebenwirkungen beobachtet.'®”

1992 wurde Halofantrin (Halfan®) XXI durch die Firma SmithKline Beecham (heute
GlaxoSmithKline) durch die FDA zugelassen, nachdem es im Auftrag des Walter Reed Army
Institute of Research entwickelt wurde.'®®'%® Kurz nach der Markteinfilhrung wurden
kardiotoxische = Nebenwirkungen  beobachtet, die auf einer Verlangerung des
QT-Intervalls beruhen und dadurch zu gefahrlichen ventrikuldren Arrhythmien fuhren
kénnen.'”%171 Halofantrin XXI wird daher von der WHO nicht mehr zur routineméaRigen

Behandlung von Malaria empfohlen.5°

Lumefantrin XXII wurde 1976 bei dem chinesischen Forschungsprogramm ,Project 523“
entdeckt, wobei es von der Chinese Academy of Military Sciences entwickelt wurde.'”2173
Unter dem Handelsnamen Riamet® wurde das Lumefantrin XXII-
Artemether XVI-Kombinationspraparat 1999 von Novartis entwickelt und zunachst in der
Schweiz  durch  Swissmedic  zugelassen.'™ 2009 wurde dann  Coartem®
(Lumefantrin-Artemether-Kombinationspraparat) durch die FDA zugelassen.'’>17317¢ Die
Kombination von Lumefantrin XXII als langsamen, dafur langer wirkenden Wirkstoff und
Artemether XVI als schnell wirksamen Wirkstoff ist eine der weltweit am haufigsten

verwendeten ACT."77-178
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1.8.2 Neue Arylaminoalkohol-Analoga

Arylaminoalkohole gehdren zu den &ltesten antimalarialen Wirkstoffklassen und besitzen
weiterhin eine hohe therapeutische Relevanz.'”® Lumefantrin ist bis heute Bestandteil einer
der weltweit am haufigsten eingesetzten ACT. Mefloquin wird in ausgewahlten Regionen
weiterhin therapeutisch sowie zur Chemoprophylaxe eingesetzt. Die zunehmende Ausbreitung
von Resistenzen gegenitber Artemisinin-Derivaten und ACT-Partnerwirkstoffen stellt
zunehmend eine Herausforderung dar.* Daher besteht das groRe Interesse an einer
Weiterentwicklung von Arylaminoalkoholen weiterhin fort.'®®  Ziel ist es, die glinstigen
pharmakologischen Eigenschaften dieser Wirkstoffklasse, insbesondere ihre hohe Aktivitat
gegen erythrozytare Blutstadien und ihre Eignung als ACT-Partner, durch gezielte strukturelle
Modifikationen  weiter zu verbessern. Dariber hinaus sollen Vertraglichkeit,
pharmakokinetische Eigenschaften und Aktivitdt gegeniber resistenten Parasiten optimiert
werden.'”®  Aus diesem Grund werden nach wie vor neue Arylaminoalkohol-Derivate

entwickelt, von denen einige im Folgenden vorgestellt werden.

Khankischpur et al. beschrieben 2010 das entwickelte Hydrazonamid XXIIl. Es zeigte eine
gute antiplasmodiale in vitro-Aktivitdt gegen den P. falciparum-Stamm Pf3D7 (ICso: 0.200
uM).181.182 Dje Zytotoxizitat gegenliber L6-Rattenmyoblasten fiel gering aus, was sich in einem
Selektivitatsindex (SI) von 170 zeigte. Durch den Austausch des Naphthylsubstituenten gegen
einen Phenanthrensubstituenten in der Region A synthetisieten Kurz et al. das
Hydrazonamid XXIV.  Aufgrund seiner hohen antiplasmodialen in  vitro-Aktivitat
(Pf3D7 ICs0: 0.0083 pM) wurde das Hydrazonamid XXIV darlber hinaus im
P. berghei-Mausmodell in vivo getestet. Trotz einer hohen Aktivitat von 99.6 % konnte keine
Heilung der Mause bei einer oralen Gabe von 4 x 50 mg/kg beobachtet werden (MSD =10
Tage). Ein SI von 1037 lieR sich zudem auf eine gesteigerte Selektivitdt gegenuber
P. falciparum bei geringer Toxizitdt gegeniiber HepG2-Zellen zuriickfiihren.'®2183 Die
Einflhrung von Halogeniden in den Phenanthrenring in Region A flihrte zu dem Hydrazonamid
XXV und einer Verbesserung der in vitro-Aktivitat (Pf3D7 1Cso: 0.002 uM). Das
fluorsubstituierte Hydrazonamid XXV wies mit einer Aktivitdt von 99.4 % bei 1/3 Mausen im
P. berghei-Mausmodell bei 4 x 30 mg/kg p.o. nach 30 Tagen keine Parasiten mehr im Blut
auf.'® Da eine Freisetzung von Hydrazin aus den synthetisierten Hydrazonamiden denkbar
war, konzentrierte sich die Arbeitsgruppe Kurz auf die Variation der Region B. Es entstanden
eine Reihe von 3-Hydroxypropanamidinen (3-HPAs). Einige 3-HPAs zeigten sehr gute
in vitro-Aktivitaten, wobei das 3-HPA XXVI eine Hemmung von Pf3D7 (ICso: 0.005 uM) im
nanomolaren Bereich bei einer hervorragenden Selektivitdt gegeniber der humanen HepG2-
Zelllinie (SI: 860) erzielte. Mit einer Aktivitdt von 99.9 % in vivo wurden 1/3 der Mause bei
4 x 30 mg/kg p.o. geheilt. Weitere Derivatisierungen konzentrierten sich auf die Variation der

Region C, woraus das potenteste 3-HPA XXVII hervorging. Dieses zeigt neben einer hohen
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in vitro-Aktivitdt im nanomolaren Bereich (Pf3D7 ICso: 0.002 uM) auch eine hohe Aktivitat von

99.9 % in vivo, wobei eine Heilung aller Mause bei 4 x 30 mg/kg p.o. erzielt werden konnte
(Schema 1).18

[Region B] [Region C]

OH NH, \/©/F
e O S

N\

’ # #
Hydrazonamid (XXIII) Hydrazonamid (XXIV)
Pf3D7 IC5¢ = 0.200 pM Pf3D7 IC5p = 0.0083 uM
SI: L6/Pf3D7 =170 Sl: HepG2/Pf3D7 = 1037

Pb infizierte Mause,

p.o. bei 4 x 50 mg/kg:
Parasitenreduktion = 99.6%
MSD = 10.0 Tage
Heilungsrate: 0%

F H
OH NH, \/©/ OH NH /©/Oc 3
)\/k\N/N\ MH |

Hydrazonamid (XXV) 3-HPA (XXVI)
Pf3D7 IC5¢ = 0.002 uM Pf3D7 IC5y = 0.005 uM
Sl: HepG2/Pf3D7 = 12043 Sl: HepG2/Pf3D7 = 860
Pb infizierte Mause, Pb infizierte Mause,
p.o bei 4 x 30 mg/kg: p.o. bei 4 x 30 mg/kg:
Parasitenreduktion = 99.4% Parasitenreduktion = 99.9%
MSD = 26 Tage MSD = 28 Tage
Heilungsrate: 33% Heilungsrate: 33%
HCI F
OH NH /©/
/K)J\N
H
3-HPA (XXVII)

Pf3D7 IC5y = 0.002 uM

SI: HepG2/Pf3D7 = 10000
Pb infizierte Mause,

p.o. bei 4 x 30 mg/kg:
Parasitenreduktion = 99.9%
MSD = 30 Tage
Heilungsrate: 100 %
Schema 1: Potente 3-Hydrazonamide (XXII-XXV) und 3-HPAs (XXVI-XXVII) synthetisiert durch die Arbeitsgruppe
Kurz. Die biologischen Daten stammen aus den zitierten Vorarbeiten und wurden in Kooperation ermittelt.
ICsp: halbmaximale inhibitorische Konzentration gegen P. falciparum 3D7 (Pf3D7). SI: Selektivitétsindex (ICso L6
bzw. HepG2/ICs0 Pf3D7); p.o.: orale Verabreichung; MSD: mittlere Uberlebenszeit. Die in vivo-Daten wurden im

P. berghei-Mausmodell erhoben; Heilungsrate: Anteil der bis Tag 30 nach Infektion (iberlebenden Méuse ohne
mikroskopisch nachweisbare Parasiten im Blut.781.182.183,184,185

24



1.8.3 Wirkmechanismus der Arylaminoalkohole

Der genaue Wirkmechanismus von Arylaminoalkoholen ist nicht abschlieRend geklart. Es wird
dennoch vermutet, dass diese in den durch den Hamoglobinabbau entstehenden
Ham-Entgiftungsprozess eingreifen. Hierbei wird das freigesetzte FPIX normalerweise durch
Kristallisation zu Hadmozoin entgiftet. Arylaminoalkohole hemmen diesen Vorgang, wodurch

toxisches freies FPIX akkumuliert und letztlich zum Absterben des Parasiten fuhrt.

In der sauren Nahrungsvakuole wird die basische Aminfunktion der Arylaminoalkohole
protoniert. Die Wirkstoffe reichern sich dann Uberwiegend in kationischer Form in der
Nahrungsvakuole an. Die Arylaminoalkohole koordinieren an das Fe(lll)-Zentrum des FPIX.
Zusatzlich stabilisieren m-1-Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriickenbindungen den
entstandenen Komplex. Dadurch wird eine Entgiftung des FPIX durch Kristallisation zum
Hamazoin verhindert und das toxische FPIX akkumuliert. Parasitdre Membranen werden

dadurch geschadigt, dass der Parasit schlieBlich stirbt.

Gestutzt wird dieser Mechanismus unter anderem durch Kristallstrukturanalysen von
Wirkstoff-Ham-Komplexen, in  vitro-Kristallisationsassays (B-Hematin-Assays) und
in vitro-Parasitenassays. De Villiers et al. gelang die Aufnahme einer Kristallstruktur des
Halofantrin-FPIX-Komplexes (Abbildung 18). Flr den Halofantrin-Fe(lll)PPIX-Komplex konnte
durch  Kristallstrukturanalyse  gezeigt werden, dass Halofantrin  (ber seine
Aminoalkohol-Funktion an das zentrale Fe(lll)-lon des FPIX koordiniert. Dabei entstehen
funfgliedrige Komplexe. Zudem wurden Tmr-m-Stacking-Wechselwirkungen zwischen dem

Phenanthrengeriist des Halofantrins und dem Porphyrinring des freien Hdms beobachtet. '8

Abbildung 18: Kristallstruktur von Halofantrin mit Fe(lll)PPIX (links) und die m-mr-Stacking-Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen im Kristall (rechts) nach De Villiers et al.186
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Derivatisierung der antiplasmodial wirkenden Leitstruktur XXVII, die
zuvor im Rahmen der Dissertation von T. Knaab im Arbeitskreis Kurz synthetisiert wurde."8®
Dabei erfolgte eine Fokussierung auf systematische Modifikationen in Region A sowie C
(Abbildung 19).

Region B Region C

OH NH /©/F
MN
H

XXVII
v v
Modifikation des Phenanthrengrundgeriists Modifikation des Arylsubstituenten

« Einfiihrung von stickstoffbasierten Heterozyklen +» Austausch des Fluorsubstituenten
+ Einfilhrung von Pyronaridin- oder Lumefantrin- + Di- und fri-Substitution am Phenylring
Bausteinen +» Austausch des Phenylrests durch Heterozyklen
* Austausch des Phenyls durch aliphatische Reste

Abbildung 19: TKK130 (XXVII) als Leitstruktur fiir nachfolgende Modifikationen. Die orangefarbene Markierung
zeigt Region A und die blaue Markierung zeigt Region C.

Zum einen sollte dazu das lipophile, hochfluorierte Phenanthren-Motiv in Region A durch
trizyklische Azaanaloga wie 1,7-Phenanthrolin XXVIII oder Phenanthridin XXIX ersetzt
werden, wodurch der Einfluss von Heteroatomen auf die antiplasmodiale Wirkung untersucht
werden sollte (Abbildung 20).

XXV

2 , ,Cl,BI’

Abbildung 20: Strukturformeln des 1,7-Phenanthrolin- (XXVIII) und Phenanthridin-Bausteins (XXIXa-d), der in
Region A eingefiihrt werden sollte.
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Darlber hinaus sollte die synthetische Zuganglichkeit und chemische Stabilitat von moglichen
Pyronaridin- XXX und Lumefantrinanaloga XXII bewertet werden (Abbildung 21). Dabei sollten
sowohl implementierte Syntheserouten als auch limitierende Faktoren wie beispielsweise
instabile ~ Zwischenstufen, konkurrierende Nebenreaktionen sowie  analytische

Herausforderungen, systematisch erfasst und diskutiert werden.

XXX XX

Abbildung 21: Strukturformeln des Pyronaridin- (XXX) und Lumefantrin (XXII)-Bausteins, der in Region A eingefiihrt
werden sollte.

Ferner sollten weitere Variationen in untersucht werden. Dazu sollten verschiedene
Substitutionsmuster und Halogene am Phenylring eingefiihrt sowie der Phenylrest durch
Heteroaromaten oder aliphatische Gruppen ersetzt werden, um die Notwendigkeit einer
aromatischen Gruppe und den Einfluss eines aliphatischen Systems in auf die

antiplasmodiale Aktivitdt oder metabolische Stabilitdt zu diskutieren (Abbildung 22).

o, o o .

XXXI1 XXXl XXX

Abbildung 22: 1,2-Difluorbenzyl XXXI, Brombenzyl XXXII und 4-Fluor-1,1'-biphenyl XXXIII als Beispiele fiir mbgliche
Variationen in Region C.

Die Wirkstoffkandidaten sollten daraufhin entlang eines praklinischen Testprogramms, das in
Abbildung 23 dargestellt ist, evaluiert werden. Dieses abgestimmte Entwicklungsprogramm
erlaubt es, chemische Modifikationen friihzeitig anhand von Potenz, Selektivitat,
Resistenzbarriere und pharmakokinetischem Profil zu priorisieren und so mégliche Kandidaten
mit einem hohen Entwicklungspotenzial zu identifizieren. DarlUber hinaus sollten
Untersuchungen zum Wirkmechanismus dazu beitragen, den Einfluss der strukturellen

Modifikationen auf die antiplasmodiale Aktivitat besser zu verstehen.
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Synthese
Stabilitatsuntersuchungen

Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf, Dusseldorf, Deutschland

In vitro-Evaluation
antiplasmodiale Aktivitat,
Zytotoxizitat
Eberhard-Karls-Universitat
Tilbingen, Tubingen, Deutschland

{

Mode of Action

\

Suszeptibilitatstest

Eberhard-Karls-Universitat Eberhard-Karls-Universitat
Tlbingen, Tlbingen, Deutschland Tubingen, Tlibingen, Deutschland

In vitro-Evaluation gegen In vitro-Evaluation gegen
klinische Isolate resistente Stamme

Stellenbosch University,
Stellenbosch, Siidafrika

Medicines for Malaria
Venture, Meyrin, Schweiz

Recherche Médicales de
Lambaréné, Lambaréné, Gabun

Pharmakokinetik
Snapshot Pharmakokinetik

Westfalische Wilhelms-Universitat

Minster, Mlnster, Deutschland

In vivo-Evaluation
P berghei-Mausmodell

Swiss TPH, Allschwil, Schweiz

Abbildung 23: Schematische Darstellung des préklinischen Entwicklungs- und Testablaufs fiir TKK130-Analoga

Parasite Reduction Ratio Ex vivo- )

28



3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese der Aza-basierten 3-Hydroxypropanamidinderivate

3.1.1 Synthese des phenanthrolinbasierten 3-Hydroxypropanamidins

Zur Darstellung des 1,7-Phenanthrolin-Analogons 4a wurde im ersten Schritt ein sequenzieller
Syntheseansatz im Ein-Topf-Verfahren verfolgt. Dabei wurde zu Beginn eine Skraup-Reaktion
ausgehend von 2-Methyl-5-nitroanilin XXXIVa unter Verwendung von Natriumiodid und
konzentrierter Schwefelsdure durchgefiihrt. Das daraus resultierende 5-Nitrochinolin XXXV
wurde zu einem 5-Aminochinolin reduziert. Anschlielend wurde eine zweite Skraup-Reaktion
am entstandenen Amin durchgefiihrt (Schema 2).'87'88 Die Reaktion verlief mit geringer
Gesamtausbeute zum 1,7-Phenanthrolin 1a (2 %). Dies kann auf verschiedene Grinde
zuriickgehen. Denkbar ware, dass die Nitrogruppe den Aromaten durch den stark
elektronenziehenden (-M/-I-Effekt) desaktiviert und dadurch die elektrophile intramolekulare
Cyclisierung erschwert. Ferner kann das Anilin durch die Schwefelsaure protoniert und so die
Nukleophilie der Aminogruppe gesenkt werden. Darliber hinaus kénnte eine unvollstandige

Reduktion der Nitrogruppe eine Cyclisierung im Rahmen der Skraup-Synthese verhindern.

1) Nal
H,S0, (80 % in Hy0) 1) Eisen _
140 °C, 5 min 140 °C, 16 h
/©\/ O+ N — > \N N
O:N NH; 2) Glycerol, Giber 30 min N \ 2) Glycerol P
140 °C, 3.5 h (0] 140 °C,3.5h
RT, 15 min
XXXIVa XXXV 2% 1a

Schema 2: Skraup-Reaktion zur Synthese des 1,7-Phenanthrolinbausteins 1a ausgehend vom Nitroanilin XXXIVa.

Um die Ausbeute zu verbessern, wurde ein alternativer Skraup-Ansatz erprobt. Dabei wurde
zum 2,4-Diaminotoluol XXXIVb bereits zu Beginn eine flir einen zweifachen Ringschluss
ausreichende Menge Glycerol (2 Aq.) zugesetzt (Schema 3). Auch hierbei wurde jedoch nur
eine geringe, wenngleich gegentber der Ein-Topf-Synthesesequenz ausgehend vom
Nitroanilin XXXIVa verbesserte Ausbeute erzielt (14 %). Dies konnte darauf zurlickgefiihrt
werden, dass die Cyclisierung der 4-Aminofunktion nicht ausschlieRlich in der fur den
Reaktionsverlauf erforderlichen Regiochemie erfolgt. Bei alternativer Ringbildung wird die fiir
den zweiten Ringschluss ausgehend von der 2-Aminofunktion erforderliche Position bereits

besetzt. Die Bildung des gewunschten Produktes ist dann nicht moglich.

29



1) Nal
H2804 (80 % in Hzo)

140 °C, 5 min
NS
N N
H,N NH 0 i |

2 2) Glycerol, Gber 30 min
140 °C,3.5h
RT, 15 min

XXXIVb 14 % 1a

Schema 3: Skraup-Reaktion zur Synthese des 1,7-Phenanthrolinbausteins 1a ausgehend vom
2,4-Diaminotoluol XXXIVb.

Fur das Verstandnis der geringen Ausbeuten ist es wichtig, den Mechanismus der
Skraup-Reaktion nachzuvollziehen.

Bei der Skraup-Synthese werden als Edukte ein Anilinderivat, hier 2,4-Diaminotoluol XXXIVb,
und eine a,B-ungesattigte Carbonylverbindung bendétigt. Unter sauren Bedingungen wird durch
zweifache Dehydratisierung aus Glycerol XXXVI das hochreaktive Acrolein XXXVIII
gewonnen, das als a,8-ungesattigter Aldehyd die reaktive Cs-Komponente darstellt. Eine der
primaren Aminogruppen des 2,4-Diaminotoluol XXXIVb addiert in einer nukleophilen 1,4-
Addition (Aza-Michael-Addition) an das Acrolein XXXVIII. AnschlieRende Protonentransfers
fuhren zu dem B-Aminoaldehyd XXXIX. Eine Protonierung der Aldehydfunktion ermdglicht eine
intramolekulare elektrophile Substitution, wobei der Wheland-Komplex XL entsteht. Nach
Deprotonierung entsteht XLI, welches durch eine saurekatalysierte Dehydratisierung zum
Dihydrochinolin  XLII umgesetzt wird. Eine anschlieRende oxidative Aromatisierung unter
Einsatz von Nal bei sauren Bedingungen liefert das Chinolin XLIIl. Nach einem zweiten

Reaktionsablauf entsteht schlieRlich das 1,7-Phenanthrolin 1a (Schema 4).18%:188

o)
HO\)Oi/OH + H2S0, | * /©\/
-2H0 | H,N NH

2

XXXVI XXXVl XXXV XXXIVb
+H* /@\/ + H+
O/\/\N
- H"‘
XXXIX
OH
“ C I
N NH,
N NH, H
H
XLI XL
2. Skraup-
Nal/H,SO,4 Ox. Sequenz (j%
XL

Schema 4: Mechanismus der Skraup-Synthese ausgehend vom 2,4-Diaminotoluol XXXIVb.
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Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die mehrstufige Skraup-Sequenz in beiden
Varianten durch die harschen Bedingungen und Fehlcyclisierungen erschwert wird.'90:11
Neben der bereits beschriebenen Deaktivierung des Aromaten durch die Nitrogruppe sowie
der herabgesetzten Nukleophilie der Aminogruppe infolge der Protonierung des Anilins durch
Schwefelsdure kénnten auch Nebenreaktionen eine Rolle spielen. So wird beispielsweise die
Bildung von oligomeren oder polymeren Nebenprodukten durch eine saurekatalysierte

Polymerisation von a,B-ungeséttigten Aldehyden fiir die Skraup-Reaktion beschrieben.'®?

Die anschlieRende Riley-Oxidation mit Selen(lV)-oxid verlief selektiv an der benzylischen
Methylgruppe des 1,7-Phenanthrolins 1a und lieferte den entsprechenden Aldehyd 2a in hoher
Ausbeute (87 %) (Schema 5).'°2 Eine Uberoxidation zur Carbonséure wurde vermieden, indem

auf den Zusatz von Wasser verzichtet wurde.

o}
X
Se02 AN H
Z |
NN > ~
| 1,2-Dichlorbenzol N ZN|
180 °C, 4 h S |
1a 87 % 2a

Schema 5: Selen(IV)-oxid-vermittelte  Oxidation des 1,7-Phenanthrolinbausteins 1a zur Darstellung des
entsprechenden Aldehyds 2a.

Der durch die Riley-Oxidation erhaltene 1,7-Phenanthrolin-6-Carbaldehyd 2a wurde
schlieBlich in einer nukleophilen Addition zum Nitril 3a umgesetzt. Zu diesem Zweck wurde
Acetonitril  mit n-Butyllithium bei -78 °C deprotoniert, wodurch das entsprechende
Cyanomethyllithium gebildet wurde. Dieses stark basische Nukleophil greift den Aldehyd am
Carbonylkohlenstoff an.'®3 Die Reaktion liefert das gewiinschte Produkt in einer Ausbeute von
57 % (Schema 6).

1) ACN
n-BuLi
THF
-78°C,1h
—_—
2)X
THF
2a 0.5h, RT 3a

57 %
Schema 6: Darstellung des Phenanthrolinnitrils 3a in einer n-Butyllithium-vermittelten Reaktion.

Die Umsetzung des Nitrils 3a mit 4-Fluoranilin wurde analog zum bereits von Knaab etablierten
Al(CH;);-vermittelten Amidierungsprotokoll durchgefihrt. Dabei stellte bereits Knaab bei
dieser Reaktion eine ausgepragte Temperaturempfindlichkeit fest. Bei hdheren Temperaturen
bilden sich bevorzugt héhermolekulare Produkte, die auf dimerisierte Nebenprodukte

zurlickzufiihren sind.'84194
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Um eine Uberreaktion zu vermeiden, wurde die Temperatur auf 60 °C begrenzt. Eine
vollstandige Umsetzung des Nitrils 3a konnte dabei jedoch nicht erzielt werden, sodass Edukt
zurickgewonnen wurde. Das gewlnschte 3-Hydroxypropanamidin 4a konnte in einer

moderaten Ausbeute von 34 % isoliert werden (Schema 7).

HCl -
1) 4-Fluoroanilin OH NH /©/

Al(CH3)3 Z N
Toluol/THF - H
60 °C, 16 h N N

. |
2) HCl/Dioxan
3a RT, 5 min 4a

34 %

Schema 7: Synthese des 3-HPAs 4a.
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3.1.2 Synthese der phenanthridinbasierten 3-Hydroxypropanamidine

Zur Darstellung der Phenanthridine 1b-d wurde eine von Xuetal.'®® beschriebene

Kaskadenreaktion verwendet, die den Aufbau der Phenanthridine 1b-d ausgehend vom

o-substituierten Biphenylamin XLVb-d in einem Schritt erméglicht. Xu et al. haben einen

moglichen Mechanismus postuliert, der im Folgenden systematisch am Beispiel des

Phenanthridins 1b dargestellt wird (Schema 8).

~
/LO
O H XLVIll
HX N°

NH, XLVI
XLVb
a
[RuM(X)(L)]
XLIV
XLVI
d L—Ru™ ¢
U™ o — HX
NH X XLVI

(I
W

HX
LI XLvi L
(0]
A
MX LV
LI N’H O
. ) L Z >N
Moy nps
e
\X [
M-
LIl LIV 1b

Schema 8: Metallkatalysierte Kaskadenreaktion zum Aufbau von Phenanthridin 1b nach Xu et al.'95
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Dabei durchlauft das jeweilige Biphenylamin XLVb unter katalytischen Bedingungen
([Ru(p-cymene)Cl;],, AgOTf) in Anwesenheit von Essigsaure zunachst eine o-selektive
C(sp?)-H-Aktivierung und N-H-Deprotonierung ( ). Dabei koordiniert die aktive
Ru(ll)-Spezies XLIV an das Stickstoffatom und unter Abspaltung von HX XLVI folgt eine
cyclometallierende o-C-H-Aktivierung, sodass der Ru-C-gebundene Komplex XLVII entsteht.

In die Bindung des o-cyclometallierten Intermediats XLVII wird anschlielend die

Alkinyl-Einheit von XLVIII inseriert ( ). Das entstehende Vinyl-Intermediat XLIX wird
protoniert ( ) und anschlieBend wieder protodemetalliert ( ). In einer
intramolekularen Aza-Michael-Addition ( ) entsteht das Produkt 1b (Schema 8).1%

Diese Ein-Topf-Kaskadenreaktion erfolgt in einem einzigen Reaktionsgefald und toleriert
sowohl Wasserstoff- als auch Halogensubstituenten am Biphenyl.'®® Die Zielverbindungen 1b-
d wurden in moderaten bis guten Ausbeuten (29-50 %) erhalten, was zeigt, dass die Methode
einen effizienten Zugang zu funktionalisierten Phenanthridinen ermoglicht (Schema 9).

But-2-insduremethylester XLVIII
NH, [Ru(p-cymene)Cl,],

‘ AgOTf
O AcOH
R THF

120 °C, 24 h
XLVb R=H, 1b R=H, 50 % 1b R=H
XLVe R=Br 1c R=Br, 46 % 1c R=Br
XLVd R=ClI 1d R=Cl, 29 % 1d R=Cl

Schema 9: Synthese der Phenanthridine 1b-d.

Zunachst wurde analog zum Phenanthrolin-Analogon 1a die Methylgruppe der
Phenanthridine 1b-d mittels Selen(IV)-oxid selektiv zur entsprechenden Aldehydfunktion 2b-d
oxidiert, wobei die Aldehyde 2b-d (61-72 %) in moderaten bis guten Ausbeuten isoliert wurden.
Die Ausbeuten zeigen dabei den erwarteten Trend und sinken mit der zunehmenden
elektronischen Desaktivierung durch den jeweiligen Halogensubstituenten (H > Br > ClI), da
elektronenziehende Substituenten die Elektronendichte im aromatischen System verringern,
wodurch die Reaktivitat der benzylischen Methylgruppe gegeniiber der Oxidation herabgesetzt

wird."%3

Im anknipfenden funktionellen Aufbau der 3-Hydroxypropannitriie 3b-d wurde die von
Leven et al. etablierte Synthesesequenz angewendet. Zunachst wurde dabei mit n-Butyllithium
und Acetonitril das jeweilige Phenanthridinnitrii 3b-d in moderaten bis guten Ausbeuten
aufgebaut, das dann unter Lewis-sauren Bedingungen mit 4-Fluoranilin umgesetzt werden
konnte. Dadurch konnten die 3-HPAs 4b-d dargestellt werden (Schema 10).18%184
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1b R=H
1c R=Br
1d R=Cl

1) ACN

3602 n-BulLi
1,4-Dioxan THF
-78°C,1h
H0 2) 3b-d
120°C, 6 h THE
0.5h, RT
2b R=H, 68 % 2b R=H 3b R=H, 76 % 3b R=H
2¢c R=Br, 61 % 2c R=Br 3¢ R=Br, 40 % 3¢ R=Br
2d R=Cl, 72 % 2d R=Cl 3d R=Cl, 34 % 3d R=CI

1) 4-Fluoranilin
Al(CHg);
Toluol/THF
60 °C, 16 h

2) HCl/Ether
RT, 5 min

4b R=H, 37 % 4b R=H
4c R=Br, 43 % 4c R=Br
4d R=Cl, 30 % 4d R=Cl

Schema 10: Synthesesequenz der Phenanthridin-basierten 3-HPAs 4b-4d.

Zuséatzlich sollte ein zweifach fluoriertes Phenanthridin-Derivat synthetisiert werden. Hierfur

war ein schrittweiser Aufbau aus kleineren, funktionalisierten Aromaten zweckmafRig. Das

Biarylsystem wurde zunachst in einer Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung ausgehend von dem

Nitrobenzol LVI und der Boronsaure LVlla hergestellt. Unter Einsatz von 10 mol% Pd(OAc),

und Kaliumcarbonat gelang die Umsetzung unter milden Bedingungen und lieferte das

Fluor-substituierte Biarylsystem 5 in einer hohen Ausbeute von 61 %.'% Dieses diente als

Ausgangspunkt fur den weiteren Gerustaufbau. Die Nitrogruppe des Biaryls 5 wurde

anschlieBend in einer katalytischen Hydrierung (Pd/C, H,) selektiv reduziert."®” Die Reaktion

verlief in Methanol bei Raumtemperatur und lieferte das Anilin 6 in einer hohen Ausbeute von

97 % (Schema 11).

O g Of Pd(OAc), F

F NO, K,COs O NO,
T

| Aceton/Wasser O

65 °C, 16 h
L , F
0,
LvI LVila 61% 5

Pd/C F NH
S
MeOH O
F

RT, 4 h

97 %

Schema 11: Suzuki-Miyaura-Kupplung zur Darstellung des Fluor-substituierten Biarylsystems 5 und anschlieBende
Pd/C-katalysierte Reduktion der Nitrogruppe zum Anilin 6.
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Wahrend die rutheniumkatalysierte Kaskadenreaktion nach Xu et al. fir die unsubstituierten
sowie Brom- und Chlor-halogenierten Biphenylamine XLVb-d zu den entsprechenden
Phenanthridinen 1b-d in moderaten bis guten Ausbeuten flhrte, zeigte das zweifach fluorierte
Diphenylaniin 6 ein  abweichendes  Reaktionsverhalten.’®  Die  entstandene
Reaktionsmischung wurde mithilfe der HPLC auf den Umsatz des Biphenylamins 6 zum
Phenanthridin 1e Uberpruft. Es konnte kein signifikanter Umsatz zum Zielprodukt festgestellt
werden, stattdessen entstand ein komplexes Gemisch aus Nebenprodukten, die
chromatographisch nicht abgetrennt werden konnten. Dies kann auf die stark
elektronenziehende Wirkung der beiden Fluorsubstituenten zurtickgeflihrt werden, die den
Aromaten desaktivieren und somit die flr die Metallkatalyse entscheidende C-H-Aktivierung,
beziehungsweise die Bildung des Cycloruthenium-Intermediats, hemmen.

Als alternative Syntheseroute wurde das Biphenylamin 6 anschlielend mittels Acetylchlorid in
Gegenwart von Triethylamin acyliert."®® Die Umsetzung erfolgte in Dichlormethan bei
Raumtemperatur und fliihrte zum entsprechenden Acetanilid 7 mit einer Ausbeute von 59 %.
Die anschlieliende Umsetzung von 7 in Polyphosphorsaure fihrte nach 48 h zum Ringschluss

und ergab das Phenanthridin 1e in einer Ausbeute von 88 % (Schema 12).19°

0

F F. NH
O NHz  Acetylchlorid
O Triethylamin Polyphosphorsaure
_ =
F DCM O RT, 48 h
F

RT, 1h
6 7 1e

59 % 88 %

But-2-insduremethylester XLVIII
[Ru(p-cymene)Cl,],
AgOTf
AcOH
THF
120°C,24 h

1e

Schema 12: Geplante und tatsdchlich realisierte Synthesesequenz zum Aufbau des Fluor-substituierten
Phenanthridins 1e ausgehend vom Biphenylamin 6.

Die selektive Oxidation der Methylgruppe des polycyclischen Aza-Aromaten 1e wurde mittels
Selen(IV)-oxid in 1,4-Dioxan/Wasser durchgefiihrt."®® Unter moderaten Temperaturen

(120 °C) entstand der entsprechende Aldehyd 2e, der in einer Ausbeute von 47 % isoliert

werden konnte (Schema 13).
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8602

1,4-Dioxan/H,0
120 °C,6 h

1e

47 %
Schema 13: Selen(IV)-oxid-vermittelte Oxidation des Phenanthridinbausteins Te.

Die urspringlich geplante Einfihrung der Nitrilfunktionalitdt sollte entsprechend den zuvor von
Leven am Arbeitskreis Kurz etablieten Bedingungen durch die Addition von
Cyanomethyllithium an den Aldehyd 2e erfolgen.'184 |m Unterschied zu den vorherigen
Derivaten fiihrte der Einsatz von n-BuLi/ACN bei dem fluorierten Phenanthridin-Derivat jedoch
zu erheblicher Nebenproduktbildung, vermutlich aufgrund von ausgepragter Fragmentierung.
Folglich konnten nur Spuren des entsprechenden Nitrils in verwertbarer Reinheit isoliert
werden. Eine mogliche Ursache fir die beobachtete Fragmentierung und
Nebenproduktbildung konnte die erhohte Reaktivitdt des  Fluor-substituierten
Phenanthridin-Derivats 2e sein. Im Vergleich zu den zuvor synthetisierten Chlor- und
Bromsubstituierten Derivaten weist Fluor einen starker negativen, induktiven Effekt auf. Da
Fluor eine deutlich bessere Abgangsgruppe in  nukleophilen  aromatischen
Substitutionsreaktionen  (SnAr) darstellt, sind unter den vorliegenden Bedingungen
konkurrierende SnAr-Reaktionen durch Angriff des Cyanomethylanions an den Aromaten
denkbar.

Um Nebenreaktionen zu limitieren, wurde auf eine mildere, selektivere Cyanierungsstrategie
zurlckgegriffen. Die Umsetzung des Aldehyds 2e mit Trimethylsilylacetonitrii (TMSAN) in
Gegenwart eines N-heterocyclischen Carbens (NHC, hier IPr) ermdglichte die direkte
Umwandlung zum B-Hydroxynitril 3e. Dabei aktiviert das NHC (IPr) das TMSAN durch einen
nukleophilen Angriff am Siliziumatom. Dies fluhrt zur Bildung eines hexavalenten
Siliziumintermediats, wodurch eine polare Si-C-Bindung entsteht. Das Cyanomethylfragment
wird dadurch stark nukleophil und greift den Aldehyd 2e an. Unter saurer Abspaltung des
Silylrestes entsteht das B-Hydroxynitril 3e.2°° Durch Anpassung der Syntheseroute konnte 3e
in einer Ausbeute von 27 % gewonnen werden. Die alternative Route erwies sich damit fur
dieses elektronisch modifizierte Phenanthridinsystem als effektiver als die klassische
n-BuLi-basierte Route (Schema 14).
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1) ACN
n-BuLi
THF
-78°C,1h
2) Aq. 2e
THF
0.5h, RT

3 2
e Spuren, nicht isoliert e 27 % 3e

Schema 14: Syntheserouten vom Aldehyd 2e zum Nitril 3e.

Unter Lewis-sauren Bedingungen wurde das Nitril 3e analog zu den vorherigen Derivaten mit

4-Fluoranilin umgesetzt, wodurch das 3-HPA 4e dargestellt wurde (Schema 15).184

1) 4-Fluoranilin
AI(CH3)3
Toluol/THF
60 °C, 16 h
—_—
2) HCI/Ether
RT, 5 min

4%
3e ’ 4e

Schema 15: Synthesesequenz des Phenanthridin-basierten 3-HPAs 4e.
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3.1.3 Synthese und biologische Evaluation der 3-Hydroxypropanamidine

Der folgende Abschnitt entspricht der verdffentlichten Arbeit Klein, S.; et al. J. Med. Chem.

2025 und wird in der Originalformatierung und -nummerierung wiedergegeben.?°!
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ABSTRACT: New treatment strategies are required to combat the
spread of drog-resistant Plasmodium falciparum malaria. The
synthesis and preclinical evaluation of novel 3-hydroxy-propana-
midines (HPAs), with modifications of the phenanthrene and the
4-fluorcbenzamidine moieties, has yielded several analogs exhibit-
ing excellent in vitro growth inhibition of drug-sensitive or resistant
P. falciparum fresh clinical isolates and culture-adapted strains. No
cytotoxicity in the human HepG2Z cell line was observed,
demonstrating notable parasite selectivity. The most active HPA ; O T
7d, which feftu.ms a 4—P':mmn'benzamid?:1e moiety, inhibited the = e
formation of synthetic hemozoin (F-hematin) with 1C;; values

lower than chloroquine and the lead compound TKK130. Additionally, 7d showed a killing rate comparable to chloroguine. In
initial in vivo pharmacokinetics, 7d displayed a favorable pharmacokinetic profile, with a fast onset and slow elimination phase. In
vivo, 7d demonstrated dose-dependent curative activity after oral administration in the Plasmodium berghei mouse model, without
apparent signs of toxicity.

B INTRODUCTION significant efforts have been made to develop new antimalarial

Malaria is transmitted through the blood meals of infected ~ drugs with novel mechanisms of action aimed at improving
fernale Anopheles uitoes carrying Plasmadiur parasites.' Fherapeuuc options, tolerability, and safety, particularly for
In 2023, an estimated 263 million cases of malaria were infants and_pregnant wome. l']'he;e regeanch ef'l.dE:I‘\'DIS e
reported worldwid  Between 2000 and 2023, malaria led to the discovery of innovative molecules, which are already

infections were responsible for approximately 16 million in late—_stflge dimical develupument. . Thos, actesmmte-
deaths globally with children comprising the majority of the pyronaridine {l’ylama._l:l was rece{'ﬂl}r approved for .t'he
nearly 600,000 annual deaths ™ After decades of joint efforts, tl.'eatmem DCE .unmmphc:ll.ed P Jalciparum 'ﬁd Plﬂ..ima.d':um
the RTSS vaccine, also known as Mosquiriy, has been Wiz mularia i adulty mnd Ehlh.:lml? (25 kg} Despite l.bese
approved for use in children in high-risk malaria areas in advances, ver}rfewrm:f drngs with inovative modes of action
sub-Saharan Africa. Additionally, R2I/Matrix-M, a similar have .he:n approved in recent decades for the treatment of
vaccine developed by Novavax in collaboration with the malaria.

University of Oxford, is available for the prevention of malaria 3-Hydroxypropanamidines (HPAs) have recently been
in children.*™ 1 ’ er, the limited efficacy and short-term reported as a novel chemotype with potent in vivo antimalarial

sivi hish barri ist 1413 4 1
protection offered by current malaria wvaccines make it ity and a ter to © ) g these, our
: N B lead compound, TKK130, has shown the most promising
challenging to evaluate their long-term impact. As such, - - - . .
. } ] } activity to date. To gain deeper insights into their structure—
chematherapy will continue to play a central role in malaria L ; . 3
! activity relationship, novel 3-hydroxypropanamidines (HPAs)
treatment in the foreseeable future. The recommended . . e - )
o T : were synthesized with structural modifications in regions A
treatment of malaria is a combination of a fast-acting

artemisinin derivative and a longer-lasting partner, like

lumefantrine.” In several regions, Plasmodism falciparsm has Received:  May 15, 2015
developed resistance to approved drugs, underscoring the Revised:  July 29, 2025
urgent need for new treatment alternatives.” Nowel antima- Accepted: August 18, 2025

larials should preferably exhibit high potency, multistage
activity, a low propensity for resistance, and a pharmacokinetic
profile that enables infrequent dosing. In recent years,
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‘Btructural modification of the HPA THK130

/

Modification of tha phenanthrene maiety

(W

#+ Replacement by 1,7-phenanthroline,
benzo|hjguinolne, and phenanthriding
moleties

N

Moafication of the ameding moiety

#* Replacement of the fucrine substifuent

# Di- and tri-substitution of the phani rng

* Replacamenl af pherryl by halerocyclic moelies
#* Replacement of phenyl by aliphatic residues

Figure 1. Structural modifications of TKK130 highlighting Region A {orange, phenanthrene moiety), Region B (green), and Region C (blue, 4-
Ausrobenzamidine moiety). Structural modifications were introdeced in regions A and C, marked by dashed-line rectangles.

{phenanthrene moiety) and C (benzamidine moiety). Initially,
the lipophilic, fluorinated phenanthrene moiety in region A
was replaced with tricyclic aza-analogous ring systems, such as
1,7-phenanthroline, benzo[k]quincline, and phenanthridine. A
primary objective was to study how replacing the lipophilic,
fluorinated phenanthrene moiety with tricyclic heterocyclic
alternatives, along with modifications to the 4-fluorobenzami-
dine structure, would affect the antiplasmodial activity and
pharmacokinetic properties of the lead compound, TKK130
{Figure 1).

B RESULTS

Synthesis of HPAs with 1,7-Phenanthroline, Benzo-
[hlquincline, and Phenanthridine Moieties for the
Replacement of the Phenanthrene Moiety in Region
A. 6-Methyl-1,7-phenanthroline (1a), the central building
block for the synthesis of HPA 4a, was prepared via a Skraup
synthesis, following the method described by O'Murchn " 4
Methylbenzo[h]quinoline (1b) and four halogen-substituted
6-methylphenanthridines {1c=f) were also synthesized accord-
ing to established literature procedures and wsed as key
intermediates for the preparation of benzo[h]quinoline- and
phenanthridine-based HPAs (4b=f)."*"*' First, the methyl
groups of la=f were oxidized with selenium dioxide to
produce the corresponding heterocyclic carbaldehydes (2a—
£).2** The f-hydroxynitriles ( 3a=f) were obtained by reacting
2a=f with lithivacetonitrile, following a method described by
Leven et al™ Finally, all HPAs (4a—f) were synthesized by
reacting the f-hydroxynitriles (3a-f) with 4-fluoroaniline in the
presence of trimethylaluminum in toluene (Scheme 1)1

In Vitro evaluation of the antiplasmodial activity of
the 1,7-phenanthroline-, benzo[h]quincline-, and phe-
nanthridine-based analogs 4a-f, as well as their
cytotoxicity against human HepG2 cells. Replacement
of the unsubstituted phenanthrene system of the previonsly
described HPA TKK93" with unsubstituted aza-analogous
phenanthrene residues (4a, 4b, 4c) resulted in a reduction of
the antiplasmodial in vitro activity against the P. falciparum
drug-sensitive Pf3D7 and multidrug-resistant PfDd2 strains
{Table 1)."* This reduction was particularly pronounced with
the 1,7-phenanthroline derivative 4a, which showed anly
micromolar activity against asexual blood stage parasites. The

most active derivatives of this small compound series, the 8-
bromo- and 8-chlorophenanthridine derivatives 4d and 4e,
exhibited plasmodial growth inhibition comparable to TKK93,
which contains an unsubstituted phenanthrene system.
However, their activity was reduced compared to TKK130,
which features a fluorinated phenanthrene system, likely
contributing to its enhanced potency. Specifically, 4d
demonstrated 1C;, values of 19.5 nM against Pf3D7 and
46.3 nM against PfDd2, while 4e showed [Cy; values of 18.7
nM against Ff3D7 and 49.9 nM against PfDd2. Surprisingly,
the 38-difluoro substituted phenanthridine derivative 4f
exhibited significantly reduced antiplasmaodial in vitro activity
compared to TKK130 and TKK93 with approximately 10-fald
higher IC,, values. """ All tested HPAs 4a—F exhibited low
cytotoxicity in the human HepG2 cell line and their parasite
selectivity was remarkable (Table 1). Although compounds 4d
and 4e did mot exhibit improved antiplasmodial in vitro
activity, their speed of activity, mode of action and in vivo
activity was still evaluated as they displayed the most potent
activity from this new small series of aza-analogues (see SI).

Structural Modification of Region C: Modification of
the Amidine Moiety. Since the aza-analogous HFAs 4a=f
did not show an improvement in antiplasmodial activity, we
next focused on modifying the amidine structure in region C.
To enhance the antiplasmodial activity and to gain deeper
insights into the structure—activity relationship (SAR), we
performed extensive modifications of the 4-fluorobenzamidine
structure. First, we altered the substituents and the substitution
pattern on the phenyl ring. Based on previous SAR results,
several halogen-substituted anilines were used. """ Subse-
quently, we introduced both aromatic and nonaromatic
heterocyclic amines, as well as aliphatic residues derived
from primary and secondary amines. The amines chosen for
the synthesis of the amidine moiety were either bioisosteres of
4-fluoroaniline or represented a wide range of steric and
electronic properties. This selection strategy was intended to
enable a comprehensive structure—activity relationship (SAR)
analysis of the amidine moiety.

Synthesis of 3-Hydroxypropanamidines (HPAs) 7a-v
with Modified Amidine-Moieties. The synthesis of the
novel HPAs Ta=v with structural modifications in region C
was carried out according to the procedure reported by Knaab
et al'™" In case of HPAs Ta—s the amidine moiety was

g b g U100 1/ s b 50 1337
4 Mad
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Scheme 1. Synthesis of 4a—f; (i) (a) 1a/1e, Selenium Oxide, 1 4-Dioxane, 110 °C, 4—6 h; (i) (b) 1b/1f, Selenium Dioxide, tert-
Butyl Hydroperoxide, 1,4-Dioxane/H,0, 110 °C, 4=6 h; (i) (c) lc/1d, Selenium Dioxide, 1,4-Dioxane/H,0, 110 °C, 5=6 h;
(ii) (a) (1) Acetonitrile, n-BuLi, =78 °C, 1 h; (2) 2a—e, Room Temperature (RT), 0.5=1 h; (ii) (b) 2f, TMSAN, 1,3-Bis(2,6-
Diisopropylphenyl) Imidazole-2-yli-dene, DMF, RT, 30 h; (iii) 4-Fluoroaniline, Al(CH,);, Toluene/THF, RT to 60 °C, 16 h;

BT, Room Temperature

iya-ch o iiahb)
CH; —_— =
" RJ“H

1 2a, 46 % 2 3a,49 %
2b, B7 % b, 57 %
2, 68 % 3¢, 78 %
2d, 61 % 3d, 40 %
2|, 54 % e, 34 %
i, 47 % 3, 5B %

oM (1]

u OH MH ’@’F
A2 T ”’L““LH

3 4a, 34 % 4
4b, 34 %
4, TE %
dd, 40 %
de, 34 %
4, 4%

oY %% 0% %% %

Table 1. In Vitro Antiplasmodial Evaluation of 3-Hydroxypropanamidines 4a=f and Their Cytotoxicity against Human Hep(2

Cells

THEA130. TKKAZ, 4a-f
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[ [nMF M I PIT) 10 PEOT
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hd+32 23:05 250 00 03
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TEK13V L 7 ! 23£11 35:£24 20 T22.2 | A 1.5
L
TRRY3 I - 21.2£R7 A4+ M2 e 2,1 an 14
da W 3195 £ K25 RTTR = TR 265 = 266 [ T
4h W 207+ 6h4 330 +0853 333200 [[=) Ea
5
£ o 1254445 B2 £ 313 485221 352 [0y
-
ol 195 £ 46 4h. 47 =25 =0 4
oMy =
F . 1B7+2.3 U= =25 RN T4
T T =
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v

"Walues show the mean = standard deviation (5D of at least three independent experiments conducted in dupligl_!. EResulis Fom 3 different
assays in duplicate. ‘5-e||:|:Iint:|r Index. dch]uwl.]umz_ “LUM: Lumefantrine. )I'mnuux]]' published by Knaab et al =" FRpgistance index.

introduced in the final step of the synthetic sequence by
reacting the 3-hydroxypropanenitrle 5 with an aromatic or
aliphatic primary amine in the presence of trimethylaluminum
(route A, Scheme 2).'*" The f-hydroxyimidate 6 was
obtained by a Pinner reaction of 3-hydroxypropanenitrile 5
with methanol according to a method described by Leven et
al.™” The amidine moiety of HPAs Tt and 7u was obtained by
treating the f-hydroxyimidate 6 with secondary amines. 7v was
synthesized from 7f and benzimidazole in the presence of
Cuy 0, N'N-dimethylethylenediamine and K;CO; (route B,
Scheme 2).°°

In Vitro Antiplasmodial Evaluation of HPAs 7a—v and
Their Cytotoxicity Against Human HepG2 Cell. Several
mono-, di-, and trisubstituted benzamidine analogs (7a, 7b, 7d,
7f 7h, 7k) of TKKI130 exhibited in vitro antiplasmodial
activity, with single-digit nanomalar 1C;; values against at least
one of the P. falciparum strains (Table 2). While HPA Te (1C.;
~ 2 nM), bearing a 3-flucrophenyl moiety, fully retained the
activity of TKK130, HPAs 7g, 7i, 7j, and 7u also exhibited
potent antiplasmodial activity, albeit with slightly reduced
potency. Among the bulkier compounds, the rigid 4-
fluorobiphenyl derivative 71 neardy retained the potent in
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Scheme 2. Synthesis of Ta=v; (i) (1) primary Amine, Al{CH,),, Toluene /THF, RT to 60 “C, 16 h; (2) Diethyl Ether/HCI, RT,
5 min (ii) Methanol, Diethyl Ether, THF, HCI (g), =20 °C to =10 °C, 30 min (iii) (1) secondary Amine, Methanol, RT, 16 h;
(2} 14-Dioxane/HCl, RT, 5 min (iv) Cuo,0, N,N'-Dimethylethylenediamine, Potassium Carbonate, Water, RT to 100 °C, 30

h; RT, Room Temperature
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vitre activity of TKK130 against both P. falciparum strains
{IC,, ~ 5 nM). In contrast, the activity of 7m with a 44-
difluoropiperidine moiety was slightly reduced (I1C; ~ 32
nM), and Tn was the only inactive compound. Compared to
the highly active biphenyl analog 71, compound 7n features a
polar 1,3,4-oxadiazole ring within the amidine moiety, which
appears to be respomsible for the loss of activity. The
bioisosteric 2-fluoro-pyridine analog 7o demonstrated a 20-
fold weaker plasmodial growth inhibition (1T, values ~ 45
nM) than TKEKI130. Surprisingly, the more flexible 4-
fluorobenzyl substituted amidine 7p—prolonged by just one
methylene group compared to TKK130—showed significantly
decreased plasmodial growth inhibition (IC,; values = 100
nM). No improvement of the antiplasmodial activity was
observed in the bioisosteric bicyclo[1.1.1]pentan analog 7s and
the difluorocyclobutyl derivative 7r. Significant reduction in
antiplasmodial activity was observed for the mono- and dialkyl-
substituted amidines 7q, 7t and the benzimidazole derivative
7v. Their activity was only in the micromolar range. The
compounds Ta, 7d, and Te also showed single-digit nanomolar
activity against Plasmodium knowlesi (the species genetically
closer to other non-falciparum species infecting humans),
suggesting a multispecies activity. All tested compounds
exhibited low cytotoxicity in the human HepG2 cell line and
their parasite selectivity was high (Table 2).

Ex Vivo Susceptibilities of Clinical Isolates. The activity
of several promising compounds was assessed against P
falciparum  isolated from participants with uncomplicated

malaria (20 children and 9 adults) between January and
August 2024 in Gabon (Lambaréné and surroundings). The
clinical isolates were susceptible to the compounds with 1Cs,
values in the low nM range, confirming their potent activity.
The basic demographic data and 1C;; values are shown in
Tables 3 and 4, respectively.

In Vitro Studies with Multidrug-Resistant P. falcipa-
rum Parasites. When developing new antimalarial therapies,
it is crucial to identify the risk of resistance early in the
preclinical development phase and eliminate compounds with
significant resistance liabilities. Due to their availability in
larger quantities and to assess this risk, the highly active
compounds 7a and 7d were tested against various laboratory-
adapted P. falciparum strains from different geographical
regions, each with varying resistance profiles. Compounds 7a
and 7d demonstrated potent growth inhibition of the strains
tested at nanomolar concentrations, regardless of their origin
and resistance profile, when compared with the drug-sensitive
NF54 strain (Table 3). In addition, compounds 7a and 7d
were tested against a panel of laboratory culture-adapted
strains with mutations in recently identified antimalarial
targets, with results showing no cross-resistance (Tables 5
and 6).577%

In Vitro Parasite Reduction Ratio (PRR). The PRE assay
enables a direct comparison of the speed of action of different
compound types, regardless of their mechanisms of action, and
can be used to characterize and prioritize mew antimalarial
candidates in early stages of development. We determined the
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Table 2. In Vitro Antiplasmodial Evaluation of HPAs Ta=v and Their Cytotoxicity against Human Hep(G2 Cell

HCI HICI
F OH HH F 0OH
! | || 1 1 L
P P
| H
F F T
(= 5% CFy
THK130, Ta-a Th-w
Frin? FDd2 Pie, Hepi2® I
Entry Rl R ICs0+ 5D ICs0+ 5D Al-H.1 ICan + 5D Heplid/
[aM]? [nM]e ICs0 £ 80 [uM]* PRDT
[mM]*
coy’ 240 + 130 195 +3.1 168 &+ 15.6 51 (Wilk
Lum 23+0.5 =250 =200
THKI13Y ' I5+24 MWI£22 (LELLH]
7
Ta ORE02 24412 TEL12 1083
}
F
7h BTL0E 106+ 03 1k3+58 203
Te 14.7+49 514+36 =15 =1 000
3
7d 6.1+2.6 fi4+47 330 9721 1590
Te 1L 20 4+ 04 224008 6.4+ 0.2 1d+43 5428
7t o 109 40,4 [ FRE 1605 £ 223 5550
v
Te - 136418 102+21 153458 1125
Th [l 53422 46425 w319 s320
:
G
Ti ! Ila+1.3 147+25 6.3+ 04 543
T7i ; 1.2 11E 51
:
Tk v 03x1 NA+09 11.3+3 1215
;
7 : H1+01 5T+19 10.5+02 1296
I|
Tm * 336415 327+18 18109 1630
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Tn od =300 =5 TN Rilb}
n
T
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“Walues show the mean + standard deviation (5D) of at least three mdependent experiments conducted in duplicate. "Results from 3 different

aseays in duplicate. “Selectivity Index 'if.:hlumqui:m. “LUM: Lumefantrine. ‘Previously published by Knaab et al.”

WD: not determined.

"EP knowlesi strain A1-H.1.
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Table 3. Demographic Data of Patients Included in the
Study

demaographics
age (years)” parasitemia (p/ul}" miale {n) fermnale (m}
11 (2-63) 207ET (1102433401 ) 16 13

“All numbers before parentheses are medians while parentheses have
the range for the data set.

speed of action of compounds Ta, and 7d, with the control
drugs artesunate {fast-acting), chloroquine {medivm-acting)
and atovaquone (slow-acting) included for comparison { Figure
2). All compounds were tested at 10-fold of their 1C;, values,
as determined in a standard growth inhibition assay. The new
compounds Ta and 7d exhibited a killing rate that was slower
than artesunate and the lead compound TKK130, but faster
than chloroquine, effectively eliminating parasites within 72 h
of exposure. In contrast, chloroquine and atovaguaone
eliminated all parasites only after 96 and 120 h of drug
incubation, respectively (Figure 2).

Mechanism of Action Studies. Mechanism of action
studies were conducted based on our previous finding that
HPAs target the heme detoxification in a similar way to the
structurally related drugs halofantrine (Hf} and lumefantrine
(LUM)."*"* Results from the NP-40 detergent assay revealed
that 7a and 7d inhibit f-hematin formation with 1C;; values
iigni.ﬁca.nﬂ¥ lower than CQ (Table 7) and slightly lower than
TEKE1 y}_‘ “* The markedly weaker inhibitory activity of 4d
and 4e aligns with their reduced antiplasmodial activity (Table
51). This finding suggests that the HPAs disrupt the
biocrystallization of heme, a critical process for Plasmodium
survival.

To further explore how HPAs may disrupt the biocrystalliza-
tion of heme, an in silico docking study was carried out using
established methods.*** Briefly, 2 3 % 3 % 3 crystal lattice of
the ferriprotoporphyrin [X u-propionato dimer unit cell was
pmpared,i and ligands were docked to this to determine each
compound’s adsorption energy (E, ) to the fastest-growing
(D01} face of the f-hematin crystal lattice. The size-
independent ligand efficiency (SILE) was also evaluated for
all ligands. This metric takes into account the number of non-
hydrogen atoms (N in each compound, and yields a modified
docking score (E,s/N"¥) which is 2 measure in this case of a
compound’s inherent surface binding strength that might
otherwise be skewed in favor of larger molecules.™ Linear
correlations were found between f-hematin inhibition activity
{1Cs5) and both docking (E,.,) and SILE scores (Figure 530).
The results indicate that 7d exhibits superior adsorption
capabilities compared to the standards, suggesting a strong
interaction with the target site. The findings also confirm that
the inhibitory effect of HPAs on fFhematin formation is
attributable to their intrinsic efficiency rather than their

molecular size, further supporting their potential as antima-
larial agents.

Ex Vivo Pharmacokinetic (PK) Evaluation. Owing to
their superior levels of activity against several multidrug-
resistant P. falciparum parasites, the halo-substituted benzami-
dine analogs 7a and 7d were selected for ex vivo
pharmacokinetic evaluation.

Flasma Stability. Human plasma stability of 7a and 7d was
investigated at two concentrations over 24 h. Within the
observed period, Ta was degraded by 27.5% at 2.5 ng/mL and
by 37.8% at 50 ng/mL, respectively. Recovery of 7d decreased
by 43.5% for 2.5 ng/mL and by 46.5% for 50 ng/mL in plasma
(Figure 3A). Calculated plasma half-lives were 51—65 h for 7a
and 33-38 h for 7d. The observed degradation was mainly
attributable to enzymatic metabolism in plasma, as the
chemical stability of both compounds over 24 h was confirmed
in bovine serum albumin {BSA) solutions.

Biood-to-Plasma Ratio. The distribution of Ta and 7d
between homan plasma and the corresponding red blood cell
(RBC) fraction was studied using the blood-to-plasma ratio
{K{B/P)). At the concentration level of 2.5 ng/mL, the K(B/
B} value of 7a was 097 + 0.03 {mean + SD) and 0.93 + 0.06
for 7d, respectively. K(B/P) values at 50 ng/mL were 112 &
0.05 for Ta and 1.00 + 0.08 for 7d, respectively (Figure 3B).
Thus, all compounds were distributed almost equally between
plasma and RBCs. These results were in contrast to Hf (068 +
0.06) and LUM (0.48 + 0.09) (see Table 8}, which exhibited a
preference for distribution in the Plalil'na_:"lj

Microsomal Stability. The metabelic fate of 7a and 7d was
investigated using pooled human liver microsomes (HLMs)
from 150 donors. For 7a, we observed an intrinsic clearance of
9.4 pL/min/mg and a microsomal binding of 0.980, resulting
in an unbound intrinsic clearance of 4805 uL/min/mg The
hepatic clearance of 7a was calculated at 1.04 L/min, which
corresponds to a hepatic extraction ratio of 0.69 and which
classified Ta as intermediate extraction drug. 7d was not
metabolized by the HLMs. Microsomal binding of 7d was
found to be 0.993 using equilibrium dialysis. Consequently, 7d
can be dassified as a low extraction drug. Further details of 7a
and 7d are compiled in Figure 3C. In comparison, Hf showed a
higher degree of degradation in HLMs (CL,, = 269 gL/min/
myg, see Table 8), while intrinsic clearance of LUM (Cl, < 7
p]..,l’min,l’m.g) is similar to the investigated analogs indicating
that CYP interaction might play a minor role for drug
metabolism. ™

Plasma Protein Binding. Plasma protein binding of Ta was
99.78 + 0.03% (mean % 50, 1:10 dilution) and 99.73 + 0.05%
(1:20 dilution). For 7d, PPB was found to be 99.91 + 0.01%
and 99.86 & 0.02%, respectively (Figure 3D¥). The high
binding affinity for plasma proteins was considered necessary
for appropriate solubility of the lipophilic 7a (log D4 = 4.96)
and 7d (log D4 = 537) in plasma_*" Aforementioned plasma

Table 4. In Vitro Antiplasmodial Activity of HPAs against Clinical Isolates from Gabon

compaunds {1y in nM)

4d e
clinical isolates {r = 29} 46" 332~
median | min—max) [28—116.7) (02-1113)
D7 (mean + 500 19.5 + 06 187 £ 2.3

“Median (min—max).

7a 7b 7d Te Th
48 64" 42° 31 12.3°
(D.4—18) (0.2-25.3) {D2-111) (D.5-76) [17-29.9)
71+ 11 87 + 08 61416 21404 §3+22
F hingricf e e g /1 00100 120 jmedchem. 5001337
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Table 5. In Vitro Antiplasmodial Activity of 7a and 7d against Field Isolates from Malaria Patients

field isolates adapted to the Lboratory Resistant against TEKIM IC, (nM)™"  Ta IC, (aM)}"  7d ICy, (aM)" CQ Iy, (aM)"
NF54° 12 9 16 11
Dd2 CQ, PYR, CYC, SUL, MFQ 15 1 15 172
Kl CqQ, PYR, CYC, SUL 3 5 4 159
TGE CQ, PYR, CYC, SUL 3 1 4 763
TMA0C2h CQ, PYR, SUL, MFQ, ATO 13 1 14 126
RF12 (PH1263-C) CQ, PYR, CYC, SUL, ART, FPQ 4 4 9 201

“Previously published by Knaab et Al Brah [*H]Hypoxanthine incorporation assay, mean values from two independent biological replicates (the
mapority of the individual values varied not more than ZK:I_ “Bensitive strain. CQ: chloroquine; PYR: pyomethamine; CYC: eycloguanil; SUL:
sulfadoxing MFC: mefloquine; ATO: atovaquene; ART: artemiining PPCL: piperaqui

Table 6. In Vitro Antiplasmodial Activity of 7a and 7d against Drug-Resistant Mutant Strains

strain generated” matated lacus TKEL30" IC, (aM)° 72 IC, (nM) T IC, (nM)°  CQIC, (nM)°  motations references
D2 [parent strain 15 11 15 17z

D2 DDDL07498 FjeEF2 16 15 13 241 i

M2 GNFL36 Ffcar] IL139K 7 q 9 165 3

2 ELQX00 PfcytB 1221 14 12 13 131 31

Dd2 5J557733 Ffatpd G585 11 1] & 2db n

D2 MMVES3183 FfACoAS TedM 13 11 9 172

“Mutant P. falciparum straine. Resistance-conferring mutations were generated in the Dd2 parental strain following drug selections with compounds
indicated to the left of the gene name and mutation. PlasmoDB IDs of mutated genes are PeEF2 (PFADT_145110); Pfead (PE3D7_0321900);
Pfeyth (PF3D7_MITOO2300); Platps (PEIDT_1211900); PAACoAS (PF3DT_0627800). “Previously published by Knaab et al' 72 h [*H]-
hypoxanthine incorporation assays, with mean values derived from two independent biological replicates. The majority of the individial values

varied no more than 2-feld. CQ: Chloroquine as contral.

Parasite reduction ratio

=e= TKK 130 30 nM

-;’“ & — AflEsuriabe 200 nhl
w & — Chigrogquing 240 i
2 4 — Alovaguene 10 i
E_ 3 =& Ta70nM

i == Td B nM

"o

§ 1

L] 24 a8 T2 oBE 120
Time of treatment (h)

Figure 2. Parasite killing time course profiles in response to the newly
synthesized compounds {7a, d), and comparator antimalarial drugs
Parasites were treated with compounds at their respective 10-fold 1T,
for different lengths of time and allowed to recover in drug-free
medium for 28 days. Subsequently, parasite growth was measused
using an HRP2Z-ELISA. Error bass are the SEM of at least three
independent experiments in duplicate.

Table 7. Detergent-Mediated NP-40 Assay to Determine
Inhibition of §-Hematin Formation

compound 10, (b)) adscrption -m:rpl" (kcal/mal)
TEEL30 o4 + 03 -1kl
Ta 0 + 0.4 =105
d 68 + 12 -132
Oy 0+ 04 -1
Hf 134 + 04 —10.4

“Walues show the mean + standard deviation (SD) of one
independent experiment conducted in technical triplicate. "alue is
from the topscoring of five repeat docking poses. “Previously
published by Knaab et al'*

protein bd.ndil:g values are all comparable to Hf and LUM
(both >99%]),

In Vive Studies with Plasmodium berghei-Infected
Mice. Low nanomolar antiplasmodial in vitro activity, and
excellent selectivity for P. falciparum led us to select
compounds Ta and 7d for in vivo studies in P. berghei-infected
mice. In a standard 4 day Peters test, groups of three mice were
initially treated orally with four doses of 50 mg of the
compounds kg body weight. The most active compounds, Ta
and 7d, demonstrated potent antimalarial activity (=99%
decrease in % palasilemiaj with 100% cure rates. In addition,
7a and 7d displayed a clear dose-dependent activity profile
when comparing the mean survival time in days (MSD) and
cure rate. 7d maintained its fully curative activity at 30 mg,/kg
{99.6% activity, 30 MSDs) while at 10 mg/kg the cure rate
dropped to 33% (99.7% activity, 21 MSDs). The in vivo
efficacy of the HPA was reduced at 3 mg/kg (14 MSD, 0%
cure rate), maintaining its significant parasitemia reduction
activity of 99.6%. Compound 7a exhibited a pronounced dose-
dependent efficacy, achieving complete curative activity at 50
mg/ kg (99.7%, 30 MSDs). At 30 mg/kg, Ta maintained high
efficacy (99.8%, 28 MSDs), whereas at 10 mg/kg the cure rate
decreased despite achieving a 99.9% parasitemia reduction (20
MSDs). At 3 mg/kg, 7a still exhibited a substantial parasitemia
reduction of 99.8% (13 MSD, 0% cure rate). This in vivo study
demonstrated that the in vive activity profile of the 4
bromophenyl substituted HPA 7d is comparable with the so
far most active derivative TKK130. The in vivo activity of less
active compounds 4d, 4e and 7h, Te, 71, Th, 7j is reported in
the S1. No HPAs exhibited obvious signs of toxicity in these in
vivo studies (Table 9).

Snapshot Pharmacokinetics. Becavse of its promising ex
vivo pharmacokinetics (ie, its high metabolic stability) and
the potent in vivo activity, the in vivo pharmacokinetics of 7d
were further examined in mice infected with P. berghei
Following 50 mg/kg oral administration of 7d, a maximum
concentration of 23364 + 57.3 ng/mL (mean + 5D) was
observed at 4 + 0 h (mean + 5D) post dose. The extent of

g deieeg 11 0U102 120k jmedcham. 5c01337
4 Med Charm. X00CK, 3000 3000- 2000
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A - Plasma Stability

I 7a 2.5 ngmL [ 7d 2.5 ngemiL
[0 7a 50 ngimL [N T 50 ngimiL

o an &0 120 240 380 1440

Tima [min] mwan 1 50 (n = 3
C - Microsomal Stability
120
104 _—4 i
g 2
z & +-
H 4
E ~M-Taimean 2 S0.n=3)
& 40 —@-Td [mean & 50;n=3)
~#}— Magatve conliol [mean & S0; n = 2)
2, Blank (maan £ 5000 = 7)
Rel. propranoial (mean £ 50,0 = )
a
(] 15 30 45 &0
Tirm [min]

B - Blood-to-Plasma Ratio
Blaod Fraclion

Flasma fraclion

2.5 nafml. (Ta)

2.5 ng/mL (7d)

50 ngimL [7a)

50 ng/mL {74)

Ref. carvedilol

KIBP)

e £ 5000 =
D - Plasma Protein Binding
Equilibrium dialysis - dilution method

Ta 7d
.1;10 .I:W
.zn .I:N

B Frocion bound Ta Bl FrooSon bound 7d BBl Fraction unbound

Figure 3. Compilation of ex vive pharmacokinetics of 7a and 7d. (A) Plasma stability at 37 °C for 24 h (concentration 1.5 and 50 ng/mL). (B)
Blowd-to-plasma ratio (concentration 2.5 and 50 ng/mL); carvedilol served as the assay reference. (C) Microsomal stability in human liver

microsomes (pooled from 150 donors) over 1 h [

1 pMJ; pro

lol served as the assay reference. (D) Plasma protein binding

{concentration 100 ng/mL) was obtained wsing a standard equilibrium dialysis assay and dilution method; itraconazole served as the assay
reference. SD = Standard deviation, ® = acceptance criteria according to international bioanalytical guidelines, K(B/P) = Blood-to-Plasma Ratio,

ref. = reference.

Table 8. Ex Vive Pharmacokinetic Parameters of 7a and 7d Compared to LUM and Hf

compounsd blood-to-plasma ratin®
LUM 048 + 008"

Hf 0.68 + 006"
TEEL30" L12 + M

T L4 + 0.09

7d 0.97 + 007

~og" Clee = < 7.0 pl/min/mg
o™ Cl, = 269 gL /min/mg"”

996 = 0.06%" Cl, = L8 pL/min/mg
998 + 0.03%" Cl,, = 94 pLjmin/mg
999 = 0.05%" no degradation

“Mean == SD. b.‘\acunling to Charman et al.",Cl,,, = intrinsic clearance, LUM = lumefantrine, Hf = halofantrine.

systemic exposure (AUC, ,) was 49002 + 1772 ng/mLh
(mean + SD). The observed concentration time profile
showed an extended elimination phase beyond the observation
period of the snapshot design. Although LUM exhibits a faster
Cyue in other studies (1.9 h post dose), the extent of systemic
exposure was considered a key parameter for 28 day
outcomes.*'** The extent of systemic exposure was found to
positively correlate with the cure rate.*' The same finding was
observed for 7d, considering antiplasmodial and pharmacolki-
netic data. The dose-adjusted AUC,, of LUM (6906 pmal:
min/L}) was slightly higher in comparison to 7d (563242 pmol
-rn.in,l'l..].'u The elimination phase of 7d was considerably
slower than that of LUM. This may result in a longer-lasting
effect and a potential reduction in the complex dose regimen of

LUM, which involves administering multiple doses per day at
0, 8 24, 36, 48, and 60 h, to once a d.a}r_""” This could
enhance the patient adherence, thereby ensuring an effective
therapy. The concentration—time profile of 7d is compiled in
Figure 4A/B.

hERG Potassium Channel Inhibition. To assess and
compare potential cardiotoxicity of 7d, we evaluated its
inhibition of the hERG potassium channel (Table 10, which
is associated with cardiotoxic effects and is a known concern
for certain arylamino alcohel antimalarials.*™*® These data
were acquired using a fluorescence polarization assay. 7d
exhibited a significantly weaker hERG potassiom channel
inhibition compared to TKK130, Hf and LUM, representing
an improvement of the inhibitor profile.

g b g U100 1/ s b 50 1337
4
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Table 9. In Vivo Antiplasmodial Activity of 7a and 7d
compound aral dose” activity [%]" MsD [d] cured”

[v] 4 30 995 11 0/10
ART [EE 99 9 0/10
LUM' 4% 3 995 ¥ /3
TKK130 4% 30 995 30 33
TEK130 4 30 999 30 33
TEK130 4 10 999 18 /3
TEEL30 4% 3 999 0 0/3
TaF 4% 50 9a.7 X 33
Ta 4% 3 995 18 /3
Ta 4 10 999 0 0/3
Ta 4% 3 998 13 0/3
7d 43 30 908 0 33
7d 4% 3 DL L 35
d 4% 10 99.7 11 1/3
7d am 3 LT 14 0/3
coatred o 4

“Standard four-day Peters test wsing daily oral doses of indicated
compound (mg/kg body weight). Experimental groups (n = 3 mice)
were treated four times (at 4, 24, 48, and 72 h) postinfection. " Bland
for parasitemia determination by FACS analysis was collected on day
4 (96 h after infection). Activity was caleulated as the diference
between the mean parasitemnia for the control and treated groups
ed in % relative to the control group. “Mean survival time in
days (MSD). Control mice and other mice for which the antimalarial
activity was <40% were euthanized on day 4 postinfection. The
survival of the animali was monitored by mie ¥ for up to 30
days. A compound was conssdered curative (=30), if the animal
survived to day 30 pestinfection with no d:h:ctalﬂr parasites
(detection limit of 1 parasite per 10,000 m-ythmfhs} Num]:!ur of
arasite-free mice on day 30. “Artemisini {A.P:I‘]
ELUM}. FPreviously published by Knaab et al*’

B DISCUSSION

Malaria drug development faces significant challenges, as
evidenced by the limited number of new antimalarial drugs
with novel modes of action approved in recent decades. A
critical issue is the reliance on artemisinin-based combination
therapies (ACTs), which are the comerstone of malaria
treatment. Issues of declining efficacy and the emergence of
parasite resistance in several endemic regions pose a growing
threat to global malaria control and elimination efforts. These

Table 10. hERG Potassium Channel Inhibition of 7d

compaund 1Cy, [eM]*
Hi" 016
LUM 038
TRK130" 030
7d 195

“HERG fluorescence polarization assay, 1Cy, vahues were derived from
one experiment conducted with 10-paint titrations {each time point
conducted in duplicate) with 3-fold serial dilutions. “Halofantrine
(HI). “Lumefantrne (LUM). "T'u'nnusl}- published by Knaab et al™

challenges highlight the urgent need for novel chemotypes with
distinct mechanisms of action to overcome resistance and
improve therapeutic outcomes.

In this work, novel 3-hydroxypropanamidines (HPAs) with
structural modifications of the phenanthrene moiety in region
A and the benzamidine moiety in region C were synthesized
and evaluated for their in vitro and in vivo antiplasmodial
activity and pharmacokinetic properties. SAR analysis high-
lights the critical role of the phenanthrene system in
maintaining optimal potency, especially when compared to
aza-analogous phenanthrene moieties. Replacing the lipophilic,
fluorinated phenanthrene moiety with aza-analogous ring
systems, such as 1,7-phenanthroline, benzo[h]quincline, and
phenanthridine, resulted in analogs with reduced antiplasmo-
dial in vitro and in vive activity compared to the lead
compound TKK130. Additionally, the analysis showed thar
maodifying the para position of the benzamidine moiety with
larger substituents e.g. bromine preserves potent antiplasmo-
dial activity while reducing hERG K' channel inhibition.
Among the tested HPAs, several halo-substituted benzamidine
analogs (7a, 7b, 7d, Te, 7f, 7h, 7k) eshibited very potent
antiplasmodial in vitro activity along with superior parasite
selectivity, while mono- and dialkyl-substituted amidines (7q,
7t) and the benzimidazole derivative (7v) showed only weak
activity. Additional promising antiplasmodial characteristics of
the front manner 7d are a relatively fast-killing rate and potent
activity against resistant P. falciparum strains as well as clinical
isolates. The MNP-40 detergent assay for f-hematin inhibition
showed that 7d inhibits the formation of synthetic hemozoin
(fFhematin), with IC;; values lower than CQ and TKK130.
However, further mode of action studies are necessary to
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Figure 4. Snapshot pharmacokinetics in P. berghe-infected mice treated with 7d at 50 mg/kg (n = 2). Concentrations aver time are shown as the
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better understand the antimalarial potential of the HPAs.
These studies remain challenging, as evidenced by the lack of
knowledge about the precise modes of action of arylamino
aleohol-based antimalarials such as LUM.

The benzamidine analogs 7a and 7d demonstrated micro-
somal stability comparable to LUM and the lead compound
TKK130. Metabolism rates of Hf by CYP450 enzymes is
higher compared to the benzamidine analogs 7a and 7d.7"
Drug=drug interaction potential might play a minor role for 7a
and 7d, which exhibited a similar degradation to LUM (Cl, <
7 pL/min/mg). Although area under the curve [AUC) of
LUM was found to be moderately increased by 1.7-fold in the
presence of CYP3A4 inhibitors, no dinically significant side
effects were observed that required dose adjust-
ments, HAEATAE Snapshot pharmacokinetic studies in mice
underline the promising pharmacokinetic properties of 7d,
with AUC, , values comparable to LUM as a relevant marker
for 28 day outcomes. Hereby, the slower elimination phase of
7d in comparison to LUM might be caused by less hepatic
degradation. The larter may result in a longer-lasting effect and
bears the potential of a less complex dose regimen compared
with LUM. However, the investigated analogs were less stable
against plasma enzymes, resulting in shorter plasma stability
compared to TKK130 and LUM. Therefore, developing
improved derivatives with longer (plasma) half-lives is still a
pharmacokinetic property we are aiming for, as it empowers
suitable combinations with other antimalarials, including cnes
that might leverage synergistic interactions.

The in vive studies showed, that for curative in vivo
antimalarial activity, a fluorinated phenanthrene system and a
4-fluoro- or 4-bromophenyl-substituted benzamidine moiety is
required. After oral administration the most active compound
7d demonstrated curative in wivo activity in the P. berghei
mouse model at 30 mg/kg and no obvious signs of in vive
toxicity in mice. At a low dose of 3 mg/kg, the antimalarial
activity of 7d was still significant. In contrast, Te with a 3-
fluoro-substituted benzamidine moiety showed no curative
activity even at 50 mg/kg (Table 52) despite exhibiting very
potent antiplasmodial in vitro activity. Although in 7d only the
4fluoro substituent of TKKI30 is replaced by a bromine
substituent, 7d exhibited significantly weaker inhibition of the
hERG potassium channel compared to TKK130, Hf and LUM
demonstrating a notable improvement. However, further
studies are needed to determine whether larger substituents
{e.g., bromine bicisosteres) in this position can further reduce
the hERG potassium channel inhibition. Additionally, the
inhibition of the hERG potassiom channel may be attributed to
the phenanthrene moiety present in HE Therefore, novel
replacements for the phenanthrene moiety should be explored
in the next optimization cycle to better understand the
structural basis of hERG potassinm channel inhibition of
HPAs.

Owerall, the antiplasmodial potency of 7d is comparable to
that of the lead compound TKK130, positioning 7d as a
promising new lead for further structural optimization.

B CONCLUSION

3-Hydroxypropanamidines (HPAs) represent a nowvel antima-
larial chemotype that combines an amidine-based scaffold with
structural features characteristic of classical aryl amine alcohol
antimalarials, such as a lipophilic phenanthrene moiety and a
secondary hydroxyl group within the aliphatic linker. The
maodified structure contributes to a remarkable antiplasmodial

profile and the reduced inhibition of the hERG K° channel.
The front runner compound of this study, 7d, exhibited
nanomolar potency against both sensitive and resistant P.
falciparum strains, high parasite selectivity, relatively rapid
parasite clearance, and curative in vivo activity in the F. berghei
mouse model. Although, hERG K' channel inhibition remains
a challenge for HPAs, 7d exhibited a significantly weaker
inhibition of the hERG potassium channel than TKK130, Hf
and LUM. SAR analysis emphasizes the importance of the
phenanthrene system in preserving optimal potency, while also
suggesting that moedifications to the benzamidine moiety
provide potent antiplasmodial activity and reduce hERG K*
channel inhibition. Future efforts will focus on replacing the
phenanthrene scaffold with alternative structural motifs and
further modifying the benzamidine moiety to reduce hERG K*
channel inhibition and improve in vive efficacy and
pharmacokinetic properties, with the goal of developing a
new class of antimalarial drugs.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Procedures. Proton ('H) and cartbon (MC) NMR
spectra were recorded on a Bruker Avance 800, Bruker Avance NEO
Eve —a00 (&00.13 MHz for '"H and 125.76 MHz for "'C) and Bruker
Avance 300 (600.13 MHz for "H and 12576 MHz for "'C) using
DMSO-d, or MeOD as solvent. All spectra were pedormed at room
temperature. The coupling constants between two nudei over n
bonds (n]} are given in Herte (Hz), and chemical shifts are given in
parts per million (ppm). Purity and chemical stability were
determined by high performance liquid chromategraphy (HPLC).
Instrument: Knaver HPLC system in combination with a Knawer UV
Detector K-2600. Column: Vertex Phs (150 %X 4 mm with pre
column, Evrospher I1 100-3 C18). Mobile phase 1: linear gradient
(90—0%) of water with 0.1% trifluoroacetic acid. Mobile phase 2:
linear gradient (10—100%) of acetonitrile with 0.1% of triffsoroacetic
acid. Run time: 20 min, followed by an isocratic elution with 100%
acetonitrile for 10 min. Flow rate: 1 mL/min. Detection: 254 nm. The
purity of all compounds is >95.0% (determined by HPLC).

General Procedure for the Synthesis of 3-Hydroxypropa-
namidines (TKK130, 4a—f, 7a—sl."* Under an argen atmosphere,
the nespective amine (2.0 equiv) was dissolved in anhydrous toluene
(% mL/mmol) at room temperature. Trmethylaluminum (30 equiv,
2 M in toluene) was subsequently added and the solution stirred at 60
*C for 30 min. Then, a solution of the 3-hydroxypropanenitrile 3a—f
or § (1.0 equiv) in anhydrous THF (2.5 mL/mmol) and anhydrous
toluene (2.5 mL/mmol) was added dropwise to the reaction mixture
and stirred at 60 °C for 16 h. After that, the reaction mixture was
poured onto an ice—water mixture {10 mL) and ethyl acetate (5 mL)
was added. Subsequently, the phases were separated. The agueous
layer was extracted with ethyl acetate (3 % 20 mL); the combined
organic phases were washed with saturated sodium chlomde solution
(3 % 20 mL) and dried over anhydrous Na SOy, After filtration, the
solvent was removed under reduced pressure and the oily residue was
purified by flazh chromatography [dichloromethane/ methanol
(10%)]. Hydrogen chloride in anhydrous diethyl ether was added
slowly and the reaction mixture stisred for 5 min. The precipitant was
wiashed twice with acetonitrile and dried.

(Z)-3-(1,3-Difluoro-6-triflucromethyljphenan threne-9-yi)-N'-(4-
fluorophenyl)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochloride
(TKK130). TEKK130 was synthesized according to the general
procedure with the following modificat imethylalumi; (2.0
equiv, 2 M in toluene) was wed inctead of 3.0 equiv. Purification via
flash chromatography was not necessary. Instead, the crude product
was directly converted into its corresponding hydrochloride salt by
adding hydrogen chloride in anhydrous diethyl ether. The resulting
precipitate was washed twice with acetonitrile and dred.

White solid, yield: 88%. Mp: 213.7 °C, 'H NMR (500 MHz,
DMS0-dg): & 1181 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 9.28 (s,1H), 9.02 (4, | =
4.1 Hz, 1H), 882 (d, | = 10.9 Hz, 1H), 870 (5, 1H), £41 (s, 1H),
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802 (d, [ = 7.8 Hz, 1H), 771 (8, ] = 9.3 Hz, 1H), 740 (d, ] = 6.6 He,
4H), 655 (s, LH), 605 (d, ] = 85 Hz, 1H), 3.31-324(m, 1H),
304—296 (m, 1H). “C NMR (126 MHz, DMSO-d,): & 16541,
161.75 (4, ;g = 2453 Hz), 160120 (dd, 'Jop = 245,129 Ha),
15929 (dd, Jp = 2518, 139 He), 13883, 13223 (d, ¥, = 47 Hz),
132,12 {d, Yo = 100 He), 13106 {d, o = 2.3 Ha),120.27, 12822
{d, *Jcp = 89 Hz), 12783 (d, Yoy = 32.1 Hz), 127.37,124.75 (4, 'Ics
= 3726 Ha), 123.93—125.79 (m), 132.46—122.27{m), 11805 (d, o
= 144 Hz), 11791 (d, Yo = 5.1 Hz), 117.19 (d, ‘jﬂ = 23.1 Hz),
105.73 (dd, %y = 228, 4fcp = 32 He), 103.59 (dd, [s = 27.8, 24.7
Hz), 67.64, 41.49. HPLC (method 1): 1, = 126 min, AUC = 98.1%.

N-{4-Fluorophenyl)-3-hydroxy-3-{1, 7-phenanthrolin-6-yl)-
propanimidamide Hy\n‘mchngnide 40, 4a was synthesized according
to the general procedure with the following modifications:
trimethylaluminum (4.0 equiv, 2 M in toluene) was used instead of
3.0 equiv.

l:}ll;!dwldlz solid, yield: 34%. Mp: 1765 °C, 'H NMR (300 MHe,
MeOD): 4 1001 (dd, | = 85, 1.7 H, 1H), 935 (dd, ] = 5.0, 1.7 He,
1H), 925 (&d, [ = 4.9, 1.6 He, 1H), B97 (dd, | = £2, 1.7 Hz, 1H),
871 (d, [ = 0.9 Ha, 1H), RI6—805 (m, 1H), 749738 (m, 3H),
734—7.27 (m, 2H), 627 (ddd, ] = 9.4, 4.0, 10 Hz, 1H), 3.51 (44, ] =
140, 4.0 He, 1H), 321 (dd, | = 14.0, 94 He, 1H). **C NMR (75
MHz, MeOD): & 166.96, 150.13, 14980, 143.55, 141.81, 140,11,
13168, 131.05, 129.44, 12870, 12641, 125.04, 118,50, 118.19, 69.27,
4275 HPLC (method 1): £, = 6.9 min, AUC = 99.6%.

3-(Benzo[hlquinolin-4-yl)-N-(4-fluoraphenyl)-3-hydroxypropani-
midamide Hydrochloride 4b. 4b was synthesized according to the
general procedure with the following modifications: trimethylalumi-
num (4.0 equiv, 2 M in toluene) was wsed instead of 3.0 equiv.

Yellow solid, yield: 8%%. Mp: 1638 °C, 'H NME {600 MHz,
DMSO-d,): £9.40-921 (m, 1H), 9.06 (d, ] = 4.6 Hz, 1H), .64 (d, |
= 9.1 Hz, 1H), 8.09—8.03 (m, 1H), 5.03—7.94 (m, 2H), 7.75 (pt, | =
65, 3.5 Hz, TH), 7.36 (p, | = 8.3 Hz, 4H), 612 (dd, [ = 99, 4.2 Hz,
1H), 3.97-327 (m, 3H), 3.23 {t, | = 6.8 Hz, 1H), 305 (1, [ = 12.1
Hz, 1H). ¥C NMR (75 MHz, DMSO-d,): & 164.04, 149,61, 149.21,
145,69, 132,07, 131.24, 128,60, 12803, 127.80—127.18 (m), 124.41,
12296, 12180, 119.34, 11695 (d, ] = 22.9 Hz), 66.31, 41.24. HPLC
{(method 1): g = &9 min, AUC = 96.4%.

N-{4-Fluorophenyl)-3-hydroxy-3-{phenanthridin-6-yl)-
propanimidamide Hydrochloride 4c. #c was synthesized according
to the general proceduse.

Off-white solid, yield: 37%. Mp: 1396 °C, 'H NMR (600 MHe,
MeOD): & 891 (d, ] = 8.3 He, 1H), 881 {d, [ = 80 Hz, 1H), 8.75 {d,
] =83 He, 1H), 838 (d, [ = &0 Hz, 1H), RO7 (1, ] = 7.6 Hz, 1H),
701 {4, ] = 7.6 Ha, 1H), 7.80—7.80 (m, 2H), 744—7.37 (m, 2H),
734—7.26 {m, 2H), 6.24 (dd, [ = 8.7, 4.3 Hz, 1H), 3.51 (dd, [ = 144,
4.4 Hz, 1H), 337332 (m, 1H). “'C NMR (151 MHz, MeOD): &
16818, 13515, 13140, 13047, 129.26 (d, | = 43 Haz), 12921,
129,15, 127.37, 125.87, 124.84, 124.16, 123.78, 11833 (d, | = 234
Hz), 69.58, 49.57, 40.79. HPLC (method 1): f; = 82 min, AUC =
OB 3%,

3-(8-Bromophenanthridin-6-yll-N-(4-fuorophenyl)- 3-hydroxy-
propanimidamide Hydrochioride 4d. 4d was synthesized according
to the general procedure with the following modifications:
trimethylaluminum (4.0 equiv, 2 M in toluene) was used instead of
3.0 equiv.

Offwhite solid, yield: 43%. Mp: 174.4 °C, 'H NMR (600 MHz,
MeOD): 5 9.09 (d, | = 2.0 Hz, 1H), 8.00_889 (m, 1H), £49—8.40
{m, 1H), 832 (dd, ] = 90, 2.0 Hz, 1H), 8.05—793 (m, 1H), 7.49—
741 (m, 3H), 7.35—7.25 (m, 3H), 632 (dd, [ = 9.2, 4.3 He, 1H), 353
(dd, [ = 14.4, 43 Hz, 1H), 3.35 (d, ] = 93 Hz, 1H). “C NMR (75
MHz, MeOD): § 16847, 15887, 143.78, 135.53, 131.65, 13081,
13061, 12990, 12937, 11924, 129.12, 13A.58, 12615, 12518,
12360, 12293, 118.47, 118.16, 47.91, 925. HPLC {method 1): iy =
109 min, AUC = 98.1%.

3-{8-Chlorophenanthridin-6-yll-N-(4-fuorophenyl)-3-hydroxy-
propanimidamide Hydmchbridz 4de. 4e was synthesized according
to the general procedure with the following modifications:
Trimethylaluminum (4.0 equiv, 2 M in toluene) was used instead
of 3.0 equiv.

Off-white solid, yield: 30%. Mp: 167.3 °C, 'H NMR (300 MHz,
MeOD): 5 726 (d, [ = 89 Hz, 1H), 722-7.07 (m, 2H), 6.66—6.56
(em, 1H), 6.36 (dd, ] = 8.9, 2.3 He, 1H), 6.32—6.13 (m, 2H), 5.55 (1, ]
= 87 Hz, 2H), 5.48 (d, | = 5.6 Hz, 2H), 4.40 (dd, ] = 8.0, 4.9 Hz,
1H), L67 (dd, | = 14.2, 5.0 Hz, 1H), 1.57 (dd, | = 14.2, 8.0 Hz, 1H).
UC NMR (151 MHz, MeOD): § 16532, 15074, 14385, 134.80,
13331, 13271, 13070, 13044, 129.17, 127.37, 126.63, 126.18,
126002, 12507, 123,56, 117.74, 117.59, 70040, 49.57, 27.97. HPLC
(method 1): iy = 105 min, AUC = 96.6%.

3-(3,8-Diffuorophenanthridin-6-yi)-N-(4-fuorophenyl)- 3-hydrox-
ypropanimidamide Hydrochloride 4f. 4F was synthesired according
to the general procedure with the following modifications:
Trimethylaluminum (40 equiv, 2 M in toluene] was used instead
of 3.0 equiv.

Off-white solid, yield: 4%. Mp: 1704 °C 'H NMR (600 MHz,
DMS0-d,): & 1139 (s, 1H), 962 (5, 1H), 899 (dd, [ = 9.2, 5.4 Hz,
1H), 891 (dd, ] = 92, 5.9 Hz, 1H), 8.67 (s, 1H), 848 (dd, J = 104,
27 Hz, 1H), 792 (td, | = 87, 2.6 Hz, 1H), 7.84 (dd, ] =9.7, 2.8 Hz,
1H), 7.72—7.64 (m, 2H), 742-7.37 (m, 3H), 6.36 (s, 1H), 598 (s,
1H), 1.72—140 (m, 2H). “C NMR (151 MH:, DMSO-d,): &
175,55, 17103 (d, [ = 2.0 H), 170.72, 170.19, 160.91 {d, ] = 3.5 Hz),
16949, 15261 (d, [ = 118 He), 141.06, 140.07, 13921, 137.56 (d, | =
9.0 He), 135.72 (d, | = 82 He), 135.06 (d, ] = 9.5 Hz), 134.19 (d, | =
8.9 Hz), 130.59—129.89 (m), 126.59, 126.47 (d, | = 9.7 Hz), 12321
(d, ] = 204 Hz), 12098 (d, ] = 217 Hz), 78.32, 4865 (d, | = 210
Hz), 38.50. HPLC (method 1): ty = 104 min, AUC = 969%.

3-(1,3-Difluoro-6-(trifluoromethyllphenanthren-9-yl)-N-(3,4-di-
fluaraphenyl)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochloride 7a. 7a
was synthesized according to the general procedure with the following
modification: purification via flash chromatography was not necessary.
Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochlorde salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethy]l ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried.

Yellow solid, yield: 85% Mp: 197.4 °C, "H NMR (300 MHz,
MeOD): 59.06 (5, 1H), $.71 (4, [ = £.& Hz, 1H), S.48 (s, 1H), 8.46—
836 (m, 1H), 802 (dd, ] = &8, L& Hz, 1H), 747 (dt, [ = 102, 8.7
Haz, 1H), 7.36 (dddd, [ = 10.8, 7.1, 5.4, 1.8 Hz, 2H), 7.19 (dds, [ = 8.4,
4.0, 2.0 He, 1H), 6.03 (4d, | = 94, 3.7 Hz, 1H), 3.37—3.31 (m, 1H),
310 (dd, | = 14.1, 94 Hz, 1H). “*C NMR (75 MHz, MeOD): &
167.80, 13842, 133.98—133.62 (m), 133.11, 131.76 (8dd, ] = 7.9, 5.1,
3.0 Hz), 130.98—1304%9 {m), 13032130008 (m), 12976 (4, | = 14
Hz), 127.56, 12689, 12507, 12426, 12295~ 12267 (m), 120.20,
11995, 11948 (d, [ = 23 Hz), 11930, 119.12, 117.09, 11683, 10570
(d, [ = L4 Hz), 105.38, 104.28, 10394 (d, | = 3.7 Hz), 103.59, 68.98,
4240, HPLC (method 1): fy = 124 min, AUC = 98.5%.

3-(1,3-Difluoro-6-{trifluoromethyllphenanthren-9-yi)-3-hydroxy-
N-(3,4,5-triflucrophenylipropanimidamide  Hydrochloride 7b. 7h
was synthesized according to the general procedure with the following
modification: purification via flash chromatography was not necessary.
Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochlorde salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethy]l ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried.

Off-white solid, yield: 85%. Mp: 203.4 °C, 'H NMR (600 MHz,
MeOD): & 9.06 (3, 1H), 870 (d, | = 87 He, 1H), 847 (s, 1H), 842
(dd, [ = 10.7, 2.2 Hz, 1H), 802 (dd, ] = 8.7, 1.8 Hz, 1H), 7.37 (ddd, |
= 10,6, §7, 2.3 Hz, 1H), 7.24 (dd, | = 7.8, 6.0 Ha, 2H), 602 (dd, ] =
9.5 3.5 Hz, 1H), 333 (d, | = 36 Hz, 1H), 3.09 (dd, [ = 14.1, 9.5 He,
1H). C NMR (151 MHz, MeOD): 4 16808, 16300, 16381,
16226, 16217, 16205, 16196, 16037, 160.28, 153.86, 152.23,
142,39, 14229, 14061, 138.34, 133.87—133.71 (m), 133.06, 130.13,
130076, 130.41—130.29 (m), 130,11, 129.90, 129.68, 12847 (d, | =
3.4 Hz), 126,88, 126,66, 12507, 12486, 123.06, 12285 (d, [ = 44
Hz), 11943, 11933, 119.08 (4, ] = 61 He), 11288, 11284, 11275,
112,72, 105.66, 105.51, 104.12, 103.94 (d, | = 3.7 Hz), 103.77, 68.94,
42.47. HPLC (Method 1): Iy = 126 min, AUC = QR0%.

N-(4-Cyanophenyl)-2-(1,3-difluoro-6-{triflucromethyl)-
phenanthren-9-yl)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochloride 7e.
7e¢ was synthesized according to the general procedure. After
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purification by fash chromatography, the product was further purified
by recrystallzation from methanol

White solid, yield: 108, Mp: 217.1 "C, 'H NMR (600 MHz,
MeOD¥): 5912 (s, 1H), B.69 (d, ] = 8.6 Hz, 1H), 852—845 (m, 2H),
803 (d, ] = 8.5 He, 1H), 7.93 (d, [ = £0 Hz, 2H), 7.52 (d, | = 8.0 Hz,
IH), 741 (t, ] =94 Ha, 1H), 601 (d, ] =70 Hz, 1H), 335 (4, = 3.4
Hz, 1H), 313 (dd, | = 139, %6 Hz, 1H). "'C NMR (151 MHz,
MeOD¥): 4 16740, 16394 (d, | = 136 Hz), 16229 (d, ] = 13.1 Ha),
16205 (d, [ = 136 Hz), 16038 (d, | = 13.6 Hz), 14434, 13973,
13835, 13550, 13464, 13421, 13387, 13314, 13089, 130018,
129.97, 127.42, 12671, 125.01, 124.87, 12299 {d, | = 3.8 Hu),
12098, 11941 (d, | = 153 Hz), 119.16 (d, | = 6.0 Hz), 11879,
115.00, 113.83, 105.66 (dd, | = 23.2, 4.1 Hz), 104,02 (dd, | = 286,
14.8 He), 69.13, 58.29—56.75 (m), 49.57, 4267. HPLC (method 1):
ty = 12.2 min, AUC = 98.6%.

N-{4-Bromophenyl)-3-{1,3-difluoro-6-(triffluaromethyl)-
phenanthren-3-yl)-3-hydroxyproponimidamide Hydrochloride 7d.
7d was syntheszzed according to the general proceduse with the
following modification: Purification via flash chromatography was not
necessary. Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochloride salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethyl ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried.

Off-white solid, yield: 77%. Mp: 241.1 °C, 'H NMR {300 MHz,
DMSO-dg): & 11.95 (s, TH), 991 (s, 1H), 927 (s, 1H), 903 (d, | =
B.& Ha, 1H), 8.85—-8.79 (m, 2H), 8.39 (s, 1H), 8.00 (dd, [ = 89, 1.8
Hz, 1H), 7.77=7.71 (m, 2H), 7.61-756 (m, 1H), 7.34—7.29 (m,
1H), 7.24-7.20 (m, 1H), 6.03 (dd, | = 105, 3.6 Hz, 1H), 3.33-322
(m, 1H), 2.97 (dd, J = 136, 103 He, 1H). “C NMR (151 MHs,
MeODY): & 16726, 16385 (4, [ = 13.1 Hz), 162.12 {dd, | = 278, 13.1
Hz), 160,35 (d, | = 13.6 Hz), 13841, 134.64, 134.48, 134.40, 134.09,
13382 (dd, | = 104, 4.9 Hz), 133.15, 131,57, 130.85-130.72 (m),
130,32, 130010, 129.88 (d, J = 33 Hz), 12967, 12860, 12690,
126,67, 126004, 125.03, 124.87, 12383, 123.64, 122.87, 11941 (dd, |
= 15.3, 2.2 He), 119,18, 105.57 (d, | = 27.8 Hz), 104.23—103.65 (m),
69.05, 49.57, 42.45. HPLC (method 1): Iy = 12.7 min, AUC = 97.0%.

3-(1,3-Diffuoro-6-(trifluaromethyl)phenanthiren-9-yl)-N-{3-fluo-
rophenyl)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochloride 7e. 7e was
synthesized according to the general procedure with the following
modification: Purification via flash chromatography was not necessary.
Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochloride walt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethyl ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried.

Off-white solid, yield: 57%. Mp: 206.5 °C, '"H NMR (300 MHz,
DMSEO-d,): § 11.99 (g, TH), 9.95 (s, 1H), 928 (s, 1H), 902 (d, | =
£.7 Hz, 1H), 893—8.70 (m, 2H), 8.40 (s, 1H), 802 (4, | = 4.7 Hs,
IH), 7.75=7.33 (m, 2H), 7.34=7.16 (m, 3H), 6.85 (dd, ] = 11.5, 6.8
Haz, 1H), 6.04 (dd, [ = 10.1, 3.6 Hz, 1H), 327 (dd, | = 136, 3.6 Hz,
1H), 3.06—292 (m, 1H). "'C NMR (151 MHz, MeOD): 5 167.28,
165.53, 165.28, 163.90 (d, [ = 3.3 Hz), 163.83, 163.63, 16223 (d, ] =
13.1 Hz), 16203 (d, [ = 13.1 Hz), 16035 (d, | = 136 Ha), 13836,
136.74 (d, | = 9.8 Hz), 134.35 (d, | = 9.2 Hz), 133.83 (44, | = 104,
4.9 Hz), 13314, 133.05, 130.86—130.74 (m), 130,01 (g, ] = 32.4 Hz),
126,88, 126.66, 125,05, 124.86, 12289 (g, | = 4.0 Hz), 122.64 (d, [ =
34 Hz), 11992 (d, ] = 3.3 Hz), 11940 (d, [ = 136 Hz), 11916 (d, ]
= 6.0 Hz), 11729, 117.15, 11670 (d, | = 21.3 Hz), 114.25, 11408,
11059 (d, J = 25.6 He), 10559 (dd, [ = 23.2, 4.1 He), 10396 (dd, | =
186, 24.8 Hz), 69.06, 49.57, 42.51. HPLC (method 1): fy = 12.5 min,
AUC = 98.6%.

3-(1,3-Difluoro-6-{trifluoromethyllphenanthren-9-yl)-3-hydroxy-
N-{2-iodophenyllpropanimidamide Hydrochloride 7 7f was
synthesized according to the general procedure with the following
modification: Purification via Aash chromatography was not necessary.
Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochlonde salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethy]l ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried

Brown solid, yield: 46%. Mp: 273.3 °C, H NME (600 MH:,
MeODY): 4 9.08 (s, 1H), 871 (d, | = 7.2 Hx, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.43

{d, ] = 105 He, 1H), 804 (&, | = 8.7 Hz, 2H), 756 (s, 1H), 7.38 (s,
2H), 7.26 (d, J = 7.0 Hx, 1H), 6.07 (s, 1H), 334 (4, J = 11.5 Hz, 1H),
319 (5, 1H). *C NMR (151 MHz, MeOD): & 16750, 16381 (d, | =
13.1 Hz), 16209 (dd, | = 24.8, 13.4 Hz), 18033 (d, | = 13.1 Hz),
14084 (d, [ = 4.5 Hz), 13828, 137.67, 13382 (dd, [ = 101, 5.2 Hz),
13304, 13254, 13154, 130.89—130.74 (m), 129.95 (g, | = 324 Haz),
12942, 128,42, 12686, 126,62, 12505, 124.82, 12302, 12284 (4, ] =
3.5 Hz), 11943 (d, [ = 136 Hz), 11931 (d, ] = 5.4 Hz), 105532 (dd, |
=232, 4.1 Hz), 10391 {t, | = 25.9 Hz), 97.61, 69.06, 58.30, 41 88
HPLC (method 1): fy = 130 min, AUC = 100.0%.

N-(4-Bromao-3-methoxyphenyl)-3-(1,3-difluoro-6-
(trifluoromethyliphenanthren-9-yi)-3-hydroxypropanimidamide
Hydrochlonide 7g. 7g was synthesized according to the general
procedure.

White solid, yield: 7%. Mp: 2504 °C, 'H NMR (600 MHz,
MeOD): §9.03 E 1H), 871 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 847 (5, 1H), 839
(d, J = 105 Hz, 1H), 802 (d, ] = 7.4 Hy, 1H), 768 (d, | = 69 He,
1H), 7.36 (t, ] = 9.3 Hz, 1H), 6.97 (s, 1H), 6.82 (d, ] = 8.0 Hz, 1H),
605 (d, [ = 80 He, 1H), 3.94-388 (m, 3H), 3.33 (d, [ = 130 He,
1H), 313 (t, ] = 110 Hz, 1H). “C NMR (151 MHz, MeOD) &
16750, 16381 (d, J = 13.1 He), 16209 (dd, | = 248, 134 Hz),
16033 (d, J = 131 Hz), 14184 (d, | = 4.5 Hz), 13828, 13767,
133.82 (dd, [ = 101, 52 He), 133.14, 13254, 13154, 130.89—130.74
(m), 12995 (g, J = 32.4 Hz), 12942, 128.42, 126,86, 126.62, 125.05,
124.82, 13302, 12284 (d, | = 3.5 Hz), 11943 (d, | = 136 Hz),
119.31 (d, ] = 5.4 Hz), 105,52 (dd, J = 232, 4.1 Hz), 10391 (¢, ] =
259 Hz), 97.61, 69.06, 58.30, 41.88. HPLC (method 1): & = 133
min, AUC = 97.4%.

N-{4-Bromo-3-fluorophenyi)-3-{1,3-diffluoro-6-{trifluoromethyf) -
phenanthren-9-yl)- 3-hydroxypropanimidamide Hydrochioride 7h.
7h was synthesired according to the general procedure with the
following modsfication: purification via flash chromatography was not
necessary. Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochloride salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethyl ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dred.

Offwhite solid, yeld: 85%. Mp: 207.1 °C, 'H NMR {600 MHz,
MeOD): & 898 (s, 1H), 862 (d, ] = 8.7 He, 1H), 839 (s, 1H), 833
(d, ] = 106 Hz, 1H), 793 (d, ] = 86 Hz, 1H), 7.73 (t, | = 80 He,
LH), 728 (t, ] = 9.3 Hz, 1H), 7.19 (d, ] = 88 Hz, 1H), 708 (1, [ =
10.0 Hz, 1H), 596591 (m, 1H), 3.25 (d, | = 3.2 Hz, 1H), 3.02 (44,
J = 140, 9.6 Hz, 1H). *C NMR (11 MHz, MeOD): & 167.52,
16385 (d, | = 131 Hz), 162,11 (dd, | = 20.7, 134 Hz), 161.76,
16148, 16034 (d, | = 136 Hz), 160011, 159.83, 13836, 13641,
136,18, 136.11, 13605, 133.80 (dd, | = 104, 49 Hz), 13311,
L30.85—130.68 (m), 13000 (g, | = 32.4 Hz), 126,89, 1285212299
(), 125.04, 12413 (d, | = 3.7 He), 12284 (d, | = 4.4 Hz), 121.06,
11939 (dd, [ = 15.3, 2.2 Hz), 11912 (d, [ = 5.3 He), 115.58, 115.42,
112,51 (d, [ = 25.6 He), 110,59, 11045, 105,56 (dd, | = 23.4, 4.4 Hz),
103.94 (dd, ] = 284, 24.5 Hz), 69.00, 49.57, 42.51. HPLC (method
1): g = 132 min, AUC = 96.6%.

3-(1,3-Difluora-6-(trifluoromethyl)phenanthren - 8-yi)-N-{4-fluo-
ro-2,6-dimethyiphenyl)- 3-hydroxypropanimidomide  Hydrochior-
ide 7i. 7i was synthesized according to the general procedure with
the fnl]wins modifications: pm'iflc:llinn II]I flash :qum:llbgral:lh}- and
washing with acetonitrile were not necessary. Instead, the crude
product was recrystallized from methanol.

White solid, yield: 38%. Mp: 2174 °C, 'H NMR (300 MHz,
MeOD): §9.08 (s, 1H), 8.74 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 851 (g, 1H), 8.44
(d, J = 10.7 Hz, 1H), 802 {dd, J = 8.8, 1.8 Hz, 1H), 744731 (m,
1H), 7.00 (d, | = 9.1 Hz, 2H), 601 (dd, J = 9.8, 3.7 Hz, 1H), 3.47—
330 (m, LH), 304 (dd, | = 14.1, 99 He, 1H), 226 {d, | = 34 Hz,
&H). C NMR (151 MHz, MeOD): & 167.69, 164.89, 163.86 (d, | =
131 Hz), 16325, 162.13 (dd, | = 26.4, 134 He), 16037 (4, ] = 13.1
Hz), 14235, 139.97 (d, | = 94 He), 13979 (d, | = 9.4 Hz), 13861,
13386 (dd, [ = 10.1, 5.2 Hz), 135,17, 130.90—130.79 (m), 130.00 (g,
J = 32.7 Hz), 128.50—128.38 (m), 127.19, 126.94, 126,68, 125.04 (g,
J = 35 He), 124.88, 123,08, 12286 (g, | = 4.4 Hz), 119.90, 119.52,
11941 (d, [ = 2.7 Hz), 11925 (d, | = 6.0 Hz), 11813, 116,98, 11630
(d, ] = 32 Hz), 116,65 (d, | = 3.2 Hz), 105.63 (d, | = 42 Hz), 10548
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(d, ] = 4.3 Hz), 103.93 (dd, | = 286, 24.8 Hz), 69.33, 58.33, 4957,
41.89, 1836, 18.01, 1794, 0.78. HPLC (method 1): t = 133 min,
AUC = 9%6.1%.

3 HJ—Dfﬂunm-ﬁ—rmﬂuammerhyﬂprnﬂnrfwen @-yl)-N-(2-fluo-
ro-6-methylphenyi)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochloride 7]
Ti was synthesized according to the general procedure with the
following modification: puriication via fash chromatography was not
necessary. Instead, the crude product was directly converted into its
correspending hydrochloride salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethy] ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried.

White solid, yield: 14%. Mp: 1967 °C, 'H NMR I:EDU MHz,
MeOD): & 9.11 (s, 1H), 870 (d, | = 8.7 Hz, 1H), 8.52 (s, 1H), 847
(d, ] = 106 Hz, 1H), 8.04 (4, ] = 8.7 Hz, 1H), 7.45—7.37 (m, 2H),
723 (d, J = 7.7 He, 1H), 7.16 (& ] = 9.0 Hz, 1H), 6.00 (5, 1H), 3.30
{5, LH), 3.18 {d, [ = 9.6 Hz, 1H), 2.30 (5, 3H). 'C NMR {151 MHs,
MeQDY): & 16791, 16215 (d, ] = 143 Hz), 15992, 158.28, 13947,
13828, 133.18, 132,38, 132.14 (d, | = 8.9 Hz), 128.11 {d, | = 3.3 Hz),
126.72 (d, | = 126 Hz), 12503, 12292, 119.63—119.16 (m}, 11537
(d, J = 19.6 Hz), 105.72—10544 (m), 103.96 (dd, J = 28.3, 24.5 Hz),
6931, 49.57, 17.35. HPLC (method 1): fy = 12.7 min, AUC = 98.6%.

3+1,3-Diffuoro-6-(trifluorome thyllphenanthren-9-yl)-N-(3-fluo-
ra-2-methylphenyi)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochloride
7k 7k was synthesized according to the general procedure with the
following modifications:  trimethylaluminum (4.0 equiv, 2 M in
h:lluell.e:] was used instead of 30 equiv.

Hydrogen chloride in anhydrows dioxane was used mstead of
hydrogen chloride in anhydrous diethy] ether.

White solid, yield: 3%. Mp: 2075 °C, 'H NMR (300 MHz,
MeOD): & 9.12 (s, 1H), £72 (d, ] = .8 Hz, 1H), 850 {d, ] = 153
Hz, 2H), R09—7.99 {m, 1H), 7.48—7.32 (m, 2H}, 7.24 (1, ] = 8.8 Hz,
1H), 7.10 (4, = 7.9 He, 1H), 6.01 (dd, | = 9.5, 3.8 Hz, 1H), 3.45—
334 (m, 1H), 3.21-3.07 (m, 1H), 222 (d, ] = 2.1 He, 3H). 'C
NMR (151 MHz, MeOD): & 166.33, 162.79, 162.51 (d, ] = 13.6 Ha),
161.16, 160.92, 16067 (d, | = 10.4 Hz), 15898 (d, | = 13.6 Hz),
142,34 (dd, [ = 43.9, 21.8 Hz), 137.15-137.01 (m), 13389 (d, [ = 6.8
Hz), 132.58—13238 (m), 13177, 12949 (1, ] = 4.0 Hz), 12876,
128.54, 12828, 125.33 (4, ] = 14.9 Hz), 123.64, 12347, 123.19 (4, | =
187 He), 122.44 (d, | = 0.8 Hz), 12157 (d, | = 4.1 Hz), 11810 (d, |
= 1.4 He), 118.00 (d, | = 1.4 Hz), 117.81 (d, ] = 5.2 Hz), 116.04 (d, |
= 226 Hz), 1MA4— 10404 (m), 10259 (dd, ] = 286 243 Ha),
B7.83, 48.17, 40.75. HPLC (method 1): fy = 14.1 min, AUC = 95.0%.

3+(1,3-Difluoro-6-{triflucromet hyllphenanthren-F-ll-N-{4" -fluo-
ro-(1,1"-biphenyl]-4 yl)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochloride
7L 71 was synthesized according to the general procedure with the
following modification: Purification via flash chromatography was not
necesgary. Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochloride salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethyl ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried.

White solid, yield: 64%. Mp: 2175 °C, 'H NMR (300 MHz,
DMSO-d,): & 11.89 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 928 (g, 1H), 203 (4, [ =
&.& Hz, 1H), 884 (d, [ = 11.3 Hz, 2H), 841 (s, 1H), 803 (dd, ] = 8.8,
L8 Hz, 1H), 7.88—767 (m, 6H), 747726 {m, 4H), 605 (dd, ] =
104, 37 He, 1H), 3.31—-3.23 (m, 1H), 3.00 (dd, | = 134, 101 He,
IH). “C NMR (151 MHz, DMSO-d.): & 164.66, 16296, 16134,
158.15, 138.88, 13833, 13544, 13542, 13363, 13071, 12902,
128.80, 12875, 128.15, 127.67, 11745, 12658, 12575 12529,
12368, 121349, 121230, 117.71, 11760, 11603, 11589, 10566,
103.54 (d, ] = 24.9 Hz), 67.26, 4148, 4006 HPLC (method 1): 1y =
140 min, AUC = 96.3%.

3-(1,3-Diffuoro-6-(trifluoromethyllphenanthren-3-yl)-N-(4-(4,4-
difivorapiperidin- 1 yijphenyl)-3-hydroxypropanimidamide  Hydro-
chloride 7m. 7m was synthesized according to the general procedure
with the following modification: the oily residue was purified by
reverse phase chromatography [wates acetonitrile]. The resulting
precipitate was washed twice with acetonitrile and dried.

White solid, yield: 13%. Mp: 1908 °C, 'H NMR (300 MHz,
MeOD¥): & 9.10 (s, 1H), 871 (d, | = 87 Hz, 1H), 847 {4, | = 14.1
Hz, 2H), 8.03 (dd, ] = 8.8, L8 Hz, 1H), 748—7.22 (m, $H), 602 (dd,

] =92, 38 He, 1H), 355 (g, ] = 5.6 Hz, 4H), 3.34 (5, 0H), 3.28 (4, ]
= 39 Hz, 1H), 3.11 (dd, ] = 14.1, 9.1 Hz, 1H), 2.21 (&, ] = 135, 5.8
Hz, 4H). "C NMR (151 MHz, DMSO-d,): & 167.05, 16386 (4, [ =
13.2 Hz), 162.30—16195 (m), 160.40, 15093, 13839, 134.00—
13370 (m), 133.18, 130,81 (k, [ = 3.5 Hz), 130,10, 120.89, 117.68,
127.29, 126.86, 126.67, 125.03 (d, | = 2.1 Hz), 124.87, 12289 (d, [ =
39 Hz), 124.44—118.01 (m), 11942 (d, | = 15.4 Hz), 119.21-11598
(m), 10559 (dd, = 23.4, 3.6 Hz), 103.96 (dd, ] = 28.4, 248 Hz),
GR.06, 4793, 4219, 3419 (1, ] = 234 Hz). HPLC (method 1): t, =
137 min, AUC = 96.4%.

31, 3-Diffuoro-6-(trifflucromethyliphenanthren-9-yi)-N-{5-(4-flu-
orophenyl)- 1,3, 4-oxodiazol-2-yl}-3-hydroxypropanimidamide  Hy-
drochlonide 7n. Tn was synthesized according to the general
procedure with the following modification: the oily residue was
purified by reverse phase chromatography [water/acetonitrile]. The
resulting precipitate was washed twice with acetonitrile and dried.

White solid, yield: 13%. Mp: 1888 °C, 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg): & 9.34 (s, 2H), 927 (3, 1H), 890 (s, 1H), 882 (d, | =
11.2 Hz, 1H), 8.63 (d, | = 48 He, 1H), 832 (s, 1H), 8.11 (4, ] = 8.7
Hz, 1H), 8.06—7.95 (m, 2H), 7.77-7.64 (m, 1H}, 743 (t, | = 8.9 He,
2H), 5.93 (dd, | = 9.4, 3.4 Hz, 1H), 498 (s, BH), 3.03 (dd, ] = 14.2,
3.5 He, 1H), 285 (dd, | = 14.1, 94 Hz, 1H). Y'C NMR (151 MHz,
DMSO-d,): & 16646, 16621, 164.45, 162,80, 161.53 (d, | = 13.6 Hz),
15990 (d, | = 13,6 Hz), 15968 (d, | = 14.2 Hz), 158.09, 15801 (d, ]
= 143 Hz), 13690, 13188, 13068 (dd, | = 10.5, 5.1 Hz), 128.98—
12885 (m), 12835 (d, | = &7 Hz), 12746, 12725, 127.07, 12579,
12526, 123.80 (d, [ = 2.7 Hz), 123.45, 122.25 (d, | = 5.8 Hz), 12165,
120.80 (d, J = 3.3 He), 117.71, 117.61, 11689 {d, | = 6.0 Hz), 116.56,
11641, 105.40 (dd, | = 23.0, 3.9 Hz), 103.25 {dd, | = 28.6, 24.3 Hz),
B7.69, 44.54, 4005, HPLC (methad 1): 1y = 160 min, AUC =
1000%.

3+1,3-Diffuoro-&-(triflucromethyliphenanthren- Syl )-N-{5-(4-flu-
orophenyl)- 1,3 4-oxodiazol-2-yl}-3-hydroxypropanimidamide  Hy-
drochlonide 7o. To was synthesized according to the general
procedure with the following modification: purification via flash
chromatography was not necessary. Instead, the crude product was
directly converted into its corresponding hydrochloride salt by adding
hydrogen chloride in anhydrows diethyl ether. The resulting
precipitate was washed twice with acetonitrile and dried.

Brown solid, yield: 39%. Mp: 1482 °C, "H NMR (300 MHe,
DMSO-dy): & 1203 (s, 1H], 1002 (s, 1H), 9.27 (g, IH), $08-895
(m, 2H), 883 (4 ] = 11.0 He, 1H), 8.39 (s, 1H), 827 (d, ] = 2.4 He,
1H), 802 (t, | = 76 He, 2H), 784-7.65 (m, 1H), 752-7.37 (m,
1H), 6.54 (5, 1H), 6.06 (dd, | = 10.4, 3.3 He, 1H), 3.29 (dd, | = 13.6,
3.3 Hg, 1H), 297 (dd, | = 135, 10.3 Hz, 1H). "'C NMR (151 MHz,
DMSO-d,): & 16644, 166.15, 162.76, 161.66 (d, | = 13.1 Hz), 161.19,
L3987 (dd, [ = 4900, 13.6 He), 158.04 (d, [= 142 Hz), 14523 (4, [ =
163 Hz), 14031 (d, | = 87 He), 13831, 131.82 (dd, | = 106, 5.7
Hz), 13161, 129.67 (d, | = 4.4 Hz), 12893, 12746 (g, ] = 322 Hz),
127.05, 12679, 12524, 12355 12344, 122,15 (d, | = 38 Hz),
12163, 117.62 (d, | = 14.7 He), 11743 (d, | = 6.5 Hz), 111.04 (4, ] =
398 Hz), 10547 (dd, [ = 23.2, 4.1 Hz), 103.34 (dd, [ = 218.9, 245
Hz), 6707, 41.35, 41.06. HPLC (method 1): fz = 11.7 min, AUC =
Q8. 1%,

N-{1H-Benzof[d]imidazale-2-yl)-3-{1,3-difluoro-6-
(trifluoromethy!)phenanthren-S-yi)-3- xydmxypfapanr'midumide
Hydrochloride Fv. 77 (10 equiv) was dissolved in water (1.5 mL/
mmol). Copper(l} oxide (5 mal %) and NN'-dimethylethylenedi-
amine (10 mol %) were added, followed by potassiom carbonate (2.0
equiv). The reaction mixture was then heated in 2 prebeated oil bath
at 100 °C for 30 h. After cooling to room temperature, the reaction
was quenched with water (3 mL/mmol) and extracted twice with
ethyl acetate (5 mL/mmol). The combined organic phases were dried
over anhydrous sedium sulfate, hltered, and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by flash
chromatography (cyclohexane/ethyl acetate). The purified product
was then treated with hydrogen chloride in anhydrous diethyl ether
and stirred for § min.

Yellow solid, yield: 53%. Mp: 3084 °C, "H NMR (600 MHz,
MeOD): 5911 (5, 1H), 862 (d, | = 8.6 Hz, 1H), 845 (d, | = 10.6
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Hz, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.05 (d, ] = 8.6 Hz, 1H), 7.74 (d, ] = 3.0 Hs,
1H), 758 (dd, ] = 5.9, 28 Hz, 2H), 7.34 (1, ] = 93 Hz, 1H), £.10—
605 (m, 1H), 3.84 (d, ] = 15.0 He, 1H), 361 (dd, [ = 150, 8.1 He,
IH). C NMR (151 MHz, MeOD): & 16386 (d, | = 13.1 Hz),
162.09 (dd, | = 395, 13.4 Hz), 16028 (d ] = 136 Hz), 15223,
138,12, 13382, 133.06, 13245 130.88, 13017, 12995, 12737,
126.66, 126.36, 125.13 (d, | = 3.3 Hz), 124.86, 123.04 (d, [ = 4.4 Hz),
11932 (d, ] = 169 Hz), 11872 (d, | = 6.5 Hz), 114.70, 10558 (dd, |
= 234, 44 Hz), 10395 (dd, | = 285, 24.8 Hz), 6870, 4957, 36.63.
HPLC (methad 1): t = 12.2 min, AUC = 96.2%.

3-(1,3-Diflucro-6-{trifluoromethyllphenanthren-9-yl)-N-(4-fluo-
robenzyl)-3-hydrosypropanimidamide Hydrochloride 7p. Tp was
synthesized according to the general procedure with the following
modifications: trimethylaluminum (2.0 equiv, 2 M in toluene) was
used instead of 3.0 equiv.

Purification via fash chromatography was not necessary. Instead,
the crude product was directly converted into its corresponding
hydrochloride salt by adding hydrogen chloride in anhydrous diethyl
ether. The resulting precipitate was washed twice with acetonitrile and
dried.

White solid, yield: 26%. Mp: 2032 °C, 'H NMR (300 MHz,
MeOD): & 9.00 (s, 1H), £.64 {d, | = 8.8 Hz, 1H), 847 {4, [ = 10.7
Hz, 1H), 841 (s, IH), 801 (dd, | = 8.7, 1.8 Ha, 1H), 740 (ddd, | =
10.8, 8.9, 23 Haz, 1H), 7.36—7.26 (m, 2H), 7.11—-6.98 {m, 1H), 5.92
{dd, ] =9.0, 4.0 Hz, 1H), 4.49 (d, ] = 2.6 Hz, 2H), 3.21 {dd, [ = 142,
40 Hz, 1H), 3.04 (dd, ] = 14.2, 90 Hz, 1H). "'C NMR (75 MHz,
MeOD): & 166.62, 162,38, 138,22, 133.14, 131.71, 13082 (d, ] = 8.4
Hz), 126,80, 124.98, 12293, 119.89—11886 (m), L1680, 11651,
106.26—105.16 {m), 104.56— 10330 (m), 69.09, 57.48, 46,39, 42.19.
HPLC (methad 1): ty = 12.6 min, AUC = 100.0%.

3-(1,3-Difluoro-6-(trifluoromethyliohenanthren-9-yl)-3-hydroxy-
N-negpentylpropanimidamide Hydrochloride 7q. 7q was synthe-
sized according to the general procedure with the following
modification: purification via flash chromatography was not necessary.
Instead, the crude product was directly converted into its
corresponding hydrochlorde salt by adding hydrogen chloride in
anhydrous diethyl ether. The resulting precipitate was washed twice
with acetonitrile and dried.

White solid, yield: 39%. Mp: 1137 "C, 'H NMR (300 MHe,
MeOQD): §9.50 (d, [ = 5.8 He, 2H), 925 (s, 1H), 892 (d, | = §5 He,
IH), 881 (dd, [ = 11.3, 2.3 He, IH), 834 (3, 1H), 801 (dd, ] = 8.8,
L8 He, 1H), 7.70 (ddd, | = 11.0, 9.0, 2.2 He, 1H), 6.34 (d, [ = 4.2 He,
1H), 5.93—5.83 (m, 1H), 3.13 (td, ] = 99, 5.6 Hz, 3H), 294 (dd, J =
13.8, 9.9 Hz, 1H), 091 (5, 9H). C NMR {151 MHz, MeOD): &
16510, 160.77, 16022, 15980, 15823, 158.14, 13830, 13192,
13185, 12008, 137.71, 12749, 12675, 12539, 12376, 12359,
12223 117.78, 11768, 10561, 105.45, 103,63, 10346, 103.27, 6738,
52.65, 40.99, 4006, 32.70, 26.87. HPLC (method 1): fy = 14.7 min,
AUC = 100u0%.

3-(1,3-Difluoro-6-{trifluoromethyliphenanthren-g-yl)-N-(3,3-di-
fluorocyciobutyl)-3-hydroxypropanimidamide Hydrochioride 7r. 7r
was synthesized according to the general procedure.

Off-white solid, yield: 13%. Mp: 177.5 °C, 'H NMR (600 MHz,
DMSO-d,): & L10.48—10.44 (m, 1H}, .70 (s, 1H), 927 (d, [= 1.9 Hs,
1H), 898 (s, 1H), 895 (d, ] = 8.7 H, 1H), 8.82 (44, [ = 113, 24 Hz,
IH), 8.33 (s, 1H), 8.01 (dd, ] = 8.8, 1.8 He, 1H), 7.71 (ddd, [ = 109,
89,23 He, 1H), 639 (d, ] = 4.5 Hz, 1H), 5.90 (dt, ] = 10.8, 4.2 Hz,
IH), 4.11 (p, | = 6.8 Hz, 1H), 321-3.10 {m, 1H), 3.08 (dd, | = 139,
38 Hz, 1H), 290—280 (m, 2H}, 277 (dd, | = 138, 10.3 Hz, 1H).
C NMER (151 MHz, DMSO-d,): § 164.56, 161.73, 161.63, 160.10,
160.01, 159.78, 159.71—-159.83 (m), 158.09 (d, | = 3.9 Hz), 158.01,
13839, 13088, 131.85 13182 13064, 12894, 12758, 12737,
126,78, 12528, 11360, 12347, 12218, 12060, 11882 11747,
117.56, 11741, 11695, 10557, 105.43, 103.53, 10336, 103.16 {q, I=
6.5 Hz), 67.04, 41.47, 4131, 41.16, 41.03, 40,08, 36.45, 36.40, 3633,
36.28. HPLC (method 1): fy = 8.2 min, AUC = 98.3%.

3-(1,3-Difluoro-g-{trifluoromethyllphenanthren-9-pl)-N-{3,3-di-
fuorocyclabutyl)-3-hydroxypropanimidamide  Hydrochloride 7s.
7s was synthesized sccording to the general procedure.

White solid, yield: 15% Mp: 1455 °C, 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg): & 1031 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 9.28 (5, 1H), £.94—8.77
(em, 2H), 831 (5, 1H), 8.16—7.98 (m, 2H), 7.83—7.64 (m, 1H), 633
(d, ] = 42 Ha, 1H), 5.93-5.74 (m, 1H), 309295 (m, 1H), 2.82—
270 (m, 1H), 2.57 (s, 1H), 220 (s, 6H). “C NMR (75 MHz,
MeOD): & 16616, 13827, 13388, 13315, 13074, 13017, 129.74,
126,84, 12493, 12396 12286, 11949 11919, 10568, 10543,
10428, 10390, 10357, 6894, 5173, 4915, 42142, 2371 HPLC
[method 1): dg = 123 min, AUC = 98.7%.

General Procedure for the Synthesis of 3-Hydroxypropa-
namidines (7t, Tul. Te a fon of imid Byl ester
hydrochloride 6 (1.0 equiv) in anhyd. DCM (10 mL), the respective
amine (1.0 equiv) was added under ice cocling. The reaction mixture
was stirred for 12 h at KT, initially forming a dear solution from
which a white solid precpitated over time. This ipitate was
filtered off and recrystallieed from methanol/diethyl ether. Purifica-
tion was performed using reverse-phase chromatography (water/
acetonitrile +0.1% formic acid). The product was dissolved in 14-
dicxane and HCl in 1 4-dioxane (0.5 mL) wasz added under sce
cooling. The reaction mixture was stirred for 0.3 h and the solvent was
removed under redusced prmsm.'w

N.N-Dibutyl-3-1,3-difluoro-6-(triflusromethyl)phenanthren-9-
yl)-2-hydroxypropanimidamide Hydrochloric Acid 7t. Ofwhite
solid, yield: 13%. Mp: 177.9 °C, "H NMR (600 MHz, MeOD): 4 9.10
(s 1H), 8.66 (d, ] = 8.5 Ha, 1H), 846 (d, | = 10.6 He, 1H), 841 (3,
1H), B.04 (d, | = 84 Hz, 1H), 740 (t, [ = 9.3 Hz, 1H), 5.96 (s, 1H),
348—3.40 (m, 1H), 337 (ad, ] = 17.0, 7.6 Hz, 2H), 3.25 (d, = 15.1
Hz, 3H), 151 (d, ] = 5.6 Hz, 1H), 1.36—1.29 (m, 4H), 1.22 (g, | =
7.2 Hz, 2H), 1.15 (8, ] = 7.1 Hz, 1H), 0.93 (v, | = 7.2 Hz, 3H), 0.86 (1,
I = 7.2 Hz, 3H). “C NME (151 MHz, MeOD): § 16396, 162.54,
16245 16000, 16081, 16064, 16055, 13897, 15888, 136.64,
13244, 13241, 13238, 13234, 13076, 130102, 12042, 129.40,
128037, 12920, 12901, 12879, 11848, 11846, 12836, 127.02,
12528, 123232 12379, 12342, 12066, 12163, 120161, 12158,
11800, 11793, 11790, 10432 10429 104.16, 104.14, 10282,
10265, 1063, 10246, 8801, 51.29, 49.15, 38.08, 29.64, 27.77, 1935,
19.27, 12.75, 12.45. HPLC (method 1): 8y = 14.9 min, AUC = 95.3%.

1-(1,3-Difluoro-6-{triflucromethyl)phenanthren-9-yl)-3-{4,4-di-
flvoropiperidin-1-yl)-3-iminopropan- I-ol Hydrochloric Acid Fu. Ta
was synthesized according to the general procedure.

Off-white solid, yield: 13%. Mp: 2109 °C, 'H NMR (600 MHz,
MeQD): § 912-9.00 (m, 1H), 847—840 (m, 2H), 799 (s, 1H),
7.76—7.59 (m, 1H), 7.36 (d, ] = 8.7 Hz, 1H), 6.06—5.83 (m, 1H),
4.19 (d, ] = 56 Hz, 1H), 3.74 (4, ] = 6.9 He, 1H), 3.31 (s, 2H), 1.38
(g 2H), 129 (g, 4H). “C NMR (151 MHz, MeOD): & 139.00,
133,59, 13241, 12988 12818, 126063, 124.87, 12279, 11839, 69.53,
B8.48, 49.57, 3843, 482, 3331, 3242, 27.56, 2368, 2098, 1472,
14.40. HPLC (method 1): iy = 124 min, AUC = 100.0%.

Parasite Culture. Parasites were kept in complete culture medium
(RPMI 1640 medium [Sigma], 2 mM Lglutamine [Gibeo], 12 mL of
1 M HEPES [Gibeo], 50 gg/mL gentamicin [Gibeo], and 0.5% [wt/
vol] Albubax I1) at 37 °C in 5% COy/5% O, at 2.5% hematocrit. The
madium was changed every other day and the parasites were diluted
regularly with fresh erythrocytes”” For P. knowlsi cultures (kindly
provided by Robert Moon of LEHTM, Londen, UK under 2 MTA by
the Francis Crick Institute) the mediom was additionally
supplemented with 10% human AB serum.

In Vitro P. falciparumViability Assay. Compounds TEK130,
LUM, CQ, TEK93, 4a—F and Ta—v were assayed against asexual
blowd stages of P. faldpanon (307, Dd2 and clinical isolates) using
the histidine-rich gm‘tum 2 (HRP21) enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISAL™" Briefly, 96-well plates were precoated with the
tested compounds in a 3-fold dilution before ring-stage parasites were
added to the complete culture medium at 2 hematocrt of 1.5% and
parasitemia of 0L05%. After 3 days of incubation at 37 °C, 5% CO2,
and 5% oxygen, plates were frozen until analyzed by HRP2-ELISA. All
compounds were evaluated in duplicate in at least three independent
experiments. The IC, was determined by nomlinear regression
analysis of log concentration—response curves using the dre-package
vl of R v16.1."
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The antiplasmodial activity against P knowled was evaluated with
Sybr Green as previously deseribed ™ Briefly, the compounds were
distributed in 2 3-fold seral dilution in 96-well plates. Synchronized
ring-stage parasites were diluted to 3 parasitemia of 0.,5% with O Rh+
erythrocytes and subsequently seeded at 3 hematocrit of 2% and
complete culture medium without human AB serum but double
(20%) AlbuMax IT solution in a total volume of 225 ul per well. The
growth inkibition of P. knowless was measured with SYBR Green-1
(ThermoFisher) wsing CLARIOstar (BMG Labtech) (490 nm
excitation Alter).

MF54 and Drug-Resistant Mutant Strains. In vitro activity
against erythrocytic stages of P fuldparum using the chloroquine-
sensitive NF54 strain, and drug-resistant mutant straing were
determined a ["H]-hypoxanthine incorporation assay. Test com-
pounds were dissolved in DMSO at 10 mg/mL and added to parasite
cultures incubated in RPMI 1640 medium without hypoxanthine,
supplemented with HEPES (594 g/L), NaHCO3 (21 g/L),
neomyein (100 UfmL), and Albumax (5 g/L). Cultures were
maintained at 2.5% hematocrit (0.3% parasitemia) using A+ human
red blood cells. Serial drug diluti of six 2-fold dil steps were
prepared. The 96-well plates were incubated in a2 humidified
atmosphere at 37 °C; 4% COZ, 3% 02, 93% N2 Afer 48 h, 0,05
mL of [*"H]-hypoxanthine (=05 pCi) was added to each well. The
plates were incubated for another 24 h under the same conditions.
Plates were harvested with a Betaplate cell harvester {Wallse, Zurich,
Switzerland). The red blood cells were transferred onto glass fiber
filter and washed with distilled water. The dried filters were inserted
into a plastic foil with 10 mL of scintillation fluid and counted in a
Betaplate liquid scintillation counter. 10y, values were determined
from sigmeddal inhibition curves by linear regression using Microsoft
Excel. Chloroquine (Sigma C6628) was used as a contral.

Sample Collection and Ex Vivo Assay. P falsiparom isolates
were collected from participants aged 2 years or older during
January—August 2024, Asymptomatic and symptomatic ndividuals
were screened for P.fmfripmm infection using a ﬂ]:lirl Jiaglmdl.i: test
(RDT); those with positive RDT results had a Giemsa-stained thick
blood smear was prepared to quantify the parasitemia. The study
protocel and all related documents were approved by the Comité
d'Ethique de Centre de Recherche Medicales de Lambaréne, Gabon
(CEL-012/2023).

Individuals with P. falciparum monoinfection = 1000 parasites/ul.
determined by thick blood smear and willing to participate were
enrolled in the study. Informed congent was signed by adult
participants and pareats or guardians of children and adolescents
under 18 years of age. Adolescents between 12 and 18 years signed an
additsonal assent. Patients reporting we of antimalarial drugs in the
previous 30 days were excluded.

Venous blood was collected in citrate vacutainer tubes and
processed at the same day as collection. The tubes were centrifuged
at 2000 rpm for 10 min at reom temperature, plasma, and buffy coat
were removed, and the erythrocyte pellet was washed three times with
RPMI 1640 media (Thermo Fisher Scientific). Ex vive growth
inhibition assay was performed as deseribed above for the laboratory
P. falciparum strains.

Cyrotoxicity Assay. Compound eytotoxicity against HepGl cells
was asessed by neutral red assay as described previously.” HepG2
cells [obtained from ATCC) were maintained in DMEM medium
(Sigma-Aldrich) supplemented with 10% of inactivated fetal bovine
serum (Sigma-Aldrich), 200 mM Lglutamine {Gibeo), 12 mL of 1 M
HEPES buffer (Gibeo), and 50 ug/ml penicillin/streptomycin
solution [Gibeo). The cells were detached from the bottle when
they reached a semiconfluent layer using Trypsin {Gibeo). Next,
300,000 cells were seeded in supplemented medium as described
above to 96-well plates. After 24 h, a 2-fold serial dilution of the
respective drug diluted in supplemented DMEM medivm was added
to the cells. After 24 b, the drug-containing mediem was replaced by a
supplemented medium with 1.5% Neutral Red, and the cells were
incubated for an additional 3 h at 37 °C. Cells were then washed with
phosphate-buffered saline (pH 7.2) and 100 gL of freshly prepared
lysis buffer {50% methanol, 49% distilled water, and 1% acetic acid)

were added to the plates. The cells were then shaken for 10 min and
the absorption was measured at 2 wavelength of 540 nm using
CLARIOstar (BMG Labtech).

In Vivo Antimalarial Efficacy. In vivo eficacy on P. berghei was
determined as previowsly described. ™ Female NMBI mice (Charles
River Laboratories) were infected with a GFP-expressing P. berghei
ANKA strain (donated by AP. Waters and CJ. Janse, Leiden
University, The Netherlands), and P i ia was de ined using
standard Bow cytometry techniques. The detection limit was 0.1%,
i, One parasite in 1000 erythrocytes. Activity was calculated as the
difference between the mean parasitemia for the control and treated
groups (n = 3, each) expressed in % relative to the control group. Two
(TKK130) was suspended {50 mg/kg dose) or dissolved (30, 10, and
3 mp"kg:] in 70730 Tween B0/ ethanol, diloted 10-fold with water, and
administered orally as four consecutive daily doses (4, 24, 48, and 72
h after infection). All animal experiments adhered to local and
national regulations of laboratory animal welfare in Switzerland
(awarded permission no. 1731 and 2303). Protocols are regularly
reviewed and revised following approval by the local authority
(Veterinaramt Basel Stadt).

Parasite Reduction Ratio Assay. The parasite reduction ratio
assay was performed as previously described.” Shortly, ring-stage
parasites (strain 3D7) were set up at 0.5% parasiternia and 1%
hematocrit and treated daily with compounds for § consecutive days.
The concentrations used herein were based on the 1C, 8 previously
determined in 72 h-growth inhibition assays (10-fold higher). After 24
h of each drug incubation, an aliquot of the treated parasites was
transferred to a new plate containing drug-free medium and the
parasites were allowed to grow for 28 days in order to detect
recrudescent parasites. The speed of action of 4d, 4¢, 7a, 7h, and 7d
was assessed in comparison to the antimalinal drugs artesunate,
chloroquine, and atovaquone, which were used as fast-, medium-, and
slow-acting control drugs, respectively. The in vitro PRE 15 caleulated
as the decrease in viable parasites over the time fame of 48 h,
representing one parasite life cycle. This is a direct measurement of
the killing rate for the investigated compound. We evaluated paraste
growth by an ELISA of the histidine rich protein 2 (HRP2)
measurement. Uninfected erythrocytes at 2% hematocrit (96 technical
replicates of three different erythrocyte cultures, treated the same way
as cultures with parasites) served to determine background optical
density (0D values for the measuremnent of HPR2. Parasite numbers
were derived from the aumber of wells declared as positive by HRP2
ELISA. The number of viable parasites after each treatment time
point was extrapolated using the formula: Py, = X, as deseribed in
detail in the original publication. In the equation Pviable represents
the number of viable parasites, X is the dilution factor used for serial
dilution (we wed a 3-fold dilution), and n is the number of wells in
which viable parasites could be detected.

General Procedure for Pharmacokinetic Evaluation Assays
of 7a and 7d. For separation and detection, an LC—MS/MS system
consisting of an Agilent 1200 series HPLC (Agilent, Waldbronn,
Germany) with a binary pump coupled to a TSQ Quantum Ultra
triple quadrupole mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts) with an ESI interface was used. Sample
handling was performed by a CTC HTS Pal system (CTC Analytics
AG, Zwingen, Switzerland). Chromatographic separation was
achieved wsing a Luna 3u C138 100 ¥ 200 mm HPLC column with
guard column AJ0-4286 C18 4 X 200 mm I:I'}n:n.umcnﬂ Ine,
Tomance, California, US.I’I:] under gradient conditions l[mlﬂ:li]e
phases: 0.1% formic acid in water and 0.1% formic acid in methanel).
The flow rate was set to 400 uL/min.

The mass-to-charge ratios of 481030 to 154970 m/z (collision
energy 33 V) for 7a and 523.040 to 3100050 m/= (collision energy 31
W) for 7d were monitored by multiple reaction monitoring with a
dwell time of 73 me and positive ionization mode. In the ES]
interface, the following settings were employed: spray voltage 4500V,
vaporizer temperature 380 “C, aux gas pressure 5, cheath gas prescure
60, ion sweep gas pressure 1, tube lens 153 V (7a) and 127 V (7d),
and a capillary temperature of 240 “C.
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Plasma Stability. Te determine the ex vivo stability of 7a and 7d in
human plasma, fresh whole blood was collected in 3K-EDTA
collection tubes (SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht, G v

designated time points (0, 15, 30, 45, and 60 min), the reaction was
terminated by the addition of 150 gl of ice-cold acetonitrile
[ ining 100 ng/mL internal standard) to each preparation. The

and plasma was obtained by centrifugation at 2000 rpm for 10 min
The plasma was warmed to 37 °C, and the compound solution was
added to achieve fmal concentrations of 25 and 50 ng/ml,
respectively. A control was prepared in 2.5 and 50 ag/ml in 4%
BSA (w/V) in wates, in addition to the pliwma samples. Each
approach was applied in triplicate. All samples were incubated at 37
°C and shaken at 400 rpm. Samples of 100 pl. were obtained at 0, 30,
60, 120, 240, 360, and 1440 min. The samples were immedistely
precipitated with 300 gL of ke-cold acetonitrile, which contained a
structurally related internal standard. They were then vortexed and
shaken for 30 min at 1000 rpm. Subsequently, the samples were
centrifuged for 10 min at a speed of 14,000 rpm. The supernatant was
evaporated under a gentle stream of nitrogen at a temperature of 37
“C and the residues were covered and stored in a refrigerator at 4 "C.
Following the final sampling period, all residues were reconstituted
and analyzed. The recoveries were calculated according to eq | and
the elimination half-life according to eq 2.
recovery [%] = S e o Hme pommme nfhu -u‘.l'-llm-e Pﬂmr:g w100

area ratio of 0 h time point (1)
In{2)

k, ()
ty; = Elimination half-life, k, = elimination rate constant (negative
slope from In recovery versus time in h) [h™']

Blood-to-Plasma Ratio. The K(B/P)s of Ta and 7d were
calculated to determine the ratio of the distribution between the
blood and the plasma fraction. Fresh whole blood was spiked with the
compound at concentrations of 2.5 and 30 ng/ml. Fellowing a 30
min incubation PEriuﬂ at 37 T, the whole blood was cm{riﬁ@teﬂ at
2000 rpm for 10 mun, thereby separating the plasma and RBC
fractions. To obtamn reference plasma and REC samples, separate fresh
fractions were spiked with the respective concentration of 7a or 7d.
RKBC fractions were vortexed and shaken at 99 rpm for 10 min to
achieve lysis of the red blood cells. Each fraction was purified
according to the following procedure: 100 gl of plasma or RBC
samples ?3? () were precipitated with 300 uL of ice-cold acetonitrile
(eontaining 5 ng/mlL internal standard), immediately vortexed and
shaken for 30 min at 1000 rpm. The samples were centrifuged at
14000 spm for 10 min For each sample, the supematant was
transfersed to 3 96-well plate, evaporated to dryness at 37 °C under a
gentle nitrogen stream, and the residues were reconstituted. All
samples were analyzed in triplicate. The hematocrit was determined
volumetrically. The reference carvedilol was determined at 23 ng/mL
using carvedilol-d5 = the intemal standard. The K_I:B,-r?} was
calculated using eq 3. Carvedilol served as assay reference and the
observed K(B/P) was comparable to ratios reported in the literature
[0.61 % 004 and 061 = 0.02 (mean + 5D}, rﬂp-el:l.iv:l}-]. which
demonstrated the validity of the m:}-.-'“_m'

arca ratio KBC Eaction

K(B/P) = Zmoteiieeeme x H + (1 — H)

ara satis plarms seferenca (3

H = Hematoerit RBC = Red blood cell fraction

Microsomal Stability. Microsomal stability was determined using
HLMs and the cosolvent method®' 905 uL potassivm phosphate
buffer 0.1 M pH 7.4 and 25 L of 20 mg/mL from 150 denors pooled
HLMs (Corning, New York, USA) were mixed gently. A 100 uM
waorking solution of Ta or 7d in a itrile/dimethyl sulfoxide 80,20
{v/v) was added and the mixture was gently swirded A total of 47 ul
of the mixture was transferred into three reaction tubes per time
pomnt. To initiate the reaction, a freshly prepared mixture of 125 uL
NADPH Regenerating System Solution A and 25 ul NADPH
Regenerating System Solution B (Corning, New York, USA) was
added, and the tubes were incubated at 37 "C while shaking at 450
pm. The final concentrations of the analytes were 1| pM At

1ol =

reaction tubes were then vortexed and placed on ice. The samples
were centrifuged at 14,000 spm for a period of 10 min, after which the
supernatant was diluted. A negative control (containing all
components except cofactors) and a blank (containing all
components except the analytes) were included as controls, Samples
were analyzed in triplicate. Propranolol was applied as reference
control in the microsomal stability assay and demonstrated the
\-a]ir_l.il}-.m'“;

Microsomal Binding. To determine the fractions of 7a and 7d that
were freely available for metabolism in HLMs, the nonspecific binding
to microsomes was quantified through equilibrium dialysis. The
procedure & similar to the determination of plasma protein binding in
the classical approach (see below). However, the donor medium
consisted of 0.5 mg/mL HLMs in potassium phosphate buffer 0.1 M
and was spiked with 1 gM Ta or 7d to simulate the conditions of the
microsomal stability assay. Samples were obtained from both
chambers after 24 h. The donor samples were diluted with 4% BSA
in potassiom phosphate buffer 0.1 M (w/V), and 100 gL were
precipitated with 300 uL of ice-cold acetonitrile (containing 5 ng/mL
internal standard), immediately vortexed, and then shaken at 1000
rpm for 30 min. The samples were centrifuged at 14,000 rpm for 10
min. The supernatant was transferred to a 96-well plate, evaporated to
dryness at 37 "C under a gentle stream of nitrogen, and the residue
was reconstituted. Methanol contaming 12,5 ng/mL of the internal
standard was added to the acceptor side to dissolve the compounds,
resulting in a 40% methanolic solution. Cheantification was carried out
using calibration curves prepared in the respective medium. The
microsomal binding was analyzed in triplicate and calculated by eqs 4

and A

v

(D, — D) %

himi = T mrotl.

[{Dr.. — D) % | + D ()

Somie = Fraction bound in HLMs, Dy, = total donor concentration at

equilibrium, Dy = free concentration of the acceptor, V, = equilibrium
donor volume, V, = initial donor volume

S =0 =) (s

J e = Fraction unbound in HLMs

Plasma Protein Binding. Standard Equilibrium Dialysis Assay.
The equilibium dialysis method was employed to determine the
plasma protein binding of 7a and 7d. A regenerated cellulose dialysis
membrane (limit & kDa, Reichelt Chemietechnik GmbH + Co,
Heidelberg, Genmn}']l. which had been previously scaked in 20%
ethanol in water, was clamped in a 96-well Teflon plate; thereby
creating two chambers in each well. The donor chamber was spiked
with 100 ng/mL Ta or 7d in plasma, while the acceptor chamber was
filled with 0.9% saline. The covered dialysis plate was incubated at 37
“C. Following a 24 h incubation period, samples were obtained from
both chambers. 100 gL of plasma was precipitated with 300 gL of ice-
cold acetonitrile (containing § ng/mL internal standard), immedsately
vortexed, and shaken for 30 min at 1000 rpm. The samples were
centrifuged at 14000 rpm for 10 min. For each sample, the
supernatant was transferred to a %6-well plate, evaporated to dryness
at 37 °C under a gentle nitrogen stream, and the resudue was then
T i 1. Methanol | ining the internal standard) was added
to the acceptor side to facilitate the dissolution of the analytes,
resulting in a 409 meth lic solution. Quanti was conducted
using individual calibration curves in the respective medium. The
analysis of plasma protein binding was conducted in triplicate.
Itraconazole was used as control drug to confirm validity of the asay.

Dilution Method. To determine the exact unbound fraction of Ta
and 7d, the dilution method was applied as a modification of the
standard equilibrium dialysis method."" Instead of plasma, a 1:10 or
1:20 dilution of plasma in 0.9% saline was used as the donor. The
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diluted plasma (spiked at 100 ng/ml Ta or 7d) was incubated with
0.9% saline as acceptor for 24 h at 37 “C. Sample preparation was
carried out as for the dasical approach. Calibration curves from 1:10
and 1:20 diluted plasma were used to determine the donor
concentrations. A calibration curve of 80/40 0.9% saline ‘methanol
(v/v) was used to determine the corresponding concentrations on the
acceptor side. Masma protein binding was analyzed in triplicate and
calculated by eqs 6—E. As reference, the plasma protein binding of
itraconazole (donor: 400 ng/mL) was determined using itraconazole-
d4 as internal standard.

acceplor comcentration
donor concentration (8]
Dilutedf, ) = free fraction from dilution method

Dilutedf, =

J]
Lo = 1 1
LIS JET et
[fnllr'] o (7
Jup = Fraction unbound in plasma, D = dilution level
fhrlﬁl = (1 —_f'“:l * 100 (8)

fip = Fraction bound in plasma

Snapshot Pharmacokinetics in P. berghei Mice (Dried Blood
Spots). Single oral doses of 7d were administered at doses of 30 mg/
kg to two mice infected with P. berghei. The mice were sampled at 1,
4, and 24 h after receiving 7d, and the dried blood spots on Blter
paper were transported at room temperature for bioanalysis. The
dried blowod spots were punched out with a fised diameter of 5.5 mm
and extracted for 30 min at 2000 rpm with 800 pl of acetonitrile/
water (B0/20, v/v) containing 3 ng/mL of internal standard. A
volume of 300 xL of the supernatant was e\u]:u:lrah:d (15 d.r:m.eﬁ under
a gentle nitrogen stream at 37 °C, after which the residue was
solubilized in 100 pl of scetonitrle/water (40/60, v/v). Prior to
LC-MS/M3 analysis, samples were diluted 1:20. Additionally, 2 new
whole blood calibration curve, including two guality contral (QC)
samples at three different levels (high: 600 ng/mL; mid: 400 ng/ml;
low: 50 ng/mL), was prepared on the day of analysis wsing human
whole blood, Twenty-five gL of each calibration and QC level were
spotted and allowed to dry on Alter paper. Subsequently, 2 1 h drying
process was conducted on all calibration and QU samples, which were
then treated like the unknown samples. The final calibsation range
was 125 ng/ml to 800 ng/mL. In addition to the three sampling
times at 1, 4, and 24 b, a separate 0 h value was obtained from contral
dried blood spots (P berghei mice, n = 5). The concentrations for the
unknown samples were analyzed using PE-Sim Version 11, Update 2
to determine AUC, .
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1. Procedures for the synthesis of compounds 2a-f and 3a-f

General Procedure SI1 for the Synthesis of Aldehydes (2a, c-f).!

Under mtrogen atmosphere, the respective compound (1a, ¢-f 1.0 equiv) was dissolved in

1 4-dioxane (7.6 mL/mmol) at room temperature (RT) and selenium dioxide (1.8 equiv) was
added. The reaction mixiure was stirred at 110 °C for 6 h. After filtration over Celite®, the
solvent was removed under reduced pressure. The residue was dissolved in ethyl acetate (50
ml) and washed with sat. sodium chloride solution (3x 30 mL). The organic phase was dried
over anlydrous NaxSOy, filtered, and concentrated under reduced pressure. The crude product

was then purified by flash chromatography (cyclohexane/ethy] acetate) !
1.7-Phenanthroline-6-carbaldehyde 2a

2a was synthesized according to the general procedure 511, with the exception that the
reaction mixture was stirred at 110 °C for 4 h*

Off-white solid, yield: 87%. mp: 175.8 °C, "H NMR (600 MHz. CDCl1:) 5 11.44 (s, 1H). 9.56
(d. /=83 Hz 1H), 9.14-09.07 (m. 2H). 856 (s, 1H). 837 (d. /=8.0Hz, 1H). 7.71 (dd. J=
8.2 43 Hz 1H). 7.63 (dd. J=79. 43 Hz 1H). HPLC (Method 1): tp = 5.1 min AUC =

100.0 %.
Benzo[h]quinoline-4-carbaldelyde 2b

2b was synthesized according to literature procedures **
Yellow solid, yield: 70 %. mp: 35 °C, 1TH-NMR_ (600 MHz. DMS0-d6) & 10.67 (s, 1H). 9.33
(d. J=44Hz 1H) 925-022 ({m 1H) 887(d. J=92Hz 1H) §17-8.14 (m. 2H), 7.85-7.70

(m, 3H). HPLC (Method 1): tz = 9.5 min, AUC = 92.7 %.
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Phenanthridine-6-carbaldelyde 2¢

2c was synthesized according fo the general procedure SI1, with the exception that water (1
ml/mmeol) was added at the beginning of the reaction and the mixture was stirred at 110 *C
for 5 h.? Yellow solid, yield: 63%. mp: 137.9 °C, 'H NMR (300 MHz, CDCl;) 5 10.42 (s,
1H). 942 (ddd, 7=83.14.0.7Hz 1H), 8.78 - 8.50 (m, 2H). 846 — 8.24 (m. 1H), 7.91 (ddd,
J=84.71 14Hz 1H), 7.87-7.81 (m. 2H). 7.80 - 7.75 (m. 1H). HPLC (Method 1): ta =

7.7 min, AUUC =100.0 %,

8-Bromophenanthridine-G-carbaldelvde 2d

2d was synthesized according to the general procedure SI1, with the exception that water (1
mL/mmeol) was added af the start of the reaction. resulting in a dioxane/water solvent system.
White solid. vield: 61%. mp: 151.6 °C. 'H NMR (600 MHz, CDCl:): 5 10.35 (5. 1H), 9.59 (s,
1H).8.55(d, J=79Hz 1H). 8.50(d, /=8.8Hz 1H). 832(d, J=75Hz, 1H), 797 (d, J=
88 Hz 1H), 7.84 (p. /= 7.0 Hz. 2H). “'C NMR (151 MHz. CDCl3): 5 19532, 14006,
143,41, 134,64, 132.22, 131,64, 130,54, 120.75, 129.54, 12526, 12468, 12370, 123 .44,

12224 HPLC (Method 1): tr = 16.3 min, AUC =098 %

8-Chlorophenanthridine-6-carbaldehvde 2e

2e was synthesized according to the general procedure SI1, with the exception that the
reaction mixture was stirred at 110 °C for 20h.

Yellow solid, yield: 72%. mp: 148.7 °C, 'H NMR (600 MHz, CDClL;): & 10.35 (s, 1H). 9.42
(s. 1H), 8.58 - 8.51 (m, 2H). 8.31 (d. J= 7.8 Hz. 1H). 7.86 — 7.80 (m, 3H). *CNMR (151
MHz, CDCI3): 5 195.34. 149.14. 143 41, 135.21, 131.97, 131.90, 131.60, 130.52, 129.66.

126.33, 12520, 124 34 123,68, 122 27 HPLC (Method 1): tg = 15.3 min AUC =000 %,

3.8-Difluorophenanthridine-6-carbaldehyde 2
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2f was synthesized according to the general procedure SI1, with the exception that water (1.7
ml/mmol) and tert-butyl hydroperoxide (10 mol%:) were added at the start of the reaction.?
Yellow solid, yield: 72%. mp: 172.0 *C. "H NMR (300 MHz, CDCl3): 5 10.36 (s, 1H), 9.13
(dd. J=10.3,2.7Hz 1H), 8.59 (ddd. /=149 92 54Hz 2H), 798 (dd, /=92 2.7 Hz,
1H), 7.64 (dddd, J=22.5,9.1, 7.9, 2.7 Hz, 2H). *C NMR (75 MHz, CDCl:): 5 195.27,
150.43,130.36, 124.68 —123.87 (m), 121.25 (d. J =246 Hz). 119.74 (d. /=24 2 Hz),
115.74 (d, J=20.6 Hz), 111.94 (d. J =23.7 Hz). HPLC (Method 1): te = 14.7 mun. AUC =

053 %.

General Procedure SI2 for the Synthesis of 3-Hydroxvpropanenitriles (3a-).

In a two-necked flask n-butyllithiim (1.3 equiv., 1.6 M in n-hexane) was diluted in anhydrous
THF (5 mL/mmol) at -78 *C under inert gas atmosphere. Subsequently anhydrous acetonifrile
(1.3 equiv.) dissolved in anhyd. THF (1 mL/mmeol) was added dropwise over a period of 3
minutes to the solution. The reaction mixture was stirred at -78 *C for one hour forming a
white suspension. Next, the corresponding aldehyde 2a-f (1.0 equiv.), dissolved in anhyvdrous
THF (1 mL/mmol), was slowly added to the suspension After warming fo BT while stirring
for 30 minutes the resulting solution was povred into an ice-water mixture contaiming 10 %
HCI1. The organic phase was separated and the aqueous phase was extracted with diethylether
(5 x 50 mL). The combined organic phases were washed with a saturated sodivm chloride
solution (3 x 50 mL), dried over anhydrous Na;SO;, filtered. and concentrated under reduced
pressure. Purification of the remaining residue by flash chromatography on silica gel using

cyclohexane/AcOE? (0 to 100%) vielded 3a-e.

3-Hydroxy-3-(1, 7-phenanthrolin-6-vl)propanenitrile 3a

3a was synthesized according to the general procedure SI2.
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White solid, yield: 72%. mp: 206.6 °C. 'H NMR (600 MHz. CDCI:): 59.71 (d. /= 8.2 Hz,
1H). 9.06 (d.J = 4.3 Hz. 1H). $.99 (d.J =43 Hz, 1H). 8.31 (d. /= 8.0 Hz. 1H). 7.97 (5. 1H).
7.75 (dd. J=8.2, 44 Hz, 1H), 7.66 (dd. J = 7.9, 44 Hz. 1H), 5.57 (1. /= 6.7 Hz. 1H). 3.26
(d.J= 6.7 Hz. 2H). BC NMR (151 MHz. CDCLs): 5 150.04, 149.69, 147.44, 136.94. 134.62,
127.80, 125.75, 123.29, 122.58, 117.74, 115.27, 71.81. 27.53. HPLC (Method 1): tr. = 6.6

min ATC=100.0 %.

3-(Benzo[h]quinolin-4-¥1}-3-hydroxypropanenitrile 3b

3b was synthesized according to the general procedure SI2.

White solid, yield: 65%. mp: 119 °C, 'H NMR (600 MHz, CDCl): & [ppm] = 9.30-9.24 (m,
1H). 894 (d. J=47Hz 1H). 790 (dd. /=75 1.7Hz 1H), 781 (d. /=91 Hz. 1H), 7.77-
771 {m. 2H). 7.70-7.65 (m. 2H). 5.76 (dd, J=7.8, 42 Hz, 1H). 296 (dd. /= 169. 42 Hz,
1H), 2.83 (dd, J = 17.0, 7.8 Hz, 1H). ¥C NMR (151 MHz, CDCI:): & [ppm] = 148.87, 146.51,
145.72,133.01. 131.64. 128.80, 128.70, 127.85. 127.71. 124.77, 122,38, 118.91, 118.09,

116.82. 66.07. 27.13. HPLC (Method 1): tr = 6.9 min AUC =081 %.

3-Hydroxy-3-(phenanthridin-6-vl)propanenitrile 3¢

3¢ was synthesized according to the general procedure SI2.

White solid, yield: 76%. mp: 159.7 °C. 'H NMR. (600 MHz. CDCL;) 5 8.73 (d. /=83 Hz,
1H).8.61(d.J=82Hz 1H). 821 (d.J=8.1Hz 1H), 8.06(d, /=82 Hz, 1H). 7.93 (dt, /=
16.7.8.0Hz, 1H), 7.79 (g, /=8.0Hz, 2H). 7.74 (t. 7 = 7.6 Hz, 1H), 5.85 - 580 (m, 1H),
3.16 (dd. /=168, 4.0 Hz, 1H), 2.89 (dd. /= 16.8, 6.3 Hz, 1H). *C NMR. (151 MHz. CDCls)
5 156.82. 141.98. 133.86, 131.61, 129.93, 120,46, 128.06 (d, J= 10.9 Hz), 12596, 124.57,
12431, 12341, 122.66, 122 34, 116.94, 65.69, 63.96. HPLC (Method 1): tr = 8.5 min AUC

=058%.
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3-(8-Bromophenanthridin-6-y1)-3-hydroxypropanenitrile 3d

3a was synthesized according to the general procedure SI2.

Yellow solid, yield- 40% mp- 161 7 °C. '*H NMR. (600 MHz, CDCl3)- 6 8 56 (d, /=8 8 Hz,
1H).853(d.J=82Hz 1H).8.19(d,J=81Hz. 1H). 816 (s. 1H). 790 (d./=8.8§ Hz. 1H).
T80t J=7.6Hz 1H), 774(t, J=76Hz 1H). 5.73 (. /=48 Hz 1H). 559 (5. 1H). 3.17
(dd. J=16.8 41 Hz 1H). 291 (dd. J=16.8. 6.0 Hz. 1H). ®C NMR. (151 MHz. CDCl): 5
15567, 141.93, 134.79, 13246, 13012, 120.85, 12846, 126.90, 125,15, 12401 (d. J=3.6

Hz). 12223 122.14, 116.71. 65.67, 27.63. HPLC (Method 1): tz = 12. 4 min ATUC =006 %.

3-(8-Chlorophenanthridin-6-v1)-3-hydroxypropanenitrile 3e

3e was synthesized according to the general procedure 512

Off-white solid, yield: 34%. mp: 157.1°C, "H NMR. (600 MHz, CDCl): 5 8.64 (d. /= 8.8 Hz,
1H). 8§.53 (d,J=82Hz, 1H), 8.20 (d../=8.1 Hz, 1H), 8.00 (5, 1H). 7.86 (d./=§.8 Hz. 1H).
780 (t.J=706Hz IH), 7.74(t.J=7.6 Hz, 1H), 5.73 (5, 1H), 5.60 (5, 1H). 3.17 (dd, J =
16.8, 43 Hz, 1H), 2.91 (dd, J = 16.8, 6.0 Hz, 1H). *C NMR (151 MHz, CDCl3): 5 155.77,
141.96, 13420, 132,17, 132.15, 130.11, 129.77, 12846, 125.10, 123 98, 123.72, 123.65,

122.19,116.70, 65.69, 27.61. HPLC (Method 1): tg = 12.7 min ATUC =952 %._

3-(3.8-Diflucrophenanthridin-6-y1)-3-hydroxypropanemitrile 3£

Procedure for the synthesis 3f: Under an argon atmosphere, the aldehvde 2f (1.0 equiv.) was
dissolved in N N *-dimethylformamide {5 ml/mmol) at RT. The reaction was cooled to 0 °C
before 1,3-Bi(2.6-diisopropylphenyl)imidazol-2-ylidene (5 mol®s) was added dropwise. The
temperature was then allowed to rise to BT, and the reaction mixture was stirred for 30 hours.

After this period, HCI (5 equiv., 3 M in
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methanol) was added. and the reaction was stirred for an additional 30 minutes. The organic
phase was separated and the aqueous phase was extracted with AcOFEt (3 x 50 mL). The
combined organic phases were washed with a saturated sodinm chloride solution (3 x 50
ml), dried over anlrydrous Nax SOy, filtered, and concentrated under reduced pressure.
Purification by flash chromatography on silica gel using cyclohexane/ AcOEt (0 to 100%)
yielded 3f7

Yellow solid. yield: 56%. mp: 167.1 °C. "H NMR (600 MHz. CDCl;): 5 8.65 (dd. J=80.51
Hz 1H). 8.55-848 (m 1H). 787 (d. J=92Hz 1H). 7.70 (t, J=7.0Hz 2H). 7.50 (t../ =
85Hz IH). 572(t. J=50Hz 1H). 3.23-3.10 (m, 1H), 2.94 (dd, /= 16.8, 5.6 Hz. 1H).
3C NMR. (151 MHz, CDCl3): 5 163.76, 162.34, 162.10, 160.68, 157.61 (d, J =4.4 Hz),
14285 (d, J=114Hz), 13040, 12586 (d. /=8.5Hz), 124.15(d. J=95Hz). 12346 (d. J
=7.6Hz). 121.55,121.32,120.92, 117.80, 117.64. 116.54. 114.65. 114.51, 109.50, 10936,

65.90, 27.40. HPLC (Method 1): t = 11.7 min. AUC = 100.0 %.

2. Determination of the chemical stability of 7a and 7d
Ta or 7d were solubilized in a solution consisting of Tween20/ethanol (7/3 v/v) and diluted
with phosphate buffer, pH 7.4 to get a final concentration of 1 mg/ml. Stability was

momnitored at RT over 24 h via HPLC (Method 1).

The stability of 7a and 7d in an aqueous solution (phosphate buffer, pH 7.4) was determined
at RT to guarantee sufficient chemical stability during iz vifro and fn vive studies. Over a 24-
hour period, Ta retained 89% of its initial concentration (# = 3), while 7d maintained 81% (n
= 3). indicating moderate stability under these conditions. Although both compounds
exhibited partial degradation. their stability remained sufficient for short-term biological

expeniments (see SI for details).
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3. HPLC purity testing of final compounds 4a-f and 7a-v

Instrument: Enaver HPLC system in combination with a Knaver UV Detector E-2600.
Columm: Vertex Plus (150 x 4 mm with pre column, Eurosphere IT 100-5 C18). Mobile phase
1: linear gradient (90-0%) of water with 0.1% tnfluoroacetic acid. Mobile phase 2: linear
gradient (10-100%) of acetonitrile with 0.1% of trifluoroacetic acid. Rum fime: 20 nun,
followed by an isocratic elution with 100% acetonitrile for 10 min Flow rafe: 1 mL/min.
Detection: 254 nm. HPLC: tg = 12.6 min AUC = 98.1%, Purity is = 95 %. LC{EST)MS:
Instrument: UHR-QTOF ma¥is 4G (Bruker Daltonics), Source Type: ESI, Ion Polarity:
Positive, Set Nebulizer: 2.0 Bar, Set Capillary: 4000 V. Set Dry Heater: 225 °C, Set Dry Gas;

0.0 Vmin, Scan begin: 50 m'z, Scan end: 1500 m/z.
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Figure S1. HPLC chromatogram of the purity analysis of 4a.
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Figure 53. HPLC chromatogram of the purity analysis of 4c.
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Figure 55. HPLC chromatogram of the purity analysis of de.
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Figure S7. HPLC chromatogram of the purity analysis of Ta.
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Figure 59 HPLC chromatogram of the purity analysis of 7c.
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Figure 510. HPLC chromatogram of the purity analysis of 7d.
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Figure S11. HPLC chromatogram of the purifty analysis of Te.
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Figure 512. HPLC chromatogram of the purity analysis of 7f.
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Figure 513. HPLC chromatogram of the purity analysis of 7g.
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Figure 515. HPLC chromatogram of the purity analysis of 7i.
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Figure 516. HPLC chromatogram of the purnty analysis of 7j.
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Figure 518. HPLC chromatogram of the purity analysis of 7L
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Figure 519. HPLC chromatogram of the purity analysis of Tm.
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Figure 520. HPLC chromatogram of the purnty analysis of Tn.
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Figure 522, HPLC chromatogram of the purity analysis of 7p.
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Figure 526. HPLC chromatogram of the purity analysis of 7t.
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Figure 527. HPLC chromatogram of the purity analysis of Tu.
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Figure 528, HPLC chromatogram of the purity analysis of Tv.
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4. 'H- and *C-Spectra of final compounds 4a-f and 7a-v

'H- and “C-NMR. spectra of N-(4-fluorophenyl)-3-hydroxy-3-(1.7-phenanthrolin-6-

yl)propanimidamide hydrochloride 4a

'H NMR. (300 MHz, MeOD)
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'H- and C-NMR. spectra of 3-(benzo[h]quinolin-4-y1)-N-(4-
finorophenyl)-3-hydroxypropanimidamide hydrochlonde 4b

'H NMR (600 MHz, DMSO0-d6)
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'H- and *C-NMR. spectra of N-(4-flucrophenyl)-3-hydroxy-3-(phenanthridin-6-
yl)propanimidamide hydrochloride 4¢

'H NMR (600 MHz, MeOD)
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'H- and *C-NMR spectra of 3-(8-bromophenanthridin-6-y1)-N-(4-fluorophenyl)-3-
hydroxypropanimidamide hydrochloride 4d
'H NMR (600 MHz, MeQD)
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'H- and C-NMR. spectra of 3-(8-chlorophenanthridin-6-y1)-N-(4-fluorophenyl)-3-

hydroxypropanimidamide hydrochloride 4e
'H NMR (300 MHz, MeOD)
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'H- and BC-NMR spectra of 3-(3.8-difluorophenanthridin-6-y1)-N-(4-fluorophenyl)-3-

hydroxypropanimidamide hydrochloride 4f

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6)
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'H- and ¥ C-NMR spectra of 3-(1.3-difluoro-6-(triflucromethryljphenanthren-9-yI)-N-(3.4-

difluorophenyl)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloride Ta

'H NMR (300 MHz. MeOD)
32 (odx)
719
(844, 4.03, 2.03)
11d) 15 (ad) o)
a7 B.0O2 235
NE7E)| | MaTE, L) N3.89)
Fl G 5 (od) M (od)
1; 0;3 1:4; 7.47 £.02 310
’ ) H10.23, B.74) N9.43, 1.67) 3(14.11, 9.44)
2831 (dddd) Aid)
7.3 330
1077, 711, 5.45, 2.78) 3{1.72)
| |
T s, # il
Wy oo gl [l
LI £ 358
Fg ol ED 80 s 0 &5 £ BS G5 4’5 ) Ei5 Ef] Fi3
i {ppas)
BCNMR (75 MHz, MeOD)
AlS M (s M5
167.80/ EFEn
] J |
) IF ) N ; 1
q ¥ i
o 1k @0 B0 T EA) 40 E

530

89



'H- and ¥C-NMR spectra of 3-(1.3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-3-
hydroxy-N-(3.4.5-trifluorophenyl)propanimidamide hydrochloride 7h

'H NMR (600 MHz, MeOD)
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'H- and “C-NMR. spectra of N-(4-cyanophenyl)-3-(1,3-difluoro-6-

(trifluoromethyl)phenanthren-9-v1)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloride Tc

'H NMR (600 MHz, MeOD)
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'H- and ¥C-NMR specira of N-(4-bromopheny1)-3-(1,3-difluoro-6-

(trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-3-hydroxypropanimidaniide hydrochloride 7d
'H NMR. (300 MHz, DMSO-d6)
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'H- and “C-NMR spectra of 3-(1,3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-yI)-N-(3-

fluorophenyl)-3-hydroxypropanimidamide hydrochlonide Te

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)
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'H- and *C-NMR spectra of 3-(1,3-difluoro-6-(triftluoromethyl)phenanthren-9-y1)-3-

hydroxy-N-(2-iodophenyl)propanimidamide hydrochloride 7f

'H NMR (600 MHz. MeOD)
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'H- and “*C-NMR. spectra of N-(4-bromo-3-methoxyphenyl)-3-(1,3-difluoro-6-
(trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-3-hydroxypropaninidamide hydrochloride Tg

'H NMR. (600 MHz, MeOD)
Cid) G [d} Kid} M)
ar 7.68 B.82 ix
X13.085)
aiLy

3785 3E.85) 7.58)
Fid T

w s.imz :-.gi i; e.[as} 213

. azamy|  [weam[® qRO1) 1001

ETd)
B39
.48y
|
I A .l‘ ] A AR -, I -l. o
¥ ¥ HH ¥ L L H L ¥ u
g = EN B HE X R g2 ¥ E &
- = =d o - o o o o L = o
als i &ls 2o 7= 7o 85 ) B B 4’ 470 ES Bl i
LE ]
LC NMR (151 MHz. MeOD)
Lid)
11776
A577)
G
12361
B(s D (m) N (s
G pam|[Xes) 5%
Y] | T [HE Tre m:|| P | 2 EIG)
15558 1852 | | 1¥5.88 11175 || 1oz 53 B752] 315.20) 41.10
%) s E{m
131.74] |12041 104,17
K(5)
11830
l |
1 J L L, ll | l ] | i | — |
| | L ':"! [ 1r M ! L3 |
i 3 285 5MRER BH 8E 5 q 5
E! o als o alsTabo o o5 T 5 A &5 en S5 S0 &5 A 3%
11 (pern)

536

95



'H- and C-NMR. spectra of N-{4-bromo-3-fluorophenyl}-3-(1.3-difluoro-6-
(trifluoromethyljphenanthren-0-y1)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloride Th

"H NMR (600 MHz, MeOD)
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'H- and YC-NMR spectra of 3-(1,3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-yI)-N-(4-

fluore-2,6-dimethylphenyl)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloride Ti

'H NMR. (300 MHz, MeOD)
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'H- and PC-NMR. spectra of 3-(1.3-difluoro-6-(triflucromethyljphenanthren-9-v1)-N-(2-

fluoro-6-methylphenyl)-3-hydroxypropammidamide hydrochloride 7j

'H NMR (600 MHz, MeOD)
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'H- and *C-NMR spectra of 3-(1,3-difluoro-6-{triffluoromethyl)phenanthren-9-yI}-N-(3-
fluoro-2-methylphenyl)-3-hydroxypropaninidamide hydrochloride Tk
'H NMR. (300 MHz, MeOD)
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'H- and BC-NMR. spectra of 3-(1.3-difluoro-6-(triflucromethyljphenanthren-9-yI)-N-(4"-

fluoro-[1.1-biphenyl]-4-y1)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloride 71

TH NMR (300 MHz, DMSO-d6)
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'H- and *C-NMR spectra of 3-(1,3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-v1)-N-(4-(4.4-
diftuoropiperidin-1-y1)phenyl)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloride Tm

'H NMR (300 MHz, MeOD)
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'H- and BC-NMR spectra of 3-(1,3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-N-(5-(4-

fluorophenyl}-1,3 4-oxadiazol-2-y1}-3-hydroxypropanimidamide hydrochlonde Tn

'H NMR (300 MEz, DMSO-d6)
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'H- and *C-NMR. spectra of 3-(1,3-difluoro-6-(triflucromethyl)phenanthren-9-y1)}-N-{5-(4-
fluorophenyl)-1.3 4-oxadiazol-2-y1)-3-hydroxypropanimidamide hydrochlonde To

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)
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1H- and BC-NMR spectra of 3-(1.3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-N-(4-

fluorobenzyl)-3-hydroxypropammidamide hydrochloride 7p

"H NMR (300 MHz, MeOD)
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'H- and “C-NMR spectra of 3-(1,3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-3-

hydroxy-N-neopentylpropanimidamide hydrochloride Tq
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'H- and ¥C-NMR. spectra of 3-(1,3-difluoro-6-{trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-N-(3.3-
difluorocyclobutyl)-3-hrydroxypropanimidamide hydrochloride Tr

H NMR (600 MHz, DMSO-d6)
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'H- and “C-NMR. spectra of 3-(1.3-difluoro-6-{trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-N-(3.3-

diftuorocyclobutyl)-3-hydroxypropanimidamide hyvdrochloride 7s

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)
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'H- and *C-NMR spectra of N N-dibutyl-3-(1,3-difluoro-6-(trifluoromethyl)phenanthren-9-
vl)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloric acid Tt

'H NMR (600 MHz, MeOD)
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'H- and 3C-NMR. spectra of 1-{1.3-difluoro-6-(tnfluoromethyl)phenanthren-9-y1)-3-(4.4-
difluoropipernidin-1-y1}-3-iminopropan-1-ol hydrochloric acid Tu
'HNMR (600 MHz, MeOD)
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IH- and “C-NMR spectra of N-(1H-benzo[dJimidazol-2-y1)-3-(1.3-difluoro-6-

(trifluoromethyl)phenanthren-9-y1)-3-hydroxypropanimidamide hydrochloride Tv

'H NMR. (600 MHz, MeOD)
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5. Determination of the in vifro parasite reduction ratio (PRR) of 4d, 4e and 7b

Parasite reduction ratio

Log (viable parasites +1)

0 24 43 T2 b 120
Time of treatment (h)

— Artesunate 290 nkd

— Chloraquing 240 i

— Atovaguong 10 nbd
7 Tbh 80 nM

=+ 4d 190 nM

- 4@ 185 nM

Figure $29. Parasite killing time course profiles in response to the newly synthesized

compounds (4d, 4e, Th). and comparator antimalanal drugs. Parasites were treated with the

compounds at their respective 10-fold ICsq for different lengths of time and allowed to recover

in drug-free medinm for 28 days. Subsequently, parasite growth was measured by HEP-2

ELISA. Emor bars are the SEM of at least three independent experiments in duplicate.

The assay protocol is described in detail in the main maniscript.

6. Initial mechanism of action studies with 4d and 4e

Table $1. Detergent-mediated NP-40 assay to determine inhibition of f-hematin formation

Compound ICso (WM | Docking score?
(keal/'mol)

TEKL30° 0403 121

id 56=14 08

e 274=05 82

cQ 21.0=04 82

Hf 134=04 104

“Walues show the mean = standard deviation (SD) of one independent experiment conducted in

552

111



technical triplicate. "Value is from the top-scoring of five repeat docking poses. “Previously

published by Knaab et al

The assay protocol is described in defail in the main manuseript.

Adsorption energy
{kealim al)

R = D.65, F-value = 0.020

HP-40 IC 5 (uM ]

30

Figure 530. Linear correlations between S-hematin inhibition activity (ICsg) and both docking

(Eqq-) and SILE scores.

7. In vive antiplasmodial evaluation of 4d. e and Th, e, b, j. 1 in the Plasmodium berghei

mouse model

Table 52 In vive evaluation.

Compound Oral Activity [%]° | MSD [d] Cured?
Dose”

cQ 4x30 00.0 21 0/10
AsF 4x30 00 0 0/10
LUM 4x30 008 =30 33
TEKL3(¢ 4x50 008 =130 i3
TEK13(¢ 430 000 =30 i3
TEK13(¢ 4x10 000 28 113
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TEK13(¢ 453 000 20 03
4d 4=50 05 7 03

de 4x50 87 7 03
The 4x50 006 26 273

Te 4x50 0o.7 15 03

Th 4x50 00.8 19 03

7j 4=50 0o.o 20 1/3

7l 4x50 oo 10 03

Control 0 4 -

“Standard four-day Peters test using daily oral doses of indicated compound (mg'kg body
weight). Experimental groups (n =3 mice) were treated four times (at 4, 24, 48 and 72 h) post-
infection. *Blood for parasitemia determination by FACS analysis was collected on dav 4 (96
h after infection). Activity was calculated as the difference between the mean parasitenua for
the control and treated groups expressed relative to the control group. “Mean survival time in
days (MSD). Control mice and other mice for which the antimalarial activity was < 40% were
enthanized on day 4 post-infection. The survival of the animals was monitored by microscopy
for up to 30 davs. A compound was considered curative (=30), if the animal survived to day 30
post-infection with no detectable parasites (detection limit of 1 parasite in 10,000 erythrocytes).
Number of parasite-free mice on day 30. ®Arfemisinin (AS). Tumefantrine (LUM).

EPreviously published by Knaab et al *
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3.2 Synthese des Lumefantrin-basierten 3-Hydroxypropanamidins LVIII

3.2.1 Retrosynthese des Lumefantrin-basierten 3-Hydroxypropanamidins LVIII

Zunachst sollte ein 3-HPA LVIII mit einem Lumefantringrundkérper in dargestellt
werden (Abbildung 24).

Da fiur die Synthese der angestrebten Lumefantrin-basierten 3-HPAs bislang keine etablierte
Syntheseroute beschrieben ist, wurde zunachst eine retrosynthetische Analyse zur Planung

der Synthesestrategie durchgefihrt.

Region B Region C
F

Cl N N
g H )
cl O /
Cl
Lumefantrin (XXII) LVl

Abbildung 24: Die Zielstruktur LVIl, ein auf Lumefantrin (XXIl) als Grundkdrper basierendes
3-Hydroxypropanamidin.

Retrosynthetisch lasst sich das 3-HPA LVIIl Uber eine funktionelle Gruppeninterkonversion
(FGI) auf das Nitril LIX als Vorlaufer fir die Einflihrung der Amidinfunktionalitat zurlckfihren
(Schema 16).

LVIl LIX LX

Schema 16: Retrosynthetische Analyse des 3-HPAs LVIII.

Das Nitril LIX ergibt sich formal aus einer weiteren FGI aus dem Aldehyd LXI. Auch das
Aldehyd LXI kann im Rahmen einer FGI aus dem Methyl-funktionalisierten

Lumefantrinbaustein LXII erschlossen werden (Schema 17).

cl O
cl O .Q

LIX LXI LXil

Schema 17: Retrosynthetische Analyse des Nitrils LIX (iber den entsprechenden Aldehyd LXI.
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Die zentrale Dissektion erfolgt entlang der neugebildeten C-C-Bindung im
Lumefantrin-Baustein LXII, wodurch er sich retrosynthetisch in das Aldehyd LXIIl und das
Fluoren LXIV zerlegen lasst. Das Fluoren LXIV kann seinerseits Uber eine FGI aus dem
entsprechenden Fluorenon LXV abgeleitet werden. Dieses lasst sich wiederum Uber einen

C-C-Bindungsbruch auf das Biphenyl-Intermediat LXVI zurlickfihren (Schema 18).

O OH Cl

LXVI

Schema 18: Retrosynthetische Analyse zum Aufbau des Lumefantrin-Bausteins LXII.

Das Biphenyl LXVI kann retrosynthetisch auf die Boronsdure LVIIb und die
lodmethylbenzoesaure LXVII zurtickgefihrt werden, die durch einen C-C-Bindungsbruch als
mogliche Synthesebausteine identifiziert werden kénnen. Eine FGI erméglicht den Zugang
zum  entscheidenden lodmethylbenzoesaure-Derivat LXVII  ausgehend von  der
Anthranilsaure LXVIIl (Schema 19).

Cl Cl OH Cl
c-C 1\3 FGI
//\©\ | — | *  HO” \©\ | — NH,
0~ "OH cl 0”7 “OH cl 0~ “OH

LXVI LXVII LViib LXVi

Schema 19: Retrosynthetische Analyse zur initialen Synthesestrategie zum Aufbau des Biphenyls LXVI.

Ein alternativer retrosynthetischer Zugang zum Lumefantrin-basierten
3-Hydroxypropanamidin-Grundkorper LIX  erschlieBt sich aus dem  frihzeitigen
Funktionalisieren des Biarylsystems. Aufgebaut wird der Grundkorper Uber starker
vorfunktionalisierte Zwischenstufen.

Das B-Hydroxynitril LIX wird hier ausgehend vom Ester LXX in zwei aufeinanderfolgenden
FGIs erschlossen. Die Einflhrung der Fluorenon-Struktur erfolgt dabei ebenfalls Uber eine
nachfolgende FGI. Die weitere Dissektion erfolgt tber einen strategischen C-C-Bindungsbruch
zu der Boronsadure LXXIV und dem lodobenzoesdure-Derivat LXXV, die als geeignete

Kupplungspartner fungieren (Schema 20).

117



Schema 20: Alternative retrosynthetische Analyse eines mehrschrittigen Aufbaus des Lumefantrin-Bausteins LIX.

Diese Syntheseroute ermdoglicht gegeniber der ersten Syntheseroute einen Zugang zu
gezielten Variationen am Substitutionsmuster des Aromaten, da in spateren Syntheseschritten
Benzoesaurederivate  anderen  Funktionalisierungsstrategien ~ zuganglich  sind  als
entsprechende Methylsubstituenten. Sie bietet damit eine ergdnzende Strategie zur friihen

Ringschlussvariante.

3.2.2 Literaturtbersicht zur Darstellung von Lumefantrin XXIlI

Erstmals wurde Lumefantrin innerhalb des Projekts ,Project 523, das 1967 initiiert wurde,
synthetisiert.’”2

Daraufhin wurde dieser klassische Syntheseweg in diversen Vorschriften zitiert. Er fuhrt in
einer  Friedel-Crafts-Acetylierung  ausgehend vom  2,7-Dichlorfluoren LXXVII  mit
2-Chloracetylchlorid LXXXIV zum in 4-Position acetylierten Fluoren LXXVIIl. In einer
anschlielenden Reduktion, beispielsweise mit KBHas, lasst sich das Oxiran LXXIX
synthetisieren. Unter basischen Bedingungen wird die Dibutylaminoethanol-Seitenkette
eingefuihrt, indem das Oxiran gedffnet wird. Die bei dieser Epoxidoffnung gebildeten
stereogenen Zentren werden in diesem Syntheseweg nicht gezielt kontrolliert.
Knoevenagel-ahnliche Reaktion des Fluorens LXXX mit 4-Chlorbenzaldehyd LXIII fihrt die

Chlorbenzyliden-Funktionalitit ein, sodass Lumefantrin XXII entsteht (Schema 21).202
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cl 0] 0
2-Chloracetylchlorid

Cl cl Cl
LXXXIV O O
oY, O —
—_—
cl 1,2-Dichlorethan O EtOH O

LXXVII LXXVIII LXXIX

;H 4-Chlorbenzaldehyd C;H
cl N LXIII cl
NH(C4Ho)2 O \H CaCl, O
0
cl

EtOH NaOH cl O / H

EtOH
Cl

LXXX XX
Schema 21: Synthese des Lumefantrins XXII nach Liu et al.202

Um die Isolation des instabilen Epoxids LXXIX zu umgehen, entwickelten Beutler et al. bei
Novartis im Jahr 2007 eine Ein-Topf-Synthesesequenz, in der die Hydroxyverbindung LXXXI
direkt zu dem Aminoalkohol LXXX umgesetzt wurde.

Dabei wurde das Chloracetyl-Intermediat LXXVIII mit NaBH4 zur Hydroxyverbindung LXXXI
reduziert. Unter basischen Bedingungen wurde daraufhin das Epoxid LXXIX gebildet und
sofort mit Dibutylamin zu LXXX umgesetzt. Dies fiihrte zu einer Reduktion des
Arbeitsaufwandes.

Da sich die Syntheseroute nach Beutler et al. auf die Optimierung selektierter Prozessschritte
fokussiert und nicht fur alle Reaktionen vollstdndige Reaktionsbedingungen darstellt, wurden
in Schema 22 nur die in der Publikation explizit angegebenen Reaktionsbedingungen
aufgefiihrt.2%3
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o OH
cl 2-Chloracetylchlorid Cl Cl c “
AlCl, O NaBH, .
.O CH,Cl, .O EtOH O
0-5°C 0-5°C
Cl
Cl

Cl

LXXVII LXXVIII LXXXI

o)
Cl
O oH
Cl

NaOMe . Dibutylamin N
H

50-60 °C EtOH

Cl 78°C,15h .O

LXXIX LXXX

! N Cl ! N
p-Chlorbenzaldehyd . \H Cl . \H
4 - O 4 O

NaOH, EtOH

Cl

XX XX
Schema 22: Synthese des Lumefantrins XXII nach Beutler et al.203

Zudem wurde die Knoevenagel-Reaktion hinsichtlich Base, Temperatur, Zeit und
Lésungsmittel untersucht. Dies sollte das Entstehen von E- und Z-lsomeren verhindern,
konnte jedoch keine selektive Synthese des Z-lsomers erzielen. Es konnte auf diesem Weg
lediglich ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen E- und Z-Isomer hergestellt werden.
Da das Z-Isomer unter den gewahlten Kristallisationsbedingungen eine geringere Loslichkeit

aufweist, konnte es mit 2-Propanol oder Hexan aufgereinigt werden.2%3

3.2.3 Synthese und Diskussion des Lumefantrin-basierten 3-Hydroxypropanamidins

Basierend auf der retrosynthetischen Analyse wurde die Synthese des Zielbausteins gemaf
den im Nachfolgenden dargestellten Reaktionssequenzen, angelehnt an Liu et al. und

Beutler et al., umgesetzt. 202203

Zunachst wurde in einer klassischen Sandmeyer-Synthese das aromatische Amin der
Anthranilsaure LXVIIl durch einen lod-Substituenten ersetzt, sodass Verbindung 8 entstand.

Die Sandmeyer-Synthese wurde erstmals 1884 durch Traugott Sandmeyer beschrieben.?%

Die praktische Umsetzung dieser Reaktion ausgehend von
5-Chlor-2-aminobenzoesaure LXXIl zur Synthese der 5-Chlor-2-lodbenzoesaure 8 erfolgte

angelehnt an eine Vorschrift nach Guilbault et al.?%> Nach einer Diazotierung mit Natriumnitrit
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wurde das Diazoniumsalz mit Kaliumiodid zur gewilnschten 5-Chlor-2-lodbenzoesaure 8
umgesetzt (Schema 23).29°

Cl 1) HCI Cl
0 °C, 15 min

NH,
2) Natriumnitrit, H,O

0~ “OH 0 °C, 90 min 0”7 oH
3) Kaliumiodid, H,0
Lxvii 0°C —»RT, 24 h 8

91 %
Schema 23: Synthese der 5-Chlor-2-lodbenzoesédure 8 nach Guilbault et al.205

Im zweiten Schritt wurde die 5-Chlor-2-lodbenzoesaure 8 in einer Suzuki-Miyaura-Kupplung
mit einem boronsaurefunktionalisierten Arylbaustein LVIIb zum Biaryl 9 umgesetzt (Schema
24).208

cl OH K,CO4 cl
: [Pd(dppf)Cl2]

_B
| +* HO
1,4-Dioxan/H,0
Cl H cl

07 ~OH 110 °C, 16 h o™ 0O

8 LViib 17 % 9

Schema 24: Suzuki-Miyaura-Kupplung zur Darstellung des Biaryls 9.

Die Suzuki-Miyaura-Kupplung der Boronsaure LVIIb und der Benzoesaure 8 fihrte nur zu
einer sehr geringen Ausbeute (17 %). Die niedrige Ausbeute kdnnte darauf zurlckzufiihren
sein, dass die freie Carbonsaure unter den basischen Reaktionsbedingungen als Carboxylat
vorliegt, das an das Palladiumzentralatom koordinieren und so den Katalysezyklus hemmen
kann. Die Koordination von Carboxylaten an Palladium-Komplexe wird in der Literatur,
beispielsweise durch Dutta et al., vermehrt beschrieben.?%7

Um diese Koordination zu umgehen, wurde die Carboxylgruppe der Verbindung 8 vor der
Kreuzkupplung zum Methylester 10 verestert. Die anschlieRende Suzuki-Miyaura-Kupplung
fihrte zu einer deutlich verbesserten Ausbeute von 86 %. Nach der Suzuki-Miyaura-Kupplung
konnte der Ester der Verbindung 11 unter milden Bedingungen wieder quantitativ (100 %)
gespalten werden. Dadurch entstand die Biphenylcarbonsaure 9. Diese zweistufige Variante
stellt somit eine deutlich vorteilhaftere Syntheseroute dar als die direkte Kupplung aus der

freien Carbonsaure (Schema 25).
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86 % 100 %

Schema 25: Aufbau der Biphenylcarbonsé&ure 9.

Durch die Reaktion der Benzoesaure 9 mit Oxalylchlorid wurde das Benzoylchlorid 12
dargestellt, bevor es ohne Aufarbeitung direkt im Anschluss wieder eingesetzt wurde.?%® Bei
dieser Reaktion wird unter saurekatalytischen Bedingungen durch Einsatz von Oxalylchlorid
die Carbonsaure 9 aktiviert. In einer intramolekularen Friedel-Crafts-Acylierung des
Benzoylchlorids 12 konnte das entsprechende Fluorenon-Derivat 13 erhalten werden. Die
Cyclisierung zu 13 erfolgt, angelehnt an eine Vorschrift nach Cetinkaya et al., durch einen
elektrophilen Angriff des Aromaten an das S&urechlorid (Schema 26).2°° Dabei koordiniert
AIClz an den Carbonylsauerstoff und verringert so die Elektronendichte am
Carbonylkohlenstoff. Die Bindung wird stark polarisiert, wodurch die intramolekulare

elektrophile aromatische Substitution erleichtert wird.

Oxagll\;r'llorid AICl Cl O
DCM
»
0°C,3h 0°C,1h
RT, 16 h
Cl
9 12 97 % 13

Schema 26: Aufbau des Fluorenon 13.

Das Keton 13 wurde anschlielend in Anlehnung an Hicks et al. zu der Verbindung 14 mit einer
Methylenkohlenstoffbriicke  reduziert. Hierbei wurde Hypophosphorsaure als mildes

Reduktionsmittel eingesetzt (Schema 27).21°

Cl
1) H3PO,
O 110 °C, 5 min
RS o
OH

2) Fluoren 13
AcOH

110 °C, 24 h
LXXXII LXXXI 14

67 %
Schema 27: Reduktion des Fluorenon 13 zum Fluoren 14.

Cl
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In einer Knoevenagel-ahnlichen, basenkatalysierten Kondensation nach Yang et al. konnte
das chlorierte Benzylidenfluoren-Derivat 1w in einer moderaten Ausbeute von 57 % dargestellt

werden (Schema 28).2"

(¢]] Cl
t-BuOK
I§ t-Butanol
o e Q
O 50 °C, 3h

Cl Cl
14 LXIH 57 % 1w

Schema 28: Funktionalisierung des Fluorens 14 zur Darstellung des Bausteins 1w.

Die Bildung eines E/Z-Isomerengemischs an der neu gebildeten Doppelbindung fuhrte zu
Signalaufspaltungen und Uberlagerungen in den NMR-Spektren.

Im "H-NMR-Spektrum zeigen sich im aromatischen Bereich (6 7.1 - 7.8 ppm) zehn Signale (1),
die in vielen, teilweise Uberlappenden Multipletts erscheinen. Die Fragmentierung der Signale
ist auf eine Uberlagerung mehrerer Protonen der E/Z-lsomere zuriickzufiihren. Wird die
Gesamtzahl der aromatischen Protonen (10 H) integriert und addiert, entspricht sie der
berechneten Zahl und bestatigt die Bildung des Zielprodukts (Abbildung 25). Im aliphatischen
Bereich weisen zwei Singuletts (6 2.6 ppm) (2) auf das Vorliegen der Methylgruppe im
Baustein 1w hin. Die Aufspaltung in zwei Singuletts ist auf das E/Z-lsomerengemisch
zurtckzufiihren, wobei jedes Isomer ein separates Signal liefert. Die Integrale der beiden
Signale (1.85H und 1.15 H) entsprechen einem Isomerenverhaltnis von 62:38. Eine
eindeutige Zuordnung der Signale zu den jeweiligen E- bzw. Z-Isomeren war auf Grundlage

der vorliegenden Daten nicht méglich.

3 (dd)
7.30
3(8.29, 2.04
F (dd)
7.35
3(8.22, 1.94
C (d) H (dd)
7.54 7.11
3(1.99) 3(1.94, 0.90 5(652)
A | B (@ E (d) G (dd) 1
7.73 | 7.58 7.39 7.15 Jes
3(1.97) 3(1.87) |3(1.86) |I(1.87, 0.86 i

)

68 6.7 6.6 65 64 63 62 61 6.0 29 28 27
f1 (ppm)

s

1.8
NI EE!

N

Abbildung 25: NMR-Spektrum der Verbindung 1w.
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Eine gezielte Trennung der Isomere wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt, da die
Isomerentrennung nicht Gegenstand der Untersuchungen war. Dieses Vorgehen erscheint
vertretbar, da fur strukturell verwandte Wirkstoffe wie Lumefantrin auf eine isolative Trennung
der E/Z-Isomere nicht selten verzichtet wird. Haufig weisen beide Isomeren vergleichbare
physikochemische Eigenschaften auf und die biologische Aktivitdt wird nicht wesentlich

beeinflusst.?%3

Fir die daraufhin geplante Oxidation der Methylfunktionalitdt des Fluorens 1w zum
Aldehyd 2w wurde eine Reihe literaturbekannter oxidativer Bedingungen getestet. Die
Oxidation mit Selen(IV)-oxid zeigte keinen Umsatz, sodass das Fluoren 1w zurlckisoliert
wurde.

Als alternatives Oxidationsreagenz wurde DDQ eingesetzt. Unter den getesteten Bedingungen
konnte jedoch kein Umsatz von 1w mittels HPLC-Chromatographie detektiert werden,

woraufhin das Edukt unverandert wiedergewonnen wurde (Schema 29).

DDQ Cl O SeO,
MeOHH,0  Cl O / 1,4-Dioxan

40°C,16 h Reflux, 24 h
Cl

1w
IBX CAN
DMSO MeOH/ACN
110 °C, 24 h RT, 20 h

0O

Schema 29: Verschiedene Oxidationsversuche zur Darstellung des Aldehyds 2w ausgehend von 1w.

Der Einsatz von IBX als Oxidationsmittel zeigte bei den getesteten Bedingungen keine
Reaktion zum Aldehyd 2w. Stattdessen bildete sich hier das entsprechende Fluorenon 13
(Abbildung 26).212

Auch der Gebrauch von Cer(IV)-ammoniumnitrat fihrte in kirzester Zeit zum Entstehen des
Fluorenons 13. Die Vermutung, dass bei dieser Reaktion das Fluorenon 13 gebildet wird, wird
gestutzt durch die Verlaufskontrolle der Reaktion mittels HPLC-Chromatographie. Bereits nach
zwei Stunden Reaktionszeit lagen neben 77 % des nicht umgesetzten Fluorens 1w 14 % des

Fluorenons 13 vor. Nach weiteren 20 h Reaktionszeit wurden 26 % Fluorenon 13 ( ) sowie
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60 % Edukt 1w ( ) mithilfe der HPLC-Chromatographie nachgewiesen, woraufhin die
Reaktion abgebrochen wurde (Abbildung 26).%13

Re e
111
cl O / .O &
o]
Cl Cl
3

1w 1
00

Abeorbanoe
11,16 4

00

148 1
1136 5
1187 7

12,36 B

[min.]

Abbildung 26: HPLC-Chromatogramm des Oxidationsversuchs der Methyigruppe von 1w mit Ammoniumcernitrat.
= Fluorenon, Fluoren (Edukt).

Insgesamt deutet das Screening zum Umsatz von 1w darauf hin, dass das konjugierte System
unter den getesteten Bedingungen oxidationsempfindlich ist und die 9-Fluorenonbildung als
konkurrierender Pfad zur Oxidation der Methylgruppe bevorzugt stattfindet.

Auch wenn die Bildung des 9-Fluorenons aus dem Fluoren unter oxidativen Bedingungen in
der Literatur nicht beschrieben ist, so wurde diese generelle Reaktivitat durchaus beobachtet.
Amaya et al. beschreiben, dass sich aus 9-Benzyliden-9H-Fluoren-Derivaten unter oxidativen

Bedingungen Fluorenone bilden kénnen.?'*

Da eine direkte Oxidation des Methyls 1w zum Aldehyd 2w unter den getesteten Bedingungen
nicht erfolgreich implementiert werden konnte, wurde eine alternative Strategie zur
Funktionalisierung erprobt. Hierbei sollte Gber eine benzylische Bromierung vom Methyl 1w zu
Verbindung 15 eine anschlieBende nukleophile Substitution erleichtert werden (Schema
30).2"° Es konnte kein Umsatz detektiert werden und das Fluoren 1w wurde unverandert

zuriickgewonnen. Die geplante Folgesequenz konnte nicht durchgefiihrt werden.
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Cl
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Schema 30: Alternative Synthesestrategie zur Darstellung von 3w.

Um bei der Synthese des Lumefantrinbausteins die beobachtete oxidative Empfindlichkeit des
Benzylidenfluorens 1w zu umgehen, wurde die Syntheseroute umgestellt. Bei der
angepassten Synthesestrategie wurde zunachst eine alternative Funktionalisierungsstelle am
Fluorenbaustein LXXVII  betrachtet.  AnschlieRend solite eine  Einfuhrung des
4-Chlorbenzaldehyd-Fragments erfolgen.

Dazu gelang zunachst eine  Friedel-Crafts-Acetylierung unter Einsatz  des
2-Chloracetylchlorid LXXXIV am Fluoren LXXVII in guten Ausbeuten (Schema 31).

LXXVII LXXXIV

Schema 31: Acetylierung zur Darstellung von Fluoren 16.
Eine Reduktion der Carbonylfunktion der Verbindung 16 durch Einsatz von Natriumborhydrid
und die anschlieBende intramolekulare Cyclisierung flhrte in guten Ausbeuten zum

entsprechenden Oxiran 17 (Schema 32).

cl
1) NaBH,

cl MeOH
O 0o 0-5°C,2h
> )
.O 2) K,COs O
cl

RT, 18 h
Cl

62 %
16 17

Schema 32: Cyclisierung nach einer Vorschrift von AFRAXIS INC.216

Die geplante nukleophile Ringéffnung des Oxirans 17 durch Natriumcyanid fUhrte nicht wie
geplant zu Produkt 19. Als Hauptprodukt konnte erneut das entsprechende Fluorenon 18

identifiziert werden (Schema 33).
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cl o) cl Z
NaCN NaCN O
= O 7 Q
DMF/H,0 DMF/H,0
70°C, 18 h Cl 70°c,18h Cl
18 43 % 17 19

Schema 33: Nukleophile Ringéffnung unter Einsatz von Natriumcyanid nach Wyeth LLC zur Darstellung des
Nitrils 18.217

Anstatt das entstandene Fluorenon 18 als Nebenprodukt zu verwerfen, wurde getestet, ob es
als Zwischenprodukt zur weiteren Funktionalisierung eingesetzt werden kann. Somit sollte in
einer Wittig-Reaktion mithilfe von  (4-Chlorbenzyl)triphenylphosphoniumchlorid  das
entsprechende Benzylidenfluoren 3w synthetisiert werden.?'8 Es wurde bei der Reaktion nicht
selektiv das gewlinschte Produkt, sondern ein komplexes Produktgemisch gebildet, das eine

Isolation des Benzylidenfluorens 3w nicht méglich machte (Schema 34).

Cl 4 . ) ) Cl
(4-Chlorbenzyl)triphenylphosphoniumchlorid
t-BuOK
0 = oy )
o THF O 7
Cl Cl

0°C, 2h

18 3w

Schema 34: Kondensation von Nitril 18 mit (4-Chlorbenzyl)triphenylphosphoniumchlorid.218

Das Einfihren der Benzylidenfunktionalitdt ausgehend vom Epoxid 17 lag in der
baseninduzierten Umsetzung mit 4-Chlorbenzaldehyd LXIIl nach Yang et al. Die moderate
Ausbeute (50 %) von 20 I&sst sich durch mdégliche Nebenreaktionen infolge der begrenzten

Stabilitat der Benzylidenstruktur gegenliber Basen erklaren. Durch die Deprotonierung des

Fluorens mit --BuOK als Base entsteht ein resonanzstabilisiertes Carbanion, das wiederum
211

das Aldehyd nukleophil am Carbonylkohlenstoff angreift (Schema 35).

1) -BuOK
40 °C, 30 min

2) 4-Chlorbenzaldehyd
LXi
50°C,3h

50 %

Schema 35: Kondensation des Fluorens 17 mit 4-Chlorbenzaldehyd zum Oxiran 20.211

AnschlieRend konnte das Epoxid 20 mit Natriumcyanid in einer nukleophilen Addition nach
einer Vorschrifft von PFIZER INC. geodffnet werden, sodass das entsprechende

B-Hydroxynitril 3w entstand (Schema 36).2"°
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22 % 3w

Schema 36: Epoxidéffnung von 20 mit Natriumcyanid zum Nitril 3w.219

Die Umsetzung des Nitrils 3w erfolgte mit 4-Fluoranilin in Gegenwart von Trimethylaluminium

analog zu den zuvor synthetisierten 3-HPAs 4 (Schema 37).

3w

1) 4-Fluoranilin
Al(CH3)3
Toluol/THF
60 °C, 16 h
_—
2) HCI/Ether
RT, 5 min

4aw

Schema 37: Umsetzung des Nitrils 3w analog zu der zuvor implementierten Route zum 3-HPA 4w.

Der Reaktionsverlauf wurde mithilfe von HPLC-Chromatographie Uberprift, wobei schon nach

5 h Reaktionszeit das Entstehen des 3-HPAs 4w beobachtet wurde. Nach 16 h wurde die

Reaktion abgebrochen, da kein weiterer Umsatz beobachtet werden konnte.

Durch

LC-MS-Chromatographie konnte das Vorliegen des E/Z-Isomergemischs im Verhaltnis 62 %

zu 38 % nachgewiesen werden (Abbildung 27).

/©/F
*HsN

LX

gef. 112.06 g/mol

4w

[M+H]": 112.06 g/mol, [M+H]": 537.07 g/mol,

gef. 537.07 g/mol

Intens. {
li'l('lﬁ_-! 1

ro-

B
i« T B
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Abbildung 27: LC-MS-Chromatogramm des Reaktionsansatzes zur Darstellung des 3-HPAs 4w.
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Im Verlauf der Synthesesequenz konnten mehrere Schlisselintermediate erfolgreich isoliert
werden. Eine zentrale Herausforderung stellte wahrend der Synthese die ausgepragte
oxidative Empfindlichkeit des Benzylidenfluoren-Systems dar. Verschiedene
Reaktionsbedingungen zur Oxidation der Methylgruppe von 1w zum Aldehyd 2w flihrten zur
Bildung des stabileren 9H-Fluoren-9-on 13 als Nebenprodukt oder zeigten keinen Umsatz des
Edukts 1w, sodass die urspriinglich geplante Synthesesequenz Uber das Aldehyd 2w zum

Nitril 3w nicht weitergefihrt werden konnte.

Zur Umgehung der Synthesesequenz wurde eine alternative Synthesestrategie entwickelt, bei
der das Nitril 3w nicht Gber das Aldehyd 2w, sondern Uber das Epoxid 20 erfolgreich dargestellt

werden konnte.

Die abschlieRende Umsetzung des Nitrils 3w zum 3-HPA 4w wurde analog zu den zuvor von
Knaab et al. beschriebenen Bedingungen unter Einsatz von Trimethylaluminium und
4-Fluoranilin LX durchgefiihrt.'® Die Bildung des Zielprodukts konnte eindeutig mittels
LC-MS-Chromatographie nachgewiesen werden. Trotz der erfolgreichen Umsetzung im
Reaktionsansatz erwies sich die Isolation des Produkts als schwierig. Selbst nach
Umkristallisation aus Acetonitril und chromatographischer Trennung lag die Reinheit des
E/Z-Isomerengemischs bei maximal 57 %, sodass eine vollstdndige strukturelle
Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie nicht moglich war (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Darstellung der zunédchst geplanten Syntheseroute ( ) und der letztendlich
durchgefiihrten Syntheseroute (blau). Das 3-HPA 4w wurde dabei nicht in ausreichender Reinheit isoliert.

Insgesamt konnte somit ein synthetischer Zugang zum angestrebten 3-HPA 4w aufgezeigt
werden. Die prinzipielle Zuganglichkeit des Zielprodukts Uber den gewahlten Syntheseweg ist
gegeben, bedarf jedoch weiterer Optimierung. Insbesondere die Verbesserung der
Synthesesequenz hinsichtlich der Minimierung konkurrierender Reaktionspfade und der
Entwicklung geeigneter Methoden zur Aufreinigung sowie Trennung der E/Z-Isomere stellen

zentrale Ansatzpunkte fir weitere Untersuchungen dar.
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3.3 Synthese des Pyronaridin-basierten 3-Hydroxypropanamidins

3.3.1 Retrosynthese des Pyronaridin-basierten 3-Hydroxypropanamidins

Ein weiteres 3-HPA LXXXV sollte auf einem Pyronaridin-Geriist in Region A basieren

(Abbildung 29).

Region B Region C

Cl F
H OH NH,
| N N NQ )\/k\N/©/
N~ IN\(P\/O\H e
A ? NQ

Pyronaridin (XXX) LXXXV

Abbildung 29: Die Zielstruktur LXXXV, ein auf Pyronaridin XXX als Grundkérper basierendes
3-Hydroxypropanamidin.

Retrosynthetisch Iasst sich die Zielverbindung LXXXV durch eine FGI ausgehend vom
Nitril LXXXVI darstellen. Das Nitril LXXXVI ergibt sich durch eine FGI aus dem
Aldehyd LXXXVII (Schema 38).

LXXXV LXXXVI LXXXVII

Schema 38: Retrosynthetische Analyse des 3-HPAs LXXXV ausgehend vom entsprechenden Aldehyd LXXXVII.

Der Aldehyd LXXXVII lasst sich uber eine FGI aus dem entsprechenden Methylderivat
LXXXVIIl gewinnen. Das Methylderivat LXXXVIII wiederum kann auf das chlorierte
Pyronaridin LXXXIX zuriickgefuhrt werden (Schema 39).

cl cl
ci
FGI N | FGI N |
: ) : )

LXXXVII LXXXVIII LXXXIX

H
(0]
[
Schema 39: Retrosynthetische Analyse des Aufbaus des Aldehyds LXXXVII.

Die weitere Vereinfachung erfolgt Uber einen C-C-Bindungsbruch, sodass LXXXIX auf die
Methoxypyridinaminobenzoesdure ~ XC  zuriickgefihrt werden kann. Uber einen
C-N-Bindungsbruch wird die Carbonsaure XCI und das Anilin XCIlI als moégliches Startmaterial
identifiziert (Schema 40).

131



Cl

O+_-OH O+ _-OH

Cl H

ing c-C VN cN cl NS

N — VT — + |

N “>o” N o7

“~ | N (6]
(|) Cl Cl

LXXXIX XC XCl XcCll

Schema 40: Retrosynthetische Analyse des Aufbaus des Pyronaridin-Bausteins LXXXIX.

3.3.2 Literaturtbersicht zur Darstellung von Pyronaridin

Klassischerweise wird Pyronaridin im industriellen MalRstab nach Zheng et al. dargestellt.
Erstmalig 1979 wird die mehrstufige Synthese ausgehend von 2,4-Dichlorbenzoesaure XCI
und 6-Methoxypyridin-3-amin XCIl in einer Ullmann-Kupplung mit einem anschlieRenden
Ringschluss  durch  Phosphoroxychlorid  zur  Methoxypyridinaminobenzoesaure XC

beschrieben (Schema 41).22°

O OH (@) OH
N HoN K,COs4 H
P [CuO] N
. N" o |
~
1-Pentanol N~ O
Cl Reflux, 12 h Cl
XClI XCli XC
Cl
x Cl
POCI,
N
@
Reflux, 1 h
"0
|
LXXXIX

Schema 41: Synthese des Pyronaridinbausteins LXXXIX nach Zheng et al.220

Ein Nebenprodukt der Synthese st das dreifach chlorierte  Nebenprodukt
2,7,10-Trichlorbenzo[b][1,5]naphthyridin XCIll (Abbildung 30).

Cl

XClil

Abbildung 30: 2,7,10-Trichlorbenzo[b]-1,5-naphthyridin XCHI als Nebenprodukt des Ringschlusses mit POCIs.

Durch die strukturelle Ahnlichkeit mit 7,10-Dichlor-2-methoxybenzo[b]-1,5-naphthyridin
LXXXIX lasst sich das 2,7,10-Trichlor-Analogon XCIII schwer isolieren.?2°
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Li et al. beschreiben flur die Ullmann-Kupplung nach Zheng et al. eine Ausbeute von ca.
63 %.22' Zur Erhdhung der Ausbeute wurde die Ullmann-Kupplung nach Zheng et al. im Jahr
2014 von Lee et al. angepasst, wobei verschiedene Kupferkatalysatoren getestet wurden. Es
zeigte sich, dass ein Einsatz von Kupferiodid statt Kupfer(ll)-oxid zu einer Steigerung der
Ausbeute auf 75 % filhrte.?%2

Auch fir den zweiten Schritt konnte eine um 30 % hdhere Ausbeute erzielt werden, indem
dem Phosphoroxychlorid das Lésungsmittel Ethylendichlorid (EDC) zugegeben wurde. Dabei
bildet sich weniger von dem 2,7,10-Trichlor-Analogon XCIII als unerwiinschtes Nebenprodukt,
sodass zudem die Aufarbeitung erleichtert wird und 73 % des
7,10-Dichlor-2-methoxybenzo[b]-1,5-naphthyridin LXXXIX isoliert werden konnten.?22

Lipshutz et al. entwickelten 2022 ein I6semittelarmes Verfahren, das den Einsatz von
TPGS-750-M, einem wasserldslichen Tensid, vorsieht.??® In wassriger Loésung bildet
TPGS-750-M kugelférmige Mizellen um lipophile organische Moleklle. Dies ermdglicht
metallkatalysierte Kreuzkupplungen, wie beispielsweise die Ullmann-Reaktion, mit Wasser als

Lésungsmittel (Schema 42).2%4

O+ OH K,COs o OHH
cl Hsz [Cul] N
¥ I
N 2 wt% TPGS-750-M/H,0 N o
& 85°C, 12 h &
Xcl Xcli > 09 % XC
cl
Et;N
cl
POCI, | A
N~
Toluol |N
Reflux, 1 h X0
I
87 % LXXXIX

Schema 42: Synthese des Pyronaridinbausteins LXXXIX nach Lipshutz et al.224

3.3.3 Synthese und Diskussion des Pyronaridin-basierten 3-Hydroxypropanamidins

Im Rahmen der Syntheseplanung wurde zunachst eine auf der Literatur beruhende Synthese
des Naphthyridins in Betracht gezogen. Da der entsprechende Heterozyklus LXXXIX jedoch

kommerziell verfugbar war, wurde auf die eigene Darstellung verzichtet.

Die Einfuhrung der Methylgruppe erfolgte Uber eine Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung zunachst
unter den in Tabelle 2 unter Eintrag 1 gegebenen Bedingungen. Dabei wurde Pd(dppf)Cl2 als
Katalysator eingesetzt. Uber den zuvor an anderer Stelle beschriebenen
palladiumkatalysierten Mechanismus (Schema 11) zeigte sich ein geringer Umsatz zum
methylierten Naphthyridin 1x von 16 % (Umsatz gemessen mit HPLC-Chromatographie,

bezogen auf das Rohprodukt vor der Aufarbeitung) bei einer Reaktionszeit von 16 h.
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Daher wurden systematische Optimierungsversuche durchgefiihrt, bei denen schrittweise
einzelne Reaktionsparameter variiert wurden und der Umsatz zum Rohprodukt mittels
HPLC-Chromatographie Uberprift wurde. Der teilweise geringe Umsatz zum methylierten
Naphthyridin 1x ist dabei Uberwiegend auf einen unvollstdndigen Umsatz des Edukts LXXXIX

zurtickzufiihren. Es wurde keine ausgepragte Bildung von Nebenprodukten beobachtet.

Aufgrund der schlechten Léslichkeit des Naphthyridins LXXXIX in Toluol wurde zunachst das
Lésungsmittel auf ein THF/H20-Gemisch umgestellt. Zusatzlich erfolgte ein Wechsel der Base
von Kaliumcarbonat zu Trikaliumphosphat. Bei einer Reaktionszeit von 16 h flhrte dies zu
einem Eduktumsatz von 10 % (Eintrag 2). Eine Verlangerung der Reaktionszeit (Eintrage 3-6)
resultierte jedoch in einer kontinuierlichen Steigerung des Umsatzes zum Zielprodukt 1x (bis
auf 80 % nach 64 h).

Der Einsatz von Trimethylboroxin (TMB) statt Methylboronsaure (Eintrag 7) fihrte zu einem
Umsatz von 45 % und somit zu einem stark gesteigerten Eduktumsatz verglichen mit den
Standardbedingungen in Eintrag 1.

Ein Austausch des Katalysators zu Pd-PEPPSI-IPr unter Verwendung von 1,4-Dioxan als
Lésungsmittel fihrte nach 16 h zu einem gegenlber den Standardbedingungen in Eintrag 1

gesteigerten Umsatz von 52 % (Eintrag 8).

Sowohl eine Verlangerung der Reaktionszeit (Eintrage 3-6) als auch die Variation entweder
des Boronsaurederivats (Eintrag 7) oder des Katalysators (Eintrag 8) flUhren zu einer
verbesserten Bildung des Zielprodukts, ohne dass ein einzelner Parameter eindeutig als

optimal identifiziert werden kann.

Fur die weiteren Synthesen wurde aus 6konomischen Griinden das Reaktionssystem aus den
Eintragen 2-6 gewahlt. Zwar fihrten sowohl die Verwendung von TMB anstelle von
Methylboronsdure (Eintrag 7) als auch der Einsatz von Pd-PEPPSI-IPr anstelle von
Pd(dppf)CI, (Eintrag 8) bei gleicher Reaktionszeit zu héheren Umsatzen, jedoch wurden die
glnstigeren Standardbedingungen aufgrund der geringeren Kosten der eingesetzten
Reagenzien und Katalysatoren bevorzugt. Die damit verldngerte Reaktionszeit von bis zu 64 h
wurde dabei in Kauf genommen, ist jedoch beziglich der zeitlichen Effizienz als nachteilig
einzustufen. Auch fir die in Eintrag 7 und 8 beschriebenen Bedingungen ist davon
auszugehen, dass eine Verlangerung der Reaktionszeit zu einer weiteren Steigerung des
Produktanteils fihren kann. Entsprechende Untersuchungen wurden jedoch aus zeitlichen

Grinden nicht vorgenommen. (Tabelle 2).

134



Tabelle 2: Optimierungsversuche der Suzuki-Miyaura-Kupplung ausgehend von LXXXIX zur Darstellung von 1x.

A,B,C
D
Reflux, E
LXXXIX 1x
Relativer
Produktanteil
Boronsaure | Katalysator Base | Losungsmittel | Zeit (h) (%)
Eintrag
1x
in der HPLC
1 MeB(OH)2 | Pd(dppf)Clz | K2COs Toluol 16 16
2 MeB(OH)2 | Pd(dppf)Cl2 K3POq4 THF/H20 16 10
3 MeB(OH)2 | Pd(dppf)Cl2 K3POq4 THF/H20 20 38
4 MeB(OH)2 | Pd(dppf)Cl2 K3sPOq4 THF/H20 26 46
5 MeB(OH)2 | Pd(dppf)Cl2 K3POg4 THF/H20 40 64
6 MeB(OH)2 | Pd(dppf)Cl2 K3POg4 THF/H20 64 80
7 TMB Pd(dppf)Cl2 K3POq4 THF/H20 16 45
Pd-PEPPSI-
8 MeB(OH)2 P K2COs3 1,4-Dioxan 16 52
r

Die selektive Oxidation der Methylgruppe des Naphthyridins 1x lief mit Selen(IV)-oxid in 24 h

193

ab und fihrte zum entsprechenden Aldehyd 2x (Schema 43). Im Verlauf der

Methodenoptimierung wurden Ausbeuten zwischen 29 % und 94 % erzielt.
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Cl

l 8902
Na —
IN 1,4-Dioxan
S o Reflux, 24 h
|
1x 29-94 % 2x

Schema 43: Oxidation mit Selen(IV)-oxid zu 2x.

Zur Umsetzung des Aldehyds 2x zum Nitril 3x wurden verschiedene Reaktionsbedingungen
erprobt. Die Umsetzung nach Standardbedingungen mit n-BuLi (a) beziehungsweise mit
Lithiumdiisopropylamid (LDA, c) als Base flhrte zwar jeweils zur Bildung des gewlinschten
Nitrils 3x, jedoch auch zur Entstehung eines komplexen Produktgemischs, sodass 3x nicht in
ausreichender Reinheit isoliert werden konnte.'®22% Ein ahnliches Verhalten zeigte sich beim
Einsetzen von Trimethylsilylacetonitrii in einer Carben-katalysierten Reaktion (b) nach

Fan et al.?°° Auch hier war eine zufriedenstellende Isolierung des Nitrils 3x nicht méglich.

Schliellich gelang die Umwandlung zum Nitril 3x unter Einsatz des Katalysators
[Rh(OMe)(1,5-cod)] und unter Verwendung von Tricyclohexylphosphan als Ligand in
katalytischen Mengen in Anlehnung an eine Vorschrift von Goto et al. (d).?2° Das Nitril 3x

konnte in maRigen Ausbeuten isoliert werden (Schema 44).
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a

1) ACN; n-BulLi

THF
-78°C,1h
2) 1.00 Ag. 2x
THF
3x 0.5h, RT 3x
nicht in ausreichender b
Reinheit isoliert
1) TMSAN, IPr
DMF
0°C->RT, 40 h
2) 1 M HCI, MeOH
c RT, 30 min
1) LDA, ACN H nicht in ausreichender
THF Reinheit isoliert
-78°C,1h
2) 2x (0]
THF !
-78 °C, 90 min
2x
nicht in ausreichender
Reinheit isoliert d
1) P(Cy)s,
[Rh(OMe)(1,5-cod)],
Toluol
RT, 30 min
2) ACN, 2x
DMSO
RT, 5h
17-83 %
3x 3x

Schema 44: Rhodium-katalysierte Reaktion von Aldehyd 2x zum Nitril 3x.

Nach Knaab et al. sollte das 3-HPA 4x in einer Trimethylaluminium-vermittelten Synthese
unter Einfihrung von 4-Fluoranilin synthetisiert werden.'® Obwohl das Entstehen des
Pyronaridin-Endprodukts 4x analytisch bestatigt wurde, kann keine Ausbeute angegeben

werden, da eine erfolgreiche Abtrennung von Nebenprodukten nicht méglich war (Schema 45).

4-Fluoranilin
2 M Al(CH3)3

Toluol/THF
60 °C, 16 h

3x 4x
Schema 45: Umsetzung des Nitrils 3x mit 4-Fluoranilin zum 3-HPA 4x.

Die ersten finf Schritte der Pyronaridinsynthese verliefen reproduzierbar und ergaben mafige

bis hervorragende Ausbeuten zwischen 42 und 94 %. Die Synthese des 3-HPAs 4x im letzten
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Schritt stellte den kritischen Punkt in der Synthese dar. Analytisch ist die Bildung des

gewlnschten Endprodukts 4x aus massenspektrometrischer Sicht plausibel.
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In der LC-MS-Analyse des zuvor via Saulenchromatographie aufgearbeiteten 3-HPAs 4x
wurde ein Signal bei 425.11 g/mol [M+H"] gefunden, das sich dem gewiinschten 3-HPA 4x
zuordnen lasst sowie eine Masse von 213.06 g/mol, die auf das zweifach protonierte 4x
[M+2H*] zurlickgeht. Zusatzlich wurde ein weiteres Signalpaar bei 504.14 (M+H*) und
252.57 g/mol (M+2H") beobachtet, was auf die Bildung eines hoéhermolekularen
Nebenprodukts XCIV hinweist. Die Massendifferenz im Vergleich zur Zielverbindung
(+79 g/mol) deutet neben der Bildung des Amidins auf eine Addition von 4-Fluoranilin LX an
den Heterozyklus hin. Produkt- sowie Nebenproduktpeak weisen das fir chlorierte
Verbindungen typische Isotopenmuster auf. Der Einsatz von Trimethylaluminium als

Lewis-Saure kdnnte eine Substitution am Heterozyklus beglinstigt haben (Abbildung 31).

4x XCIV
[M+H]" ber.: 425.12 g/mol [M+H]* ber.: 504.14 g/mol
[M+2H]?* ber.: 213.06 g/mol [M+2H]?* ber.: 252.57 g/mol
gef. 213.06 g/mol, 425.11 g/mol gef. 252.57 g/mol, 504.14 g/mol
Inleinnif +MS, 2.7min #322]
20 4215:11
1,5i
1.0
05| :1?% 1+
122.10 15896 27304 i52.34 |
IPQ% e == B i ) +MS5, 3. 1min #374
1.25] .
! ES; 57
1004
0.751
0501
0251 1+ 5031._14
i : 353.07 i el e e
W o T 300 400 ' 500 miz

Abbildung 31: Auswertung der LCMS des Pyronaridin-basierten 3-HPAs 4x.

Die weiterfiihrende Analyse des isolierten Produktpeaks im Rahmen von 'H- und

13C-NMR-Spektroskopie zeigte, dass die Verbindung nicht vollstédndig von Nebenprodukten
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getrennt werden konnte. Neben den erwarteten Signalen der Zielverbindung liegen weitere

Signale vor, die auf Nebenprodukte hinweisen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmen der Synthese des Pyronaridin-basierten
3-HPA 4x initiale Optimierungsstrategien durchgefiuhrt wurden, sodass eine reproduzierbare
Synthesesequenz zur Darstellung des Nitrils 3x etabliert werden konnte. Die Bildung des
3-HPA 4x konnte analytisch im Rahmen einer LC-MS-Chromatographie nachgewiesen
werden, jedoch stellte die Abtrennung der Zielverbindung vom strukturell ahnlichen,
hdéhermolekularen Nebenprodukt XCIV eine wesentliche Herausforderung dar. Zur weiteren
Klarung und Verbesserung der Aufreinigung wurden die Arbeiten im Rahmen der Masterarbeit
von Antonia Goerke fortgeflhrt. Es wurden verschiedene chromatographische Methoden, wie
beispielsweise = Normalphasenchromatographien mit Kieselsdure sowie AIOx als
Saulenmaterial sowie eine Umkehrphasenchromatographie  und unterschiedliche
Lésungsmittelzusammensetzungen getestet. Trotz dieser Optimierungsversuche gelang keine

zufriedenstellende Trennung der Zielverbindung von dem héhermolekularen Nebenprodukt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde somit ein prinzipiell méglicher Syntheseweg zum 3-HPA 4x
etabliert. Die effiziente Isolierung des 3-HPA wird dagegen zukinftigen Arbeiten vorbehalten
sein (Schema 46).

MeB(OH),
Pd(dppf)Cl, Se0,
_— _—
K3POy,, 1,4-Dioxan
THF/H,0 Reflux, 24 h
Reflux, 40 h
LXXXIX 33-80 % 1x 2x
29-94 %
1) P(Cy)s
[Rh(OMe)(1,5-cod)], Cl
Toluol 4-Fluoranilin
RT, 30 min 2 M AI(CH3)3
_—
2) ACN Toluol/THF
2x 60 °C, 16 h
DMSO
RT, 5h
17-83 % 3x 4x

Schema 46: Zusammenfassung der initial optimierten Synthesesequenz zur Darstellung des 3-HPAs 4x.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Nach wie vor stellen Malaria-Infektionen trotz Praventions- und Behandlungsstrategien ein
erhebliches, globales Gesundheitsrisiko dar. Sie fuhren jahrlich bei Uber 600.000 Menschen
zum Tod.* Eine zunehmende Resistenzentwicklung =zeigt die Notwendigkeit neuer

Wirkstoffklassen mit einer verbesserten Resistenzbarriere.'?’

Ziel dieser Arbeit war die strukturelle Weiterentwicklung der Leitstruktur XXVII durch gezielte
Modifikation von zwei Bereichen, dem lipophilen Phenanthrengerist in sowie der
Benzamidin-Struktur in Region C (Abbildung 32). Durch diese strukturellen Veranderungen
sollten Einflisse von Heteroatomen, Polaritdt, Substitutionsmustern und den damit
einhergehenden induktiven sowie mesomeren Effekten auf die antiplasmodiale Aktivitat und
die pharmakokinetischen Eigenschaften systematisch untersucht werden.

Region B Region C

ey

N
H

XXVII

Region A — Region C

Modifikation des Phenanthrengrundgeriists Modifikation des Arylsubstituenten

Abbildung 32: Uberblick (iber die in dieser Arbeit modifizierten Regionen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunachst fiinf azabasierte 3-HPAs synthetisiert, bei denen
das Phenanthrengeriist von XXVII durch tricyclische Heteroaromaten (Phenanthrolin- und
Phenanthridin-Derivate) ersetzt wurde. Ziel dieser Modifikation war eine verringerte Lipophilie
des Phenanthrengerists durch Einfiihrung zusatzlicher Stickstoffatome. Die daraufhin erhéhte
Polaritat fuhrte jedoch zu einer Abnahme der antiplasmodialen Aktivitat. Dies verdeutlicht die
zentrale Bedeutung des lipophilen Phenanthrensystems fir die Wirksamkeit dieser
Substanzklasse (Abbildung 33).
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Region B Region C

joven

N
H

XXvii

4a 4b 4c 4d de

Abbildung 33: Zusammenfassung der Variationen der Leitstruktur XXVII in Region A.

Darliber hinaus wurden 22 phenanthrenbasierte 3-HPAs mit strukturellen Variationen in

synthetisiert. Dabei wurden unterschiedliche Substitutionsgrade sowie
Substitutionsmuster am Phenylring dargestellt und verschiedene Halogenierungsmuster
eingefihrt. Im Rahmen der Variation von zeigen die Ergebnisse, dass besonders
elektronenziehende Substituenten die antiplasmodiale Aktivitat verbesserten. Der Austausch
der Aromaten gegen aliphatische Substituenten hingegen filhrte zu einem Aktivitatsverlust
(Tabelle 3).
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Tabelle 3: Zusammenfassung der Variationen in Region C.

Region A Region B Region C Region A Region B Region C
HCI HCl
F OH NH F OH
Coew Ccoc
H
T T a
CFs CFs3
R= R =
F NH
QX e a8
o OO !
7a 7b 7c 7d Tt
NH
Br Br L
a, A LI
Pid - P -7 F F
F i 0 _
7e 7f 79 7h 7u
F F
_ @ H/Nk
F » N
7i 7j 7k ™v
F F F
9 F
N O
0 <
.- . N-
71 7m 7n
N F .
e \Q\F <
70 p 79
F
D//F JZ]
Tr 7s

Mehrere Derivate, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden, zeigten eine hohe
in vitro-Aktivitat im niedrigen nanomolaren Bereich. Einige Derivate zeigten zudem eine hohe
antiplasmodiale Wirksamkeit im in vivo-Mausmodell. Besonders hervorzuheben ist die
Verbindung 7d, die im Rahmen dieser Arbeit als ein vielversprechender Vertreter der 3-HPA
identifiziert werden konnte. Das 3-HPA 7d zeigte sowohl gegen sensitive als auch

multiresistente  P. falciparum-Stamme eine hohe antiplasmodiale in vitro-Aktivitdt im
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einstelligen nanomolaren Bereich (Pf3D7 1C50+SD [nM]: 6.1 + 2.6, PDd2 |C50+SD [nM]: 6.4 +
4.2) sowie eine sehr gute Wirksamkeit im in vivo-Mausmodell (P. berghei, bei 30 mg/kg 99.6 %
Aktivitdt, 30 MSD). Zudem demonstrierte 7d eine geringe Zytotoxizitdt gegeniber HepG2-
Zellen bei gleichzeitig hoher antiplasmodialer Aktivitat (SI HEPG2/Pf3D7 = 1590) und
eliminierte im Parasite Reduction Ratio (PRR)-Assay P. falciparum innerhalb von 72 h. Damit
zeigte 7d eine schnellere Parasitenelimination als Chloroquin und Atovaquon, jedoch eine
geringere Eliminationsgeschwindigkeit als Artesunat und die Leitstruktur XXVII (Abbildung
34).201

OH NH /@/Br
SN

N
H

7d

Abbildung 34: Das im Hinblick auf die antiplasmodiale Aktivitdt und das Resistenzprofil vielversprechendste
3-HPA 7d, das in dieser Arbeit synthetisiert wurde.

Im Gegensatz dazu flhrte die Einfihrung von Stickstoffatomen in zu einer Reduktion
der in vitro-Aktivitdt. Das Phenanthridin-Derivat 4c mit einer in vitro-Aktivitdt von
IC50 = 19.5 £ 0.6 nM (Pf3D7 ICs50xSD [nM]) stellt zwar eine der potentesten Verbindungen
innerhalb der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Aza-basierten 3-HPAs dar, bleibt jedoch
hinter den phenanthrenbasierten Derivaten. Der Trend des Aktivitatsverlusts mit steigender
Polaritat wird besonders deutlich beim Vergleich mit dem 3-HPA 7d, das eine deutlich héhere
Aktivitat (Pf3D7 ICs0xSD [nM]: 6.1 £ 2.6) aufweist, wahrend das Phenanthrolin-Derivat 4a
lediglich eine in vitro-Aktivitat von ICs, = 3195 £ 825 nM (Pf3D7 1C50+SD [nM]) zeigt. Diese
Ergebnisse verdeutlichen den starken Aktivitatsverlust mit steigender Polaritat. Es ist deshalb

zu vermuten, dass ein lipophiles, aromatisches System in zentrale Bedeutung hat.

Darlber hinaus erfolgten im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen zum Wirkmechanismus
durch die Arbeitsgruppe von De Villiers. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass 3-HPAs die
Bildung von B-Hamatin inhibieren und auf diese Weise in den Ham-Detoxifizierungsprozess
des Parasiten eingreifen. Wird der Wirkmechanismus etablierter Wirkstoffe wie Lumefantrin
betrachtet, ist diese These konsistent.

Wird 7d mit der Leitstruktur XXVII verglichen, so zeigt 7d eine vergleichbare antiplasmodiale
Potenz bei geringerer Affinitdt im hERG-Ligandenbindungsassay und daher ein potenziell
verbessertes Sicherheitsprofil.

Die Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung einer p-substituierten Benzamidin-Struktur fir

die antiplasmodiale Aktivitat durch die vermutete Inhibition der 8-Hamatin-Bildung.
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Neben der Analyse von Struktur-Aktivitatsbeziehungen  wurden zudem initiale
Synthesestrategien zur Darstellung von Lumefantrin- sowie Pyronaridin-basierten
3-HPA-Derivaten durchgefihrt. Auch wenn sich die Isolation der finalen Endprodukte in diesen
beiden Projekten als der limitierende Faktor erwies, konnten wertvolle Einblicke in synthetische
Limitationen, chemische Instabilititen und konkurrierende Nebenreaktionen gewonnen

werden.

Seit der Isolierung von Chinin durch Pelletier und Caventou im Jahr 1820 spielen
Arylaminoalkohole eine grofRe Rolle bei der Behandlung von Malaria.’® Mit Lumefantrin stellt
diese Wirkstoffklasse bis heute einen zentralen Bestandteil artemisininbasierter

Kombinationstherapien  dar.*

Neben der fortschreitenden Ausbreitung resistenter
Plasmodium-Stamme erschweren auch kardiotoxische Nebenwirkungen einzelner Vertreter
der Arylaminoalkohole, insbesondere infolge einer Hemmung des hERG-Kaliumkanals und
der daraus resultierenden QT-Verlangerung, die Entwicklung neuer Wirkstoffe dieser
Substanzklasse. 2770 Daraus ergibt sich weiterhin ein Bedarf an der weiteren strukturellen
Optimierung dieser Wirkstoffklasse. Insgesamt liefern die in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse hinsichtlich der Struktur-Aktivitatsbeziehungen sowie der synthetischen
Herausforderungen dieser Wirkstoffklasse einen wichtigen Erkenntnisgewinn. Sie bilden die
Grundlage fir weiterfiihrende Optimierungs- und Synthesestrategien zu Arylaminoalkoholen

mit verbessertem Wirksamkeits- und Sicherheitsprofil.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Angaben zu allgemeinen Versuchsbedingungen und Analytik

Alle Lésungsmittel wurden in analytischer Qualitat ohne weitere Trocknung eingesetzt. Alle
kommerziell erhaltlichen Chemikalien wurden von den Firmen Acros, Merck, Maybridge, Alfa
Aesar, Grissing, VWR, Appli Chem, Fluorochem, Macherey-Nagel, BLDpharm, TCI, abcr

sowie Roth erworben und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Bei der Durchfiihrung der Dunnschichtchromatographie kamen kieselgelbeschichtete
Aluminiumfolien (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254, MACHEREY-NAGEL) zum Einsatz. Bei der
Durchfihrung der Umkehrphasen-Dinnschichtchromatographie kamen Aluminiumfolien
(ALUGRAM® RP-18 W/UV2s4, MACHEREY-NAGEL, Diiren) zum Einsatz. Zur Detektion wurde
entweder UV-Licht (A = 254 nm) eingesetzt oder es wurde Kaliumpermanganat-Lésung zum
Anfarben verwendet. Die Elution erfolgte mit LO&sungsmittelgemischen aus n-Hexan,
Cyclohexan, Ethylacetat, Dichlormethan und Methanol oder Acetonitril und Wasser
unterschiedlicher Zusammensetzungen mit oder ohne Zusatz von Triethylamin, Essigsaure

oder Ameisensaure. Die Losungsmittelgemische sind jeweils angegeben.

Die Flash-Chromatographie wurde auf der Biichi Pure C-810 und der CombiFlash® 200
(Teledyne Isco) mit vorgepackten RediSep® Normalphase (NP) oder RediSep® Rf C-18
Umkehrphase (RP) Kartuschen (Teledyne Isco) durchgefihrt. Im Fall der
Normalphasenchromatographie wurden als Eluationsmittel Cyclohexan und Ethylacetat oder
Dichlormethan und Methanol verwendet. Bei der Umkehrphasenchromatographie wurde
Acetonitril (Fisher Scientific) und deionisiertes Wasser mit oder ohne Zusatz von 0,1% TFA
verwendet. Zur Vorbereitung der Rohprodukte wurde Kieselgel M60 (mesh 230-240),

Macherey-Nagel, Duren, verwendet.

"H- und ¥C-NMR-Spektren wurden auf Avance DRX 500, AV Il 600 oder AV Il 300 Geraten
der Firma Bruker aufgenommen, wobei die chemische Verschiebung in ppm angegeben ist
und immer das verwendete Losungsmittel als Standard diente. Eingesetzt wurden Chloroform
(CDCls, 61 7.26, 6c 77.16), Methanol-ds (CD;OD, 644.87, 6c 49.00) und Dimethylsulfoxid
(DMSO-dg, 6y 2.50, 6¢ 39.52). Die Signalmultiplizitdten wurden mit s (Singulett), d (Dublett), t
(Triplett), q (Quartett), dd (Dublett eines Dubletts), dt (Dublett eines Tripletts), qd (Quartett
eines Dubletts) und m (Multiplett) abgekurzt.

Schmelzpunkte wurden mit dem Gerat ,Melting Point B-565“ der Firma Blichi und der ,Melting
Point apparatus SMP 10 der Firma Stuart bestimmt.
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Massenspektren wurden in der Massenspektrometrischen Abteilung der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf aufgenommen. Gemessen wurden sie auf dem Gerat
Varian MAT 311 A. Die Messung der hochaufgelosten Massenspektren erfolgte am Bruker
Daltonics UHR-QTOF maxis 4 G. Angegeben sind alle Peaks > 10 % des Basispeaks, der
Molekullpeak und eventuell charakteristische Fragmentpeaks mit einer Intensitdt < 10 %.
HPLC-Messungen erfolgten mit einer AzuraP 6.1L Pumpe, einem Optimas 800 Autosampler,
einem K-2600 Photometer und einer Umkehrphasensaule (Knauer; Seriennummer: FK36). Die
Probenvorbereitung erfolgte durch Lésen von 1 mg Analyten in 1 mL Acetonitril oder Methanol.
Als mobile Phase A wurde Wasser flr die Gradienten-HPLC mit (Methode 1) oder ohne
(Methode 2) Zusatz von 0,1 % TFA und als mobile Phase B Acetonitril fir die Gradienten HPLC
mit oder ohne Zusatz von 0,1% TFA verwendet. Die Laufzeit betrug 30 min bei einer Flussrate

von 1 mL/min. Die Analyten wurden bei 254 nm detektiert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Gradient-Verlaufstabelle fiir die Analyse mittels HPLC.

Zeitintervall [min.] | Mobile Phase A [%] | Mobile Phase B [%]
0-05 90 10

0,5-20 90 -0 10 — 100

20 - 30 0 100

Die synthetisierten Verbindungen wurden mindestens 24 h an einer HV-Linie mit einer
HV-Pumpe (RV3; Edwards) getrocknet.
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5.2 Synthese des Lumefantrinderivats 7w

5.2.1 Synthese von 5-Chlor-2-iod-3-methylbenzoesaure 8

0O~ OH

8
CsHeClIO2
[295.9101 g/mol]

8 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Guilbault et al. hergestellt.2%°

Unter Eisbadkihlung wurde 5-Chlor-3-methylanthranilsdure LXVIII (985 mg, 5.29 mmol,
1.00 Aq.) in HCI (37 %, 4.01 mL, 24.9 Aq.) suspendiert und fir 15 min bei 0 °C geriihrt.
Natriumnitrit (476 mg, 6.89 mmol, 1.30 Aq.) wurde in Wasser (1.00 mL) gelést und tiber 10 min
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde weitere 90 min bei 0 °C gerthrt. Anschlieiend wurde
Kaliumiodid (4.39 g, 26.4 mmol, 5.00 Aq.) in Wasser (5.00 mL) gelést und (iber 20 min
zugetropft. Danach wurde weitere 24 h bei RT gerihrt. Wasser wurde zugegeben (10 mL) und
mit Ethylacetat (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
Na2S203-Lésung (3 x 20 mL), gesattigter Natriumchlorid-Lésung (3 x 20 mL) und Wasser (3
x 20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das

Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 91 % (1.43 g, 4.82 mmol), gelber Feststoff.

HPLC: 12.123 min.; 97 %.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 13.53 (s, 1H), 7.55 (dd, J = 2.5, 0.8 Hz, 1H), 7.39 (dd,
J=2.5,0.7 Hz, 1H), 2.43 (s, 3H).
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5.2.2 Synthese von Methyl-5-chlor-2-iod-3-methylester 10

0~ ©

10
CoHsClIO2
[309.9258 g/mol]

5-Chlor-2-iod-3-methylbenzoeséure 8 (889 mg, 3.00 mmol. 1.00 Aq.) wurde in Methanol
(9.00 mL, 222 mmol, 74.1 Aq.) geldst. Die entstandene Losung wurde mit drei Tropfen
Schwefelsdure (98 %) versetzt und fir 24 h bei 70 °C gerthrt. AnschlieRend wurde das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat (10 mL)
aufgenommen und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (3 x 20 mL) gewaschen.
Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 65 % (607 mg, 1.95 mmol), gelbes Ol.

HPLC: 15.460 min.; 98 %.

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 5 7.38 (dg, J = 2.5, 0.6 Hz, 1H), 7.32 (dq, J = 2.5, 0.7 Hz, 1H),
3.93 (s, 3H), 2.49 (t, J = 0.7 Hz, 3H).
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5.2.3 Synthese von Methyl-4.4'-dichlor-6-methyl-[1.1'-biphenyl]-2-carboxylat 11

11
C15H12CI202
[294.0214 g/mol]

11 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Degli Innocenti et al. hergestellt.2°

Unter Argonatmosphare wurden Methyl-5-chlor-2-iod-3-methylester 10 (233 mg, 0.75 mmol,
1.00 Aq.), 4-Chlorphenylboronséure LVIlb (129 mg, 0.83 mmol, 1.1 Aq.) und Kaliumcarbonat
(207 mg, 1.50 mmol, 2.00 Aq.) vorgelegt und in 1,4-Dioxan (1.50 mL) gel6st. In die
entstandene Lésung wurde far 5 min Argon eingeleitet, ehe
[1,1-Bis(diphenylphosphin)ferrocen]dichlorpalladium(ll)  (565.0 mg, 0.08 mmol, 10.0 mol%)
zugegeben wurde. Das entstandene Reaktionsgemisch wurde fir 16 h bei 110 °C gerthrt.
AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch (ber Celite® filtriert und das Filtrat mit Ethylacetat
(5 mL) gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und die
saulenchromatographische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus

Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 86 % (190 mg, 0.64 mmol), gelbes Ol.

HPLC: 17.335 min.; 95 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 7.71 (dd, J = 2.3, 0.6 Hz, 1H), 7.42 - 7.39 (m, 2H), 7.39 - 7.36
(m, 1H), 7.10 - 7.04 (m, 2H), 3.60 (s, 3H), 2.06 (t, J = 0.7 Hz, 3H).

3C-NMR (151 MHz, CDCIl3): 6 167.20, 139.49, 139.44, 137.78, 133.38, 133.33, 133.13,
132.71, 130.07, 128.52, 127.36, 52.30, 20.79.

MS-ESI (ESI*) ber.. Cis5H12Cl202[M+H] 295.03 (100 %), 297.03 (64.4 %), 296.03
(16.3 %); gef.: 295.03, 296.03, 297.03.
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5.2.4 Synthese von 4.,4'-Dichlor-6-methyl-[1,1'-biphenyl]-2-carboxylsaure 9

(6] OH Cl

9
C14H10CI202
[280.0058 g/mol]

Methyl-4,4'-dichlor-6-methyl-[1,1"-biphenyl]-2-carboxylat 11 (688 mg, 2.33 mmol, 1.00 Aq.),
und Lithiumhydroxid-Monohydrat (293 mg, 6.99 mmol, 3.00 Aq.) wurden in THF (4.90 mL),
Methanol (1.20 mL) und Wasser (1.20 mL) gelést und 16 h bei RT gerihrt. Das Lésungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rilckstand wurde in Ethylacetat
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit HCI (1 M, 3 x 30 mL) gewaschen und mit

Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 100 % (657 mg, 2.34 mmol), weilRer Feststoff.

HPLC: 14.415 min.; 99 %.

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 6 9.22 (d, J=2.3Hz, 1H), 9.03 (dd, J=2.3, 0.8 Hz, 1H),
8.99 - 8.91 (m, 2H), 8.71 - 8.64 (m, 2H), 3.63 (d, J = 0.7 Hz, 3H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): & 169.98, 140.87, 140.45, 139.29, 135.25, 134.25, 134.14,
133.56, 131.56, 129.26, 127.82, 20.68.

MS-ESI  (ESI') ber.: C14H10Cl202[M-H] 279.00 (100 %), 281.00 (65.5 %), 280.00
(15.3 %); gef.: 279.05, 280.05, 281.05.
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5.2.5 Synthese von 2,7-Dichlor-4-methyl-9H-fluoren-9-on 13

X

C14HsCI20
[261.9952 g/mol]

12 wurde angelehnt an eine Vorschrift nach Muthuppalaniappan et al. hergestellt und ohne
Aufreinigung wieder eingesetzt.?%® 13 wurde daraufhin angelehnt an eine Vorschrift nach
Cetinkaya et al hergestell.2%°

Unter Stickstoffatmosphare wurde 4,4'-Dichlor-6-methyl-[1,1"-biphenyl]-2-carboxylsdure 11
(500 mg, 1.78 mmol, 1.00 Aq.), in trockenem Dichlormethan (5.00 mL) gelést und im Eisbad
auf 0 °C gekihlt. Oxalylchlorid (0.18 mL, 2.13 mmol, 1.20 Aq.) wurde zugegeben. Der
Reaktionsfortschritt wurde engmaschig mittels DC-Kontrolle verfolgt. Nach drei Stunden zeigte
die DC-Kontrolle einen vollstdndigen Umsatz. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt. Das entstandene 4,4'-Dichlor-6-methyl-[1,1"-biphenyl]-2-carbonylchlorid 12
wurde ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt. Unter Stickstoffatmosphare wurde zum
entstandenen 4,4'-Dichlor-6-methyl-[1,1'-biphenyl]-2-carbonylchlorid 12 trockenes
Dichlormethan (24.3 mL) zugegeben. Unter Eisbadkihlung wurde Aluminiumchlorid (422 mg,
3.17 mmol, 1.90 Aq.) Uber einen Zeitraum von 15 min zugegeben. Es wurde 1 h bei 0 °C
gerihrt, bevor weitere 16 h bei RT gerthrt wurde. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
gesattigter Natriumcarbonat-Lésung (15 mL) abgebrochen. Es wurde 5 min bei RT gerihrt.
AnschlieBend wurde die organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase mit
Dichlormethan (1 x 20 mL) extrahiert. Die Trocknung der vereinten organischen Phasen
erfolgte mithilfe von Natriumsulfat. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und die saulenchromatographische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem

Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 97 % (427 mg, 1.62 mmol), gelber Feststoff.

HPLC: 18.456 min.; 100 %.

'"H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 7.60 (d, J =2.0 Hz, 1H), 7.50 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.44 (dd,
J=28.2, 1.9 Hz, 2H), 7.25 (dd, J = 2.0, 0.8 Hz, 1H), 2.53 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): & 191.59, 142.78, 139.92, 136.89, 135.91, 135.86, 135.27, 134.99,
134.96, 134.48, 125.01, 124.31, 122.61, 20.16.
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5.2.6 Synthese von 2,7-Dichlor-4-methyl-9H-fluoren 14

e

Cl
14
C14H10Cl2
[248.0160 g/mol]

14 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Hicks et al. hergestellt.2"°

Unter Stickstoffatmosphare wurde lod (98.0 mg, 0.39 mmol, 33.0 mol%) in Essigsaure
(4.82 mL) gel6st. Hypophosphorsaure (0.19 mL, 1.76 mmol, 1.52 Aq.) wurde zugegeben und
das Reaktionsgemisch wurde auf 120 °C erhitzt. 2,7-Dichlor-4-methyl-9H-fluoren-9-on 13
(305 mg, 1.16 mmol, 1.00 Aqg.) wurde in Essigsaure (1.54 mL) gel6st und langsam zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei 120 °C gerthrt, bevor Wasser (10 mL) zugegeben
wurde. Die wassrige Phase wurde mit Cyclohexan (3 x20 mL) extrahiert und das

Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 67 % (193 mg, 0.78 mmol), weiler Feststoff.

HPLC: 18.149 min.; 99 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): 67.77 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.52 (dt, J = 2.3, 1.2 Hz, 1H), 7.40 - 7.34
(m, 2H), 7.16 (dq, J= 1.7, 0.8 Hz, 1H), 3.86 (s, 2H), 2.66 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 5 145.28, 145.12, 145.08, 140.38, 137.60, 134.40, 132.38, 129.29,
127.23, 125.37, 123.80, 122.83, 36.94, 20.89.
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5.2.7 Synthese von (Z)-2,7-dichlor-9-(4-chlorobenzyliden)-4-methyl-9H-fluoren 1w

CI
CI/

C21H13Cl3
[370.0083 g/mol]

Cl

1w wurde angelehnt an eine Vorschrift von Yang et al. hergestelit.?"’

2,7-Dichlor-4-methyl-9H-fluoren 14 (187 mg, 0.75 mmol, 1.00 Ag.) wurde in tert-Butanol
(15.0 mL) gelést. Kalium-tert-Butoxid (250 mg, 2.23 mmol, 3.00 Ag.) wurde zugegeben und
das Reaktionsgemisch wurde fur 30 min bei 40 °C gerthrt. 4-Chlorbenzaldehyd LXIII (313 mg,
2.23 mmol, 3.00 Ag.) wurde zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 3 h bei 50 °C gerlhrt,
bevor mit Dichlormethan (3 x 30 mL) extrahiert wurde. Die vereinten organischen Phasen
wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Die saulenchromatographische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem

Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 57 % (157 mg, 0.42 mmol), gelber Feststoff.

HPLC: 22.604 min.; 98 %.

'"H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 7.73 (d, J = 2.0 Hz, 0.36H), 7.71 (dd, J = 8.3, 1.7 Hz, 1.01H),
7.58 (d, J=1.9Hz, 1.64H), 7.54 (d, J=2.0Hz, 0.63H), 7.50 - 7.44 (m, 4.04H), 7.39 (d,
J=1.9 Hz, 0.35H), 7.35 (dd, J= 8.2, 1.9 Hz, 0.37H), 7.30 (dd, J =8.3, 2.0 Hz, 0.63H), 7.15
(dd, J =1.9, 0.9 Hz, 0.63H), 7.11 (dd, J = 1.9, 0.9 Hz, 0.37H), 2.63 (s, 1.85H), 2.62 (s, 1.15H).
3C-NMR (151 MHz, CDCl3): & 141.39, 141.28, 139.95, 138.16, 138.05, 137.71, 137.08,
135.37, 135.36, 134.89, 134.78, 134.76, 134.42, 134.30, 132.82, 132.75, 132.28, 132.24,
131.17, 130.80, 130.72, 130.70, 129.21, 129.19, 128.88, 128.54, 127.93, 127.83, 124.36,
123.81, 123.69, 122.02, 120.67, 118.35, 21.01, 20.86.
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5.2.8 Synthese von 2-Chlor-1-(2,7-dichlor-9H-fluoren-4-yl)ethan-1-on 16

Cl
Cl O o
Oy
Cl
16

C1s5H9CI3O
[309.9719 g/mol]

2-Chloracetylchlorid LXXXIV (5.81 g, 51.5 mmol, 1.25 Ag.) und Aluminiumchlorid (8.37 g,
62.7 mmol, 1.25 Aq.) wurden in Dichlormethan (16.7 mL) gelést. Das Reaktionsgemisch
wurde auf -5 °C gekiihlt. 2,7-Dichlorfluoren LXXVII (10.0 g, 41.3 mmol, 1.00 Ag.) wurde in
Dichlormethan (43.5 mL) geldst und zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 3 h bei -5 °C
gertuhrt. Im Anschluss daran wurde wassrige HCI-Lésung (15 %, 100 mL) zugegeben.
AnschlieBend wurde die organische Phase mit Wasser (2 x50 mL) gewaschen. Die
organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Es wurde Ethanol (60 mL) zugegeben und die Lésung wurde

filtriert. Das Lésungsmittel wurde erneut unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 62 % (8.10 g, 26.0 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC: 18.371 min.; 95 %.

'"H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 8.01 - 7.85 (m, 2H), 7.77 - 7.66 (m, 2H), 7.43 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz,
1H), 5.26 (s, 2H), 4.01 (s, 2H).
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5.2.9 Synthese von 2-(2,7-Dichlor-9H-fluoren-4-yl)oxiran 17

o

Cl

17
C15H10CI20
[276.0109 g/mol]

17 wurde angelehnt an eine Vorschrift von AFRAXIS INC hergestellt.?'®

2-Chlor-1-(2,7-dichlor-9H-fluoren-4-yl)ethan-1-on 16 (1.00 g, 3.21 mmol, 1.00 Ag.) wurde in
Methanol (14.1 mL) gelést. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C gekuhlt, bevor
portionsweise Natriumborhydrid (121 mg, 3.21 mmol, 1.00 Aq.) zugegeben wurde. Es wurde
16 h bei RT geruhrt. Der Umsatz der Reaktion wurde mittels DC Uberpruft. Aufgrund eines
unvollstdndigen Umsatzes wurde erneut Natriumborhydrid zugegeben (60.7 mg, 1.60 mmol,
0.5 Aq.). Es wurde weitere 2 h bei RT geriihrt. Natriummethoxid-Lésung (0.5 mol/L, 6.42 mL,
3.21 mmol, 1.00 Aq.) wurde unter Eisbadkiihlung bei 0 °C zugegeben. Es wurde erneut 18 h
bei RT gerthrt. Es wurde gesattigte Natriumchlorid-Losung (15 mL) zugegeben und die
wassrige Phase wurde mit Diethylether (2 x 30 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde
mit Natriumsulfat getrocknet, bevor das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
wurde. Die saulenchromatographische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem

Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 62 % (546 mg, 1.97 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC: 19.616 min.; 95 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 8.01 - 7.85 (m, 2H), 7.77 - 7.66 (m, 2H), 7.43 (dd, J = 8.5,
2.2 Hz, 1H), 5.26 (s, 2H), 4.01 (s, 2H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 145.87, 145.81, 138.41, 137.02, 134.39, 131.82, 131.73,
127.09, 125.37, 124.61, 124.37, 123.23, 50.01, 49.47, 36.62.
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5.2.10 Synthese von 3-(2,7-Dichlor-9-oxo-9H-fluoren-4-yl)-3-hydroxypropannitril 18

18
C16H9CI2NO2
[317.0010 g/mol]

18 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Wyeth LLC hergestellt.?!”

2-(2,7-Dichlor-9H-fluoren-4-yl)oxiran 17 (150 mg, 0.54 mmol, 1.00 Aq.) und Natriumcyanid
(132 mg, 2.69 mmol, 4.97 Aq.) wurden in DMF (6.96 mL) und Wasser (1.16 mL) gelést. Das
Reaktionsgemisch wurde flr 18 h bei 70 °C gertihrt. Es wurde Wasser (15 mL) zugegeben
und die wassrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 20 mL) extrahiert. Die organische
Phase wurde mit Wasser gewaschen (3 x 10 mL) und anschlieRend mit Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die
saulenchromatographische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus

Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 43 % (72.8 mg, 0.23 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC: 13.722 min.; 96 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 7.88 - 7.78 (m, 2H), 7.76 - 7.65 (m, 2H), 7.63 (d, J = 2.1 Hz,
1H), 6.46 (d, J= 4.6 Hz, 1H), 5.48 (q, J=5.3 Hz, 1H), 3.11 (dd, J= 16.8, 4.9 Hz, 1H), 2.97
(dd, J=16.9, 6.4 Hz, 1H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 190.21, 141.20, 140.96, 137.93, 135.70, 135.35, 135.00,
134.27, 132.45, 126.72, 124.17, 123.40, 118.06, 64.29, 25.61.

LC-MS (ESI*) ber.: C16HoCI2NO2 [M+H] 318.01; gef.: 318.01.
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5.2.11 Synthese von (Z2)-2-(2,7-Dichlor-9-(4-chlorobenzyliden)-9H-fluoren-4-

Joxiran 20

C22H13CI30
[398.0032 g/mol]

20 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Yang et al. hergestellt.?!’

2-(2,7-Dichlor-9H-fluoren-4-yl)oxiran 17 (2.00 g, 6.86 mmol, 1.00 Aq.) wurde in tert-Butanol
(138 mL) vorgelegt und Kalium-t-Butoxid (2.29 g, 20.4 mmol, 3.00 Aq.) wurde zugegeben. Es
wurde 30 min bei 40 °C gerihrt, bevor 4-Chlorbenzaldehyd LXIII (2.87 g, 20.4 mmol, 3.00 Aq.)
zugegeben wurde. AnschlieBend wurde fur 3 h bei 50 °C gerlhrt. Die Losung wurde mit
Dichlormethan (3 x 100 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde anschlieBend mit

Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 50 % (1.36 g, 3.41 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC: 21,136 min.; 100 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 8.21 - 8.08 (m, 2H), 7.95 (dd, J = 8.3, 4.6 Hz, 1H), 7.62 (d,
J=29 Hz, 4H), 7.48 (ddd, J=8.3, 7.4, 2.0 Hz, 1H), 7.43 - 7.31 (m, 1H), 7.27 (ddd, J = 8.7,
1.9, 0.6 Hz, 1H), 4.54 - 4.47 (m, 1H), 3.38 - 3.33 (m, 1H), 2.86 (ddd, J = 7.6, 5.6, 2.7 Hz, 1H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & 141.36, 138.56, 138.14, 138.11, 136.81, 136.31, 134.97,
134.62, 134.09, 133.80, 133.49, 133.44, 133.00, 132.92, 130.68, 129.24, 129.09, 128.74,
128.61, 125.86, 125.50, 124.52, 123.78, 123.72, 120.90, 120.16, 50.63, 49.89.

Die Analytik wurde von Beate Lungerich (Arbeitsgruppe Kurz) durchgefiihrt.
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5.2.12 Synthese von (Z)-3-(2,7-Dichlor-9-(4-chlorobenzylidene)-9H-fluoren-4-yl)-3-

hydroxypropanenitril 3w

cl O Z
o Q 'O

3w
C23H14CIsNO
[425.0141 g/mol]

3w wurde angelehnt an eine Vorschrift von PFIZER INC. et al. hergestellt.?"°

Unter Argonatmosphare wurden (£2)-2-(2,7-Dichlor-9-(4-chlorobenzyliden)-
9H-fluoren-4-yl)oxiran 20 (300 mg, 0.75 mmol, 1.00 Aq.) und Natriumcyanid (147 mg,
3.00 mmol, 4.00 Aq.) in Wasser (1.61 mL) und DMF (9.65 mL) geldst. Es wurde 4 h bei 70 °C
gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (0.50 mL) und HCI (0.50 mL)
abgebrochen. Die Lésung wurde filtriert und mit Dichlormethan (3 x 20 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Wasser (3 x 10 mL) gewaschen und anschlieBend mit
Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die
saulenchromatographische Reinigung an RP-Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch

aus Wasser und Acetonitril mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 22 % (85.0 mg, 0.20 mmol), hellgelber Feststoff.
HPLC: 17.258 min.; 95 %.
"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 7.99 - 7.84 (m, 2H), 7.58 - 7.46 (m, 3H), 7.37 - 7.27 (m, 3H),
6.84 (ddd, J=42.5, 10.9, 2.0 Hz, 1H), 5.53 - 548 (m, 1H), 4.82 - 4.75 (m, 1H), 4.49 (dtd,
J=8.6,4.8,2.9 Hz, 1H), 3.31 (did, J= 5.6, 4.5, 3.1 Hz, 1H), 2.85 - 2.78 (m, 1H).
3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 145.64 (d, J = 7.1 Hz), 145.51 (d, J = 10.4 Hz), 144.48 (d,
J=10.0 Hz), 144.37 (d, J = 8.7 Hz), 138.44 (d, J = 3.8 Hz), 138.04 (d, J =6.9 Hz), 137.13 (d,
J=22.6 Hz), 136.73 (d, J =19.9 Hz), 134.72, 134.58 (d, J = 3.1 Hz), 133.21 (d, J = 5.0 Hz),
132.35 - 132.20 (m), 131.86 (t, J =4.0 Hz), 131.78 - 131.63 (m), 129.99 - 129.75 (m), 128.80
(dd, J=6.8, 3.0 Hz), 128.58 (dd, J=13.6, 6.3 Hz), 12543 - 125.12 (m), 124.88 (d,
J=17.9 Hz), 124.69 (t, J = 5.0 Hz), 124.61 - 124.34 (m), 118.54 (dd, J =9.8, 5.4 Hz), 49.75
(d, J = 3.8 Hz), 49.60 - 49.34 (m), 49.20 (d, J = 3.2 Hz), 38.81 - 38.55 (m).
MS-ESI (ESI*) ber.: C23H15CIsNO* [M+H] 426.02; gef.: 426.03 (M+H), 443.05 (M+NH4), 489.16
(M+ACN+Na).
Die Analytik wurde von Beate Lungerich (Arbeitsgruppe Kurz) durchgefiihrt.
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5.3 Synthese des Pyronaridinderivats 7x

5.3.1 Synthese von 7-Chlor-2-methoxy-10-methylbenzo[b]-1,5-naphthyridin 1x

1x
C14H11CIN20
[258.0560 g/mol]

Unter Argonatmosphare wurden 7,10-Dichlor-2-methoxybenzo[b]-1, 5-
naphthyridin LXXXIX (1.00 g, 3.58 mmol, 1.00 Aq.), Methylboronséure (644 mg, 10.8 mmol,
3.00 Aq.) und Kaliumphosphat (2.28 g, 10.8 mmol, 3.00 Aq.) vorgelegt und in THF (7.47 mL)
sowie Wasser (0.13 mL) gel6st. Der Rundkolben wurde erneut mit Stickstoff gespult, ehe
[1,1-Bis(diphenylphosphin)ferrocen]dichlorpalladium(ll) (262 mg, 0.36 mmol, 10 mol%)
hinzugegeben wurde und die Lésung flr 64 h bei 65 °C gerlhrt wurde. Daraufhin wurde die
Lésung Uber Celite® filtriert und Ethylacetat wurde zum Filtrat hinzugegeben. Die Ldsung
wurde mit Wasser (1 x 20 mL) und gesattigter Natriumchlorid-Losung (2 x 20 mL) gewaschen.
Die Trocknung der organischen Phase erfolgte mithilfe von Natriumsulfat und das
Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatographische
Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat

mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 80 % (851 mg, 3.29 mmol), weiller Feststoff.

HPLC: 10.359 min.; 97 %.

Schmelzpunkt: 170 °C.

'"H-NMR (CDCls, 300 MHz): 6 8.21 (d, J =9.2 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.07 (d,
J=9.2Hz, 1H), 746 (dd, J=9.2, 2.1 Hz, 1H), 719 (d, J=9.2Hz, 1H), 4.13 (s, 3H),
3.06 (s, 3H).

13C-NMR (CDCls, 75 MHz): 6 161.14, 146.57, 143.67, 141.33, 140.23, 137.13, 134.96, 128.52,
127.27, 126.31, 126.19, 119.59, 53.86, 12.33.

HR-MS (ESI*) ber.: C14H12CIN20 [M+H] 259.0633; gef.: 259.0632.
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5.3.2 Synthese von Methoxybenzo[b][1,5]naphthyridin-10-carbaldehyd 2x

2x
C14HoCIN202
[272.0353 g/mol]

2x wurde angelehnt an eine Vorschrift von Bao et al. hergestellt."%

In  einem sekurierten Schlenkrohr wurden unter  Argonatmosphare das
Methylbenzo[b][1,5]naphthyridin  1x (589 mg, 2.28 mmol,1.00 Aq.) und Selen(IV)-oxid
(455 mg, 4.10 mmol, 1.80 Aq.) vorgelegt und in 1,4-Dioxan (36.5 mL) geldst. Die L&sung
wurde fur 24 h bei 110 °C geruhrt und anschlieend filtriert. Nach einer zweiten Filtration tUber
Celite® wurde das Filtrat mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung (2 x 30 mL) und geséttigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung (1 x 30 mL) extrahiert. Die Trocknung der organischen
Phase erfolgte mithilfe von Natriumsulfat. SchlieBlich wurde das L&ésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und die saulenchromatographische Reinigung an Silicagel

erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 94 % (582 mg, 2.13 mmol), gelber Feststoff.

HPLC: 15.360 min.; 100 %.

Schmelzpunkt: 185 °C.

"H-NMR (CDCls, 300 MHz): 6 11.74 (s, 1H), 9.13 (dd, J = 9.5, 0.6 Hz, 1H), 8.28 (d, J = 9.3 Hz,
1H), 8.17 (dd, J=2.2, 05Hz, 1H), 760 (dd, J=94, 22Hz, 1H), 7.23 (d,
J=2.0 Hz, 1H), 4.13 (s, 3H).

3C-NMR (CDCls, 75 MHz): 6 195.58, 162.60, 147.52, 145.47, 140.40, 139.24, 135.57, 131.06,
128.45, 127.84, 126.90, 122.44, 120.25, 54.57.

HR-MS (ESI*) ber.: C14H10CIN202 [M+H] 273.0425; gef.: 273.0425.
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5.3.3 Synthese von 3-(7-Chlor-2-methoxybenzo[b][1,5] naphthyridin-10-yI)-3-

hydroxypropanenitril 3x

C16H12CIN30O2
[313.0618]

3x wurde angelehnt an eine Vorschrift von Leven et al. hergestellt.'8?

Unter Argonatmosphare wurden Tricyclohexylphosphin (0.08 Aq.) und
Methoxy(cyclooctadien)rhodium(l)-dimer (0.05 Aq.) unter Argonatmosphare vorgelegt und in
trockenem Toluol (0.04 mL/Aq.) gel6st. Die Lésung wurde fur 30 min bei RT geriihrt und das
Toluol wurde anschlieftend unter vermindertem Druck am Rotationsverdampfer verdampft.
Unter Argonatmosphére wurden anschlieRend trockenes DMSO (0.03 mL/Aq.), der
Aldehyd 2x (1.00 Aq.) und trockenes ACN (19.0 Ag.) zum Riickstand hinzugegeben. Die
Lésung wurde fiir 5 h bei RT gerlhrt und Gber Celite® filtriert. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und die sdulenchromatographische Reinigung an Silicagel

erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 83 %, 190 mg (0.61 mmol), weill-gelber Feststoff.

HPLC: 10.673 min.; 100 %.

HR-MS (ESI*) ber.: C16H13CIN3O2 [M+H] 314.0691; gef.: 314.0690.

'"H-NMR (CDCl3, 300 MHz): 6 8.36 (d, J =9.3 Hz, 1H), 8.23 (d, J=2.2 Hz, 1H), 8.12 (d,
J=9.3 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 7.62 (dd, J = 9.3, 2.2 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9.3 Hz,
1H), 6.21 (dt, J = 10.1, 6.5 Hz, 1H), 4.15 (s, 3H), 3.20 (dd, J = 16.7, 6.9 Hz, 1H), 3.14 (dd,
J=16.7, 6.0 Hz, 1H).

3C-NMR (CDCIs, 151 MHz): 6 161.24, 147.26, 143.81, 141.90, 137.71, 135.90, 135.88,
129.38, 129.36, 123.83, 123.68, 120.18, 117.18, 67.84, 54.80, 27.71.
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5.4 Synthese des Phenanthrolinderivats 4a

5.4.1 Synthese von 6-Methyl-1,7-phenanthrolin 1a

1a
C13H10N2
[194.0844 g/mol]

1a wurde angelehnt an eine Vorschrift von Tan et al. hergestellt. 227

2,4-Diaminotoluol XXXIVb (1.25g, 10.0 mmol, 1.00 Aq.) und Nal (1.62 g, 10.8 mmol,
1.08 Aq.) wurden vorgelegt. Schwefelsadure (80 %, 2.51 mL) wurde zugegeben und Glycerol
(1.86 g, 20.0 mmol, 2.00 Aq.) wurde Uber 30 Minuten bei 140 °C zugetropft. AnschlieRend
wurde 48 h bei 140 °C geruhrt. Nach Abkuhlen wurde das Reaktionsgemisch auf Eis gegeben.
Die wassrige Phase wurde mit Natronlauge (25 %) auf pH 8-11 eingestellt und iiber Celite®
filtriert.

AnschlieBend wurde die wassrige Phase mit Dichlormethan (3 x 20 mL) extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden mit Wasser (2 x 20 mL) und gesattigter
Natriumchlorid-Lésung (1 x 30 mL) gewaschen und mithilfe von Natriumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatografische
Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat

mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 14 % (263 mg. 1.35 mmol), hellbrauner Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 6.0 min, AUC = 96.8 %.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 9.48 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 9.09 (dd, J = 4.3, 1.8 Hz, 1H),
8.98 (dd, J=4.4, 1.7 Hz, 1H), 8.38 (dd, J=8.1, 1.7 Hz, 1H), 7.97 (q, J=1.2Hz, 1H),
7.83 - 7.65 (m, 2H), 2.77 (d, J = 1.2 Hz, 3H).
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5.4.2 Synthese von 1,7-Phenanthrolin-6-carbaldehyd 2a

2a
C13HsN20
[208.0637 g/mol]

2a wurde angelehnt an eine Vorschrift von Bao et al. hergestellt.'%

Unter Stickstoffatmosphare wurde Methylphenanthrolin 1a (388 mg, 2.00 mmol, 1.00 Aq.) in
1,2-Dichlorbenzol (31.1 mL) vorgelegt. Es wurde Selen(IV)-oxid (536 mg, 4.83 mmol, 2.41 Aq.)
zugegeben und anschlieBend flir 4 Stunden auf 180 °C erhitzt. Das entstandene
Reaktionsgemisch wurde nach Abkihlen (ber Celite® filtriert und mit HCI (1 M, 10 mL)
gewaschen, bevor das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt wurde. Die wassrige
Phase wurde mit Dichlormethan (5 x 20 mL) extrahiert. Die Trocknung der vereinten
organischen Phasen erfolgte mithilfe von Natriumsulfat. Das Ldsungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit

einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 87 % (362 mg, 1.74 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 5.0 min, AUC = 95.1 %.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 11.44 (s, 1H), 9.56 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 9.14 - 9.07 (m, 2H), 8.56
(s, 1H), 8.37 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 8.2, 4.3 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 7.9, 4.3 Hz, 1H).
3C-NMR (151 MHz, CDCls): & 192.61, 151.75, 151.41, 148.11, 147.96, 138.31, 133.12,
130.86, 130.67, 127.18, 125.02, 123.20, 122.62.
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5.4.3 Synthese von 3-Hydroxy-3-(1,7-phenanthrolin-6-yl)propanenitril 3a

3a
C15H11N3O
[249.0902 g/mol]

3a wurde angelehnt an eine Vorschrift von Leven et al. hergestellt.'83

In einem sekurierten Schlenkrohr wurde n-Butyllithium (1.6 M in n-Hexan, 0.57 mL,
0.91 mmol, 1.30Aq.) bei -78 °C unter Schutzgasatmosphare mit Tetrahydrofuran
(3.38 mL) verdiinnt. Acetonitril (0.05 mL, 0.91 mmol, 1.30 Aq.) wurde in Tetrahydrofuran
(0.68 mL) gelést und Uber einen Zeitraum von 5 Minuten hinzugetropft. Der
Reaktionsansatzwurde eine Stunde bei -78 °C geruhrt, wobeisich eine weilke Suspension
bildete. AnschlieRend wurde der Aldehyd 2a in Tetrahydrofuran (0.68 mL) geldst und
langsam zur Suspension getropft. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde weitere
30 Minuten geruhrt. Anschlielend wurde die Losung auf eine Eis-Wasser-Mischung, die
10 % (v/v) konzentrierte Salzsaure enthielt, gegeben. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wassrige Phase wurde mit Diethylether (3 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinten organischen Extrakte wurden mit einer gesattigten Natriumchlorid-Lésung
gewaschen und anschlieBend mit Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel

erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 57 % (99.0 mg, 0.40 mmol), oranger Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 6.5 min, AUC = 100.0 %.

"H-NMR (600 MHz, CDClI3): 6 9.71 (d, J=8.2 Hz, 1H), 9.06 (d, J=4.3 Hz, 1H), 8.99 (d,
J=4.3 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.75 (dd, J = 8.2, 4.4 Hz, 1H), 7.66 (dd,
J=17.9,44Hz, 1H), 5.57 (t, J= 6.7 Hz, 1H), 3.26 (d, J = 6.7 Hz, 2H).

3C-NMR (75 MHz, CDCls): & 150.12, 149.67, 147.51, 145.60, 136.60, 135.49, 134.31,
127.85 - 127.76 (m), 125.63, 123.21, 122.47, 117.80, 71.88, 27.58.

MS (ESI*): m/z: ber.: [C1sH11N3O +H*] 250.10; gef.: 250.10.
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5.5 Synthese der Phenanthridinderivate 4b-e

5.5.1 Synthese von 4,4'-Difluor-2-nitro-1,1'-biphenyl 5

F
oLp
2,
5

C12H7F2NO2
[235.0445 g/mol]

5 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Zhang et al. hergestellt.'®®

Unter Stickstoffatmosphare wurden 4-Fluor-1-iod-2-nitrobenzol LVI (1.36 g, 5.00 mmol,
1.00 Aq.), (4-Fluorphenyl)boronsdure LVlla (1.43 g, 10.0 mmol, 2.00 Aq.) und Kaliumcarbonat
(1.73 g, 12.5 mmol, 2.50 Aq.) vorgelegt und in Aceton (10 mL) und Wasser (12 mL) gel6st.
Der Kolben wurde erneut mit Stickstoff gespult, bevor Palladium(ll)acetat (0.12 g, 0.50 mmol,
10 mol%) in Aceton (2 mL) zugegeben wurde. Anschliefend wurde 16 h bei 65 °C gerthrt.
Nach Abklhlen des Reaktionsgemischs wurde die wassrige Phase mit Ethylacetat (4 x 40 mL)
extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit Wasser (1 x 50 mL) gewaschen. Die
Trocknung der organischen Phase erfolgte mithilfe von Natriumsulfat. Das L&sungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatografische Reinigung an
Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels
Flashtechnik.

Ausbeute: 61 % (711 mg, 3.02 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 15.0 min, AUC = 99.7 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 7.76 (dd, J = 8.0, 2.5 Hz, 1H), 7.59 - 7.46 (m, 2H), 7.40 (ddt,
J=8.1,5.1,25Hz, 2H), 7.30 - 7.22 (m, 2H).
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5.5.2 Synthese von 4.4'-Difluor-[1,1'-biphenyl]-2-amin 6

C12HoF2N
[205.0703 g/mol]

6 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Mo et al. hergestellt."®’

Unter Stickstoffatmosphéare wurde das Nitrobiphenyl 5 (1.07 g, 4.53 mmol, 1.00 Aqg.) vorgelegt
und in Methanol (36 mL) gelést. Pd/C (0.19 g, 0.18 mmol, 4.00 mol%) wurde sequenziell
zugegeben, ehe Wasserstoffgas Gber 10 min eingeleitet wurde. Das Reaktionsgemisch wurde
fir 4 h bei RT gerthrt und anschlielend Uber Celite® filtriert. Das Lésungsmittel wurde unter

vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 97 % (906 mg, 4.41 mmol), gelbes Ol.

HPLC (Methode 1): tr = 13.5 min, AUC = 99.2 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 7.43 - 7.37 (m, 2H), 7.25 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 6.96 (dd, J = 8.3,
6.9 Hz, 1H), 6.53 (dd, J = 11.7, 2.6 Hz, 1H), 6.39 (id, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H).
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5.5.3 Synthese von N-(4,4'-Difluor-[1,1'-biphenyl]-2-yl)acetamid 7

o)
F:NH
7

C14H11F2NO
[247.0809 g/mol]

F

7 wurde angelehnt an eine Vorschrift von Lu et al. hergestellt. '8

Unter Stickstoffatmosphare wurde das Biphenylamin 6 (420 mg, 2.05 mmol, 1.00 Aq.)
vorgelegt und in DCM (8.19 mL) geldst. Triethylamin (1.43 mL, 10.2 mmol, 5.00 Ag.) wurde
zugegeben, ehe Acetylchlorid (0.18 mL, 2.46 mmol, 1.20 Aq.) zugetropft wurde. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 1 h bei RT gertihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
Wasser (10 mL) abgebrochen. Die wassrige Phase wurde mit Dichlormethan (3 x 10 mL)
extrahiert. Die Trocknung der vereinten organischen Phasen erfolgte mithilfe von
Natriumsulfat. Das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die
saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus

Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.
Ausbeute: 58.6 % (290 mg, 1.17 mmol), gelbes Ol.

HPLC (Methode 1): tr = 12.0 min, AUC = 96.2 %.
"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 7.52 - 7.22 (m, 7H), 7.19 - 7.04 (m, 1H), 1.91 (s, 3H).
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5.5.4 Synthese von 3,8-Difluor-6-methylphenanthridin 1e

1e
C1aHoF2N
[229.0703 g/mol]

1e wurde angelehnt an eine Vorschrift von Harnish et al. hergestellt.'®®

Unter Stickstoffatmosphare wurde das Acetamid 7 (726 mg, 2.94 mmol, 1.00 Aq.) vorgelegt
und Polyphosphorsaure (4.58 mL) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde flr 48 h bei
120 °C geruhrt. Die Reaktion wurde auf Eis gekippt und geriihrt, bis eine homogene Lésung
entstand. Mithilfe einer wassrigen Ammoniumhydroxid-Lésung (25 %) wurde ein pH von 9
eingestellt. Der weille Niederschlag wurde abfiltriert, in Ethylacetat (10 mL) geldst und erneut
filtriert. Das Filtrat wurde mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung (3 x 15 mL) gewaschen. Die
Trocknung der vereinten organischen Phasen erfolgte mithilfe von Natriumsulfat. Das
Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mit einem

Gemisch aus Ethylacetat und n-Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 88 % (589 mg, 2.57 mmol), weiller Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 8.0 min, AUC = 100.0 %.

'"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & 9.02 (dd, J = 9.2, 5.0 Hz, 2H), 8.96 (dd, J =9.2, 5.3 Hz, 1H),
8.41 (dd, J=9.2, 25 Hz, 1H), 8.11 (t, J=7.4Hz, 1H), 7.93 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.78 (t,
J=8.7 Hz, 1H), 3.31 (d, J = 2.2 Hz, 3H).
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5.5.5 AAV 1: Synthese der Methylphenanthridine 1b-1d

Die Methylphenanthridine 1b-1d wurden angelehnt an eine Vorschrift von Xu et al

hergestellt.'®®

In einem sekurierten Schlenkrohr wurden Silbertrifluormethansulfonat (20 mol%) und
Dichlor(p-cymen)ruthenium(ll)-Dimer (5 mol%) unter Argonatmosphére vorgelegt. Es wurde
erneut sekuriert, bevor das Biphenylamin (XLVb-d) (1.00 Aq.),
But-2-insduremethylester XLVIIl  (1.50 Aq.), Essigsdure (0.11 mL/mmol) und THF
(6.68 mL/mmol) zugegeben wurden. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 h auf 120 °C erhitzt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von wassriger Natriumcarbonat-Losung beendet und Uber
Celite® filtriert. THF wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die wassrige Phase wurde mit
Ethylacetat (3 x 12 mL) extrahiert. AnschlieRend wurden die vereinten organischen Phasen
mit Wasser (1 x 10 mL) und gesattigter Natriumchlorid-Lésung (1 x 10 mL) gewaschen. Die
Trocknung der organischen Phase erfolgte mithilfe von Natriumsulfat. Das Lésungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatografische Reinigung an
Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels
Flashtechnik.
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6-Methylphenanthridin 1b

1b
C14H11N
[193.0891 g/mol]

1b wurde hergestellt gemal AAV 1 aus 52.3mg (0.30 mmol) der Verbindung
2-Aminobiphenyl XLVb.

Ausbeute: 50 % (29.0 mg, 0.15 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 6.7 min, AUC = 99.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 8.64 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H), 8.55 (dt, J = 8.2, 1.6 Hz, 1H), 8.24
(dt, J = 8.3, 1.7 Hz, 1H), 8.21 - 8.07 (m, 1H), 7.94 -7.79 (m, 1H), 7.72 (dtt, J = 8.0, 4.7, 1.3 Hz,
2H), 7.65 (td, J=7.6, 1.8 Hz, 1H), 3.09 (d, J = 3.6 Hz, 3H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): & 159.13, 132.88, 131.18, 129.04, 128.87, 127.68, 126.91,
126.81, 125.88, 123.95, 122.54, 122.13, 29.84, 14.27.
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8-Brom-6-methylphenanthridin 1c¢

C14H10BrN
[270.9997 g/mol]

1c wurde hergestellt gemalk AAV 1 aus 1.83 g (7.36 mmol) der Verbindung XLVc.

Ausbeute: 46 % (928 mg, 3.41 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 8.4 min, AUC = 99.8 %.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 50 °C): 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 10.41 (s, 1H), 9.40 (d,
J =8.7 Hz, 1H), 9.17 (s, 1H), 8.76 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.09 (dd, J = 8.8, 1.9 Hz, 1H), 7.72 (ddd,
J=10.6, 9.0, 2.3 Hz, 1H), 3.17 (d, J = 2.0 Hz, 3H).
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8-Chlor-6-methylphenanthridin 1d

C14H10CIN
[227.0502 g/mol]

1d wurde hergestellt gemal AAV 1 aus 1.03 g (5.00 mmol) der Verbindung 4‘-Chlor-(1,1*-
biphenyl)-2-amin XLVd.

Ausbeute: 29 % (325 mg, 1.43 mmol), weilker Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 8.1 min, AUC = 98.6 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.85 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.72 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 1H), 8.33
(d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.05 - 7.89 (m, 2H), 7.80 - 7.62 (m, 2H), 2.95 (s, 3H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 157.75, 143.69, 133.20, 130.96, 129.60, 129.03, 126.84, 126.80,
125.91, 124.11, 123.15, 121.88, 23.39.
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5.5.6 AAV 2: Synthese der Phenanthridincarbaldehyde 2b-e

Die Phenanthridincarbaldehyde 2b-e wurden angelehnt an eine Vorschrift von Bao et al.
hergestellt.’®3

Unter Stickstoffatmosphare wurde Methylphenanthridin (1b-1e) (1.00 Aqg.) in 1,4-Dioxan
(16 mL/mmol) und Wasser (1 mL/mmol) vorgelegt. Es wurde Selen(lV)-oxid (1.80 Aq.)
zugegeben und anschlieend fir 6 Stunden auf 110 °C erhitzt. Das Ldsungsmittel wurde
anschliefend unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Dichlormethan
(10 mL) aufgenommen und Uber Celite® filtriert. Die organische Phase wurde mit Wasser
(3% 20 mL) gewaschen. Die Trocknung der organischen Phase erfolgte mithilfe von
Natriumsulfat. Das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die
saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus

Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.
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Phenanthridin-6-carbaldehyd 2b

C14H9gNO
[207.0684 g/mol]

2b wurde gemall AAV 2 aus 96.6 mg (0.50 mmol) der Verbindung 6-Methylphenanthridin 1b

hergestellt.

Ausbeute: 68 % (70.0 mg, 0.34 mmol), weiler Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 7.7 min, AUC = 100.0 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 10.42 (s, 1H), 9.42 (ddd, J = 8.3, 1.4, 0.7 Hz, 1H), 8.78 - 8.50
(m, 2H), 8.46 - 8.24 (m, 1H), 7.91 (ddd, J=8.4,7.1, 1.4 Hz, 1H), 7.87 - 7.81 (m, 2H), 7.80 - 7.75
(m, 1H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 195.28, 149.03, 143.31, 135.14, 131.89, 131.79, 131.54, 130.49,
129.63, 126.25, 125.11, 124.24, 123.61, 122.21.
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8-Bromphenanthridin-6-carbaldehyd 2c¢

C14HsBrNO
[284.9789 g/mol]

2c wurde gemalk AAV 2 aus 846mg (3.11 mmol) der Verbindung
8-Brom-6-methylphenanthridin 1¢ hergestellt.

Ausbeute: 61 % (566 mg, 1.98 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 14.8 min, AUC = 97.6 %.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 10.37 (s, 1H), 9.62 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 8.64 - 8.46 (m, 2H),
8.39 -8.26 (m, 1H), 7.99 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H), 7.94 - 7.77 (m, 2H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 195.25, 148.93, 143.31, 134.55, 132.10, 131.58, 130.50, 129.72,
129.44, 125.15, 124.56, 123.71, 123.39, 122.18.
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8-Chlorphenanthridin-6-carbaldehyd 2d

C14HsCINO
[241.0294 g/mol]

2d wurde gemal AAV 2 aus 350g (131 mmol) der Verbindung
8-Chlor-6-methylphenanthridin 1d hergestellt.

Ausbeute: 72 % (2.06 g, 8.28 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 14.4 min, AUC = 95.2 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 10.35 (s, 1H), 9.42 (s, 1H), 8.58 - 8.51 (m, 2H), 8.31 (d,
J=7.8 Hz, 1H), 7.86 - 7.80 (m, 3H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6 195.34, 149.14, 143.41, 135.21, 131.97, 131.90, 131.60,
130.52, 129.66, 126.33, 125.20, 124.34, 123.68, 122.27.
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3,8-Difluorphenanthridin-6-carbaldehyd 2e

C14H7F2NO
[243.0496 g/mol]

2e wurde gemal AAV 2 aus 580 mg (2.53 mmol) der Verbindung 1e mit folgender Modifikation
hergestellt: Dem Reaktionsgemisch wurden 10 mol% TBHP zugegeben, ehe es auf 80 °C

erhitzt wurde.

Ausbeute: 47 % (288 mg, 1.18 mmol), hellgelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 6.9 min, AUC = 99.6 %.

'H-NMR (300 MHz, CDClI3): 6 10.36 (s, 1H), 9.13 (dd, J=10.3, 2.7 Hz, 1H), 8.59 (ddd,
J=14.9,9.2,5.4 Hz, 2H), 7.98 (dd, J = 9.2, 2.7 Hz, 1H), 7.64 (dddd, J = 22.5,9.1, 7.9, 2.7 Hz,
2H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 195.27, 150.43, 130.36, 124.46, 124.34, 124.26, 124.14, 121.41,
121.09, 119.90, 119.58, 115.60, 112.09, 111.78.
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5.5.7 AAV 3: Synthese der Phenanthridinnitrile 3b-d

Die Phenantridinnitrile 3b-d wurden angelehnt an eine Vorschrift von Leven et al. hergestellt.'®3

In einem sekurierten Schlenkrohr wurde n-Butyllithium (1.2 mL/mmol, 1.6 M in n-Hexan)
bei -78 °C unter Schutzgasatmosphare mit Tetrahydrofuran (2.1 mL/mmol) verdinnt.
Acetonitril (3.0 Aq.) wurde in Tetrahydrofuran (0.3 mL/mmol) geldst und Uber einen
Zeitraum von 5 Minuten hinzugetropft. Der Reaktionsansatz wurde eine Stunde bei -78 °C
geruhrt, wobei sich eine weile Suspension bildete. Anschlielend wurde der
entsprechende Aldehyd 2b-d in Tetrahydrofuran (1 mL/mmol) geldst und langsam zur
Suspension getropft. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde 15 Minuten bei
Raumtemperaturgerihrt. Anschlieend wurde die Losung auf eine Eis-Wasser-Mischung,
die 10 % (v/v) konzentrierte Salzsaure enthielt, gegeben. Die organische Phase wurde
abgetrenntund die wassrige Phase mit Diethylether (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Extrakte wurden mit einer gesattigten Natriumchlorid-L6sung gewaschen und
anschlieBend Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte

mit einem Laufmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.
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3-Hydroxy-3-(phenanthridin-6-yl)propannitril 3b

3b
Ci1sH12N20
[248.0950 g/mol]

3b  wurde gemalk  AAV3 aus 60.1mg (0.29 mmol) der  Verbindung
Phenanthridin-6-carbaldehyd 2b hergestellt.

Ausbeute: 76 % (55 mg, 0.22 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 8.5 min, AUC = 95.8 %.

'"H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 8.73 (d, J=8.3 Hz, 1H), 8.61 (d, J=8.2 Hz, 1H), 8.21 (d,
J=28.1 Hz, 1H), 8.06 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 7.93 (dt, J = 16.7, 8.0 Hz, 1H), 7.79 (q, J = 8.0 Hz,
2H), 7.74 (t, J=7.6 Hz, 1H), 5.85 - 5.80 (m, 1H), 3.16 (dd, J = 16.8, 4.0 Hz, 1H), 2.89 (dd,
J=16.8, 6.3 Hz, 1H).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 5 156.82, 141.98, 133.86, 131.61, 129.93, 129.46, 128.06 (d,
J=10.9 Hz), 125.96, 124.57, 124.31, 123.41, 122.66, 122.34, 116.94, 65.69, 63.96.
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3-(8-Bromphenanthridin-6-yl)-3-hydroxypropannitril 3¢

3c
C1sH11BrN20
[326.0055 g/mol]

3c wurde gemall AAV 3 aus 378 mg (1.32 mmol) der Verbindung 8-Bromphenanthridin-6-
carbaldehyd 2c hergestellt.

Ausbeute: 40 % (174 mg, 0.53 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 6.9 min, AUC = 99.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 5 8.55 - 8.46 (m, 2H), 8.21 - 8.10 (m, 2H), 7.96 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz,
1H), 7.75 (dddd, J=22.2, 8.4, 7.1, 1.5 Hz, 2H), 5.70 (dd, J=6.0, 4.3 Hz, 1H), 3.16 (dd,
J=16.7, 4.2 Hz, 1H), 2.90 (dd, J = 16.7, 6.0 Hz, 1H).

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 155.58, 141.83, 134.70, 132.34, 130.05, 129.78, 128.40, 126.86,
125.06, 123.94, 123.90, 122.16, 122.08, 116.76, 65.65, 27.54, 27.04.
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3-(8-Chlorphenanthridin-6-yl)-3-hydroxypropannitril 3d

3d
C1sH11CIN20
[282.0560 g/mol]

3d wurde gemal AAV 3 aus 251 mg (1.04 mmol) der Verbindung
8-Chlorphenanthridin-6-carbaldehyd 2d hergestellt.

Ausbeute: 34 % (127 mg, 0.45 mmol), gelber Feststoff.

HPLC (Methode 1): tr = 6.9 min, AUC = 99.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 8.66 (d, J=8.9 Hz, 1H), 855 (dd, J=7.9, 1.7 Hz, 1H),
8.24 -8.18 (m, 1H), 8.01 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H), 7.85-7.71 (m, 2H),
5.74 (t, J =5.1 Hz, 1H), 5.63 (s, 1H), 3.18 (dd, J = 16.7, 4.3 Hz, 1H), 2.92 (dd, J = 16.7, 6.0 Hz,
1H).

3C-NMR (151 MHz, CDCl3): 6 155.77, 141.96, 134.20, 132.17, 132.14, 130.11, 129.77,
128.46, 125.10, 123.98, 123.71, 123.65, 122.19, 116.70, 65.69, 27.61.
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5.5.8 Synthese von 3-(3,8-Difluorphenanthridin-6-yl)-3-hydroxypropannitril 3e

3e
CisH10F2N20
[284.0761 g/mol]

3e wurde nach einer Vorschrift von Fan et al. hergestellt.?°

Unter Stickstoffatmosphare wurde der Phenanthridinaldehyd 2e (74.6 mg, 0.31 mmol,
1.00 Aq.) vorgelegt und in DMF (1.50 mL) gelést. IPr (6.08 mg, 0.02 mmol, 5.00 mol%) wurde
zugegeben, ehe TMSAN (54.8 mg, 0.46 mmol, 1.50 Aq.) zugegeben wurde. Das
Reaktionsgemisch wurde fir 42 h bei RT geruhrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
HCI (1 M, 1.00 mL) und Methanol (1.00 mL) abgebrochen. Die wassrige Phase wurde mit
Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert. Die Trocknung der vereinten organischen Phase erfolgte
mithilfe von Natriumsulfat. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die
saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus

Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik.

Ausbeute: 27 % (23.5 mg, 0.08 mmol), orangefarbenes Ol.

HPLC (Methode 1): tr = 6.9 min, AUC = 99.6 %.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 8.65 (dd, J =8.9, 5.1 Hz, 1H), 8.55 - 8.48 (m, 1H), 7.87 (d,
J=9.2Hz, 1H), 7.70 (t, J=7.0 Hz, 2H), 7.50 (t, J =8.5 Hz, 1H), 5.72 (t, J = 5.0 Hz, 1H),
3.23 -3.10 (m, 1H), 2.94 (dd, J = 16.8, 5.6 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CDCls): & 163.76, 162.34, 162.10, 160.67, 157.62, 157.59, 142.89,
142.81, 130.40, 125.88, 125.83, 124.18, 124.12, 123.48, 123.43, 121.55, 121.39, 120.92,
117.80, 117.64, 116.54, 114.65, 114.51, 109.50, 109.36, 65.90, 27.40.
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5.6 Synthese der 3-Hydroxypropanamidine 4a-e und 7a-v

5.6.1 AAV 4: Synthese der 3-Hydroxypropanamidine 4a-e und 7a-s

Die 3-Hydroxypropanamidine 4a-e und 7a-s wurden angelehnt an eine Vorschrift von
Knaab et al. hergestellt.'84

Unter Stickstoffatmosphére wurde das entsprechende Amin (2.00 Aq.) in trockenem Toluol
(5 mL/mmol) bei Raumtemperatur gel6st. Trimethylaluminium (3.00 Aq., 2 M in Toluol) wurde
Uber einen Zeitraum von flnf Minuten zugetropft und die Lésung wurde fir 30 Minuten bei
60 °C geruhrt. Das Nitril 3a-s wurde in trockenem Toluol (2.5 mL/mmol) und THF
(2.5 mL/mmol) geldst und zum Reaktionsgemisch zugetropft. AnschlieRend wurde fir 16 h bei
60 °C gerlhrt, bevor das Reaktionsgemisch auf eine Wasser-Eis-Mischung (10 mL) gegeben
wurde. Ethylacetat (5 mL) wurde zugegeben und die Phasen wurden im Scheidetrichter
getrennt. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden anschliefiend mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung (3 x 20 mL)
gewaschen und anschlieliend mit Natriumsulfat getrocknet. Das L&sungsmittel wurde unter

vermindertem Druck entfernt. Die Aufreinigung erfolgte wie jeweils aufgefihrt.
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N-(4-Fluorphenyl)-3-hydroxy-3-(1,7-phenanthrolin-6-yl)propanimidamid Hydrochlorid 4a

4a
C21H18CIFN4O
[396.1153 g/mol]

4a wurde gemall AAV 4 aus 85.0 mg (0.34 mmol) der Verbindung 3a mit folgender
Modifikation hergestellt:

Anstelle von 3.00 Aq. Trimethylaluminium (2M in Toluol) wurden 4.00 Aq.
Trimethylaluminium (2 M in Toluol) eingesetzt.

Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. HCI/1,4-Dioxan wurde langsam
zugegeben, bevor funf Minuten gertihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal
mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengréfe 4) abgesaugt. Der erhaltene
Feststoff wurde in Methanol gel6ést und das Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 34 %, (46.3 mg, 0.12 mmol), weild-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 176.5 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 6.9 min, AUC = 99.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 5 10.01 (dd, J =8.5, 1.7 Hz, 1H), 9.35 (dd, J=5.0, 1.7 Hz, 1H),
9.25 (dd, J=4.9, 1.6 Hz, 1H), 8.97 (dd, J=8.2, 1.7 Hz, 1H), 8.71 (d, J=0.9 Hz, 1H),
8.26 - 8.05 (m, 1H), 7.49 - 7.38 (m, 3H), 7.34 - 7.27 (m, 2H), 6.27 (ddd, J=9.4, 4.0, 1.0 Hz,
1H), 3.51 (dd, J=14.0, 4.0 Hz, 1H), 3.21 (dd, J =14.0, 9.4 Hz, 1H).

3C-NMR (75 MHz, CD;0D): & 166.96, 150.13, 149.80, 143.55, 141.81, 140.11, 131.68,
131.05, 129.44, 128.70, 126.41, 125.04, 118.50, 118.19, 69.27, 42.75.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C21H17FN4O+H"] 361.1459; gef.: 361.1457.
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N-(4-Fluorphenyl)-3-hydroxy-3-(phenanthridin-6-yl)propanimidamid Hydrochlorid 4b

4b
C22H19CIFN30O
[395.1201 g/mol]

4b wurde gemall AAV 4 aus 49.7 mg (0.20 mmol) der Verbindung 3b hergestellt.
Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam
zugegeben, bevor finf Minuten gerihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal
mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengréfe 4) abgesaugt. Der erhaltene
Feststoff wurde in Methanol geldst und das Lésungsmittel anschlieRend unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 37 % (29.0 mg, 0.07 mmol), weill-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 139.6 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 8.2 min, AUC = 98.3 %.

'"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 6 8.91 (d, J=8.3 Hz, 1H), 8.81 (d, J=8.0 Hz, 1H), 8.75 (d,
J=8.3 Hz, 1H), 8.28 (d, J=8.0 Hz, 1H), 8.07 (t, J=7.6 Hz, 1H), 7.92 (t, J =7.6 Hz, 1H),
7.89 - 7.80 (m, 2H), 7.44 - 7.37 (m, 2H), 7.34 - 7.26 (m, 2H), 6.24 (dd, J =8.7, 4.3 Hz, 1H),
3.51 (dd, J=14.4,4.4 Hz, 1H), 3.37 - 3.32 (m, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 5 168.18, 135.15, 131.40, 130.47, 129.26 (d, J = 4.3 Hz),
129.21, 129.15, 127.37, 125.87, 124.84, 124.16, 123.78, 118.33 (d, J =23.4 Hz), 69.58, 49.57,
40.79.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C22H18FN3O+H"] 360.1507; gef.: 360.1515.
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3-(8-Bromphenanthridin-6-yl)-N-(4-fluorphenyl )-3-hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 4c

4c
C22H18BrCIFNsO
[473.0306 g/mol]

4c wurde gemall AAV 4 aus 50.0 mg (0.15 mmol) der Verbindung 3¢ mit folgender
Modifikation hergestellt:

Anstelle von 3.00 Aq. Trimethylaluminium (2M in  Toluol) wurden 4.00 Aq.
Trimethylaluminium (2 M in Toluol) eingesetzt.

Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam
zugegeben, bevor finf Minuten gertihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal
mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengréfe 4) abgesaugt. Der erhaltene
Feststoff wurde in Methanol gel6ést und das Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 43 % (31.0 mg, 0.07 mmol), weil-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 174.4 °C.

HPLC (Method 1): tr = 10.9 min, AUC = 98.1 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 5 9.09 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.99 - 8.89 (m, 1H), 8.49 - 8.40 (m,
1H), 8.32 (dd, J =9.0, 2.0 Hz, 1H), 8.05 - 7.93 (m, 1H), 7.49 - 7.41 (m, 3H), 7.35 - 7.25 (m,
3H), 6.32 (dd, J=9.2, 4.3 Hz, 1H), 3.53 (dd, J =14.4, 4.3 Hz, 1H), 3.35 (d, J = 9.3 Hz, 1H).
3C-NMR (75 MHz, CD;0D): & 168.47, 158.87, 143.78, 135.53, 133.65, 130.81, 130.61,
129.90, 129.37, 129.24, 129.12, 126.58, 126.15, 125.18, 123.60, 122.93, 118.47, 118.16,
47.91, 9.25. HR-MS (ESI+): m/z: ber.: [C22H17BrFNsO+H"] 438.0612; gef.: 438.0615.
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3-(8-Chlorphenanthridin-6-yl)-N-(4-fluorphenyl)-3-hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 4d

4d
C22H18CI2FN30O
[429.0811 g/mol]

4d wurde gemal AAV 4 aus 70.0 mg (0.25 mmol) der Verbindung 3d mit folgender
Modifikation hergestellt:

Anstelle von 3.00 Aq. Trimethylaluminium (2M in  Toluol) wurden 4.00 Aq.
Trimethylaluminium (2 M in Toluol) eingesetzt.

Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam
zugegeben, bevor fiinf Minuten gerihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal
mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengréfe 4) abgesaugt. Der erhaltene
Feststoff wurde in Methanol gel6ést und das Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 30 % (20.0 mg, 0.05 mmol), weil-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 167.3 °C.

HPLC (Method 1): tr = 10.5 min, AUC = 96.6 %.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 5 7.26 (d, J =8.9 Hz, 1H), 7.22 - 7.07 (m, 2H), 6.66 - 6.56 (m,
1H), 6.36 (dd, J=8.9, 2.2 Hz, 1H), 6.32 - 6.13 (m, 2H), 5.55 (t, J=8.7 Hz, 2H), 5.48 (d,
J=5.6 Hz, 2H), 4.40 (dd, J=8.0, 4.9 Hz, 1H), 1.67 (dd, J =14.2, 5.0 Hz, 1H), 1.57 (dd,
J=14.2, 8.0 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 5 165.32, 159.74, 143.85, 134.80, 133.31, 132.71, 130.70,
130.44, 129.17,127.37, 126.63, 126.18, 126.02, 125.07, 123.56, 117.74, 117.59, 70.40, 49.57,
27.97.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C22H17CIFN3O+H*] 394.1117; gef.: 394.1119.
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3-(3,8-Difluorphenanthridin-6-yl)-N-(4-fluorphenyl)-3-hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 4e

4e
C22H17CIF3N30
[431.1012 g/mol]

4e wurde gemall AAV 4 aus 94.0 mg (0.33 mmol) der Verbindung 3e mit folgender
Modifikation hergestellt:

Anstelle von 3.00 Ag. Trimethylaluminium (2M in  Toluol) wurden 4.00 Aq.
Trimethylaluminium (2 M in Toluol) eingesetzt.

Die sadulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam
zugegeben, bevor fiinf Minuten gerihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal
mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengréf3e 4) abgesaugt. Der erhaltene
Feststoff wurde in Methanol gel6ést und das Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 4 % (5.00 mg, 0.01 mmol), weil3-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 170.4 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 10.4 min, AUC = 96.9 %.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): 5 11.39 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 8.99 (dd, J = 9.2, 5.4 Hz, 1H),
8.91 (dd, J =9.2, 5.9 Hz, 1H), 8.67 (s, 1H), 8.48 (dd, J = 10.4, 2.7 Hz, 1H), 7.92 (td, J = 8.7,
2.6 Hz, 1H), 7.84 (dd, J=9.7, 2.8 Hz, 1H), 7.72 - 7.64 (m, 2H), 7.42 - 7.37 (m, 3H), 6.56 (s,
1H), 5.98 (s, 1H), 1.72 - 1.40 (m, 2H).

3C-NMR (151 MHz, DMSO- d6): 5 175.55, 171.13 (d, J = 2.0 Hz), 170.72, 170.19, 169.91 (d,
J= 3.5 Hz), 169.49, 152.61 (d, J = 11.8 Hz), 141.06, 140.07, 139.21, 137.56 (d, J = 9.0 Hz),
135.72 (d, J =8.2 Hz), 135.06 (d, J=9.5Hz), 134.19 (d, J= 8.9 Hz), 130.59 - 129.89 (m),
126.59, 126.47 (d, J=9.7 Hz), 123.21 (d, J =20.4 Hz), 120.98 (d, J = 21.7 Hz), 78.32, 48.65
(d, J = 21.0 Hz), 38.50.

HR-MS (ESI+): m/z: ber.: [C22H16F3N3O+H"] 396.1318; gef.: 396.1317.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(3, 4-difluorphenyl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid 7a

7a
C24H16CIF7N20
[616.0839 g/mol]

7a wurde gemall AAV 4 aus 221 mg (0.63 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-y1)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde flnf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrofle 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 85 % (275 mg, 0.53 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 197.4 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 12.4 min, AUC = 98.5 %.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 5 9.06 (s, 1H), 8.71 (d, J =8.8 Hz, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.46 - 8.36
(m, 1H), 8.02 (dd, J=8.8, 1.8 Hz, 1H), 7.47 (dt, J=10.2, 8.7 Hz, 1H), 7.36 (dddd, J=10.8,
71, 5.4, 28 Hz, 2H), 7.19 (ddt, J=8.4, 4.0, 2.0 Hz, 1H), 6.03 (dd, J=9.4, 3.7 Hz, 1H),
3.37 -3.31 (m, 1H), 3.10 (dd, J =14.1,9.4 Hz, 1H).

3C-NMR (75 MHz, CD;0D): 6 167.80, 138.42, 133.98 - 133.62 (m), 133.11, 131.76 (ddd,
J=7.9 5.1, 3.0 Hz), 130.98 - 130.49 (m), 130.32 - 130.08 (m), 129.76 (d, J = 1.4 Hz), 127.56,
126.89, 125.07, 124.26, 122.95 - 122.67 (m), 120.20, 119.95, 119.48 (d, J = 2.3 Hz), 119.30,
119.12, 117.09, 116.83, 105.70 (d, J=1.4 Hz), 105.38, 104.28, 103.94 (d, J =3.7 Hz),
103.59, 68.98, 42.40.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C24H15F7N20+H*] 481.1145; gef.: 481.1150.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-3-hydroxy-N-(3,4, 5-trifluorphenyl)propanimidamid
Hydrochlorid 7b

7b
C24H15CIFgN20
[534.0745 g/mol]

7b wurde gemal AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde flnf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrofie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 85 % (260 mg, 0.49 mmol), weil3-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 203.4 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 12.6 min, AUC = 98.0 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 6 9.06 (s, 1H), 8.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.47 (s, 1H), 8.42 (dd,
J=10.7, 2.2 Hz, 1H), 8.02 (dd, J=8.7, 1.8 Hz, 1H), 7.37 (ddd, J=10.6, 8.7, 2.3 Hz, 1H),
7.24 (dd, J=7.8, 6.0 Hz, 2H), 6.02 (dd, J =9.5, 3.5 Hz, 1H), 3.33 (d, J=3.6 Hz, 1H), 3.09
(dd, J=14.1, 9.5 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;OD): 5 168.08, 163.90, 163.81, 162.26, 162.17, 162.05, 161.96,
160.37, 160.28, 153.86, 152.23, 142.39, 142.29, 140.61, 138.34, 133.87 - 133.71 (m), 133.08,
131.13, 130.76, 130.41 - 130.29 (m), 130.11, 129.90, 129.68, 128.47 (d, J = 3.4 Hz), 126.88,
126.66, 125.07, 124.86, 123.06, 122.85 (d, J=4.4Hz), 119.43, 119.33, 119.08 (d,
J=6.1Hz), 112.88, 112.84, 112.75, 112.72, 105.66, 105.51, 104.12, 103.94 (d, J = 3.7 Hz),
103.77, 68.94, 42.47.

HR-MS (ESI+): m/z: ber.: [C24H14FsN20+H"] 499,1051; gef.: 499.1063.
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N-(4-Cyanphenyl)-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid 7¢

7c
C2s5H17CIFsN3O
[505.0980 g/mol]

7c wurde gemalf AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) der Verbindung
3--(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellit.

Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam
zugegeben, bevor finf Minuten gertihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal
mit Acetonitril gewaschen und getrocknet, um anschliefend mit Methanol umkristallisiert zu

werden.

Ausbeute: 10 % (50.0 mg, 0.10 mmol), weiler Feststoff.

Schmelzpunkt: 217.1 °C.

HPLC (Methode 1): tr=12.2 min, AUC = 98.6 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 69.12 (s, 1H), 8.69 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.52 - 8.45 (m, 2H), 8.03
(d, J=8.5Hz, 1H), 7.93 (d, J =8.0 Hz, 2H), 7.52 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.41 (t, J = 9.4 Hz, 1H),
6.01 (d, J =7.0 Hz, 1H), 3.35 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 3.13 (dd, J = 13.9, 9.6 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 6 167.40, 163.94 (d, J =13.6 Hz), 162.29 (d, J =13.1 Hz),
162.05 (d, J=13.6 Hz), 160.38 (d, J =13.6 Hz), 144.34, 139.73, 138.35, 135.50, 134.64,
134.21, 133.87, 133.14, 130.89, 130.18, 129.97, 127.42, 126.71, 125.01, 124.87, 122.99 (d,
J=3.8 Hz), 120.98, 119.41 (d, J = 15.3 Hz), 119.16 (d, J = 6.0 Hz), 118.79, 115.00, 113.83,
105.66 (dd, J =23.2, 4.1 Hz), 104.02 (dd, J = 28.6, 24.8 Hz), 69.13, 58.29 - 56.75 (m), 49.57,
42.67.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C2sH16F5N3O+H"] 470.1286; gef.: 470.1292.
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N-(4-bromphenyl)-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid 7d

7d
C24H17BrCIFsN20
[658.0133 g/mol]

7d wurde gemal AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde funf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und uber eine Glasfritte
(Porengrofie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliellend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 77 % (244 mg, 0.44 mmol), weil-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 241.1 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 12.7 min, AUC = 97.0 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 5 11.95 (s, 1H), 9.91 (s, 1H), 9.27 (s, 1H), 9.03 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 8.85 - 8.79 (m, 2H), 8.39 (s, 1H), 8.00 (dd, J=8.9, 1.8 Hz, 1H), 7.77 - 7.71 (m, 2H),
7.61-7.56 (m, 1H), 7.34 - 7.29 (m, 2H), 7.24 - 7.20 (m, 1H), 6.03 (dd, J = 10.5, 3.6 Hz, 1H),
3.33-3.22 (m, 1H), 2.97 (dd, J = 13.6, 10.3 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): & 167.26, 163.85 (d, J=13.1 Hz), 162.12 (dd, J=27.8,
13.1 Hz), 160.35 (d, J=13.6 Hz), 138.41, 134.64, 134.48, 134.40, 134.09, 133.82 (dd,
J=10.4, 4.9 Hz), 133.15, 131.57, 130.85 - 130.72 (m), 130.32, 130.10, 129.88 (d, J = 3.3 Hz),
129.67, 128.60, 126.90, 126.67, 126.04, 125.03, 124.87, 123.83, 123.64, 122.87, 119.41 (dd,
J=15.3, 2.2 Hz), 119.16, 105.57 (d, J =27.8 Hz), 104.23 - 103.65 (m), 69.05, 49.57, 42.45.
HR-MS (ESI+): m/z: ber.: [C24H16BrFsN20+H*] 523.0439; gef.: 523.0439.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(3-fluorop henyl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid 7e

Te
C24H17CIFsN20
[498.0934 g/mol]

7e wurde gemal AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben wurde, wurde finf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und uber eine Glasfritte
(Porengrofie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliellend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 57 % (163 mg, 0.33 mmol), weil-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 206.5 °C,

HPLC (Methode 1): tr = 12.5 min, AUC = 98.6 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 11.99 (s, 1H), 9.95 (s, 1H), 9.28 (s, 1H), 9.02 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 8.93 - 8.79 (m, 2H), 8.40 (s, 1H), 8.02 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.75 - 7.53 (m, 2H), 7.34 - 7.16
(m, 3H), 6.85 (dd, J =11.5, 6.8 Hz, 1H), 6.04 (dd, J =10.1, 3.6 Hz, 1H), 3.27 (dd, J = 13.6,
3.6 Hz, 1H), 3.06 - 2.92 (m, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 5 167.28, 165.53, 165.28, 163.90 (d, J= 3.3 Hz), 163.83,
163.63, 162.23 (d, J=13.1 Hz), 162.03 (d, J=13.1 Hz), 160.35 (d, J =13.6 Hz), 138.36,
136.74 (d, J=9.8 Hz), 134.35 (d, J=9.2 Hz), 133.83 (dd, J=10.4, 4.9 Hz), 133.14, 133.05,
130.86 - 130.74 (m), 130.01 (q, J=32.4 Hz), 126.88, 126.66, 125.05, 124.86, 122.89 (q,
J=4.0 Hz), 122.64 (d, J= 3.4 Hz), 119.92 (d, J = 3.3 Hz), 119.40 (d, J = 13.6 Hz), 119.16 (d,
J=6.0 Hz), 117.29, 117.15, 116.70 (d, J = 21.3 Hz), 114.25, 114.08, 111.59 (d, J = 25.6 HZz),
105.59 (dd, J =23.2, 4.1 Hz), 103.96 (dd, J = 28.6, 24.8 Hz), 69.06, 49.57, 42.51.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C24H16FsN20+H*] 463.1240; gef.: 463.1240.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-3-hydroxy-N-(2-iodphenyl)propanimidamid
Hydrochlorid 7f

7f
C24H417CIF5IN20
[605.9994 g/mol]

7f wurde gemal AAV 4 aus 275 mg (0.78 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-y1)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde flnf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und uber eine Glasfritte
(Porengrof’e 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliellend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 47 % (217 mg, 0.36 mmol), brauner Feststoff.

Schmelzpunkt: 273.3 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 13.0 min, AUC = 100.0 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 6 9.08 (s, 1H), 8.71 (d, J =7.2 Hz, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.43 (d,
J=10.5 Hz, 1H), 8.04 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 7.56 (s, 1H), 7.38 (s, 2H), 7.26 (d, J = 7.0 Hz, 1H),
6.07 (s, 1H), 3.34 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 3.19 (s, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): & 167.50, 163.81 (d, J=13.1 Hz), 162.09 (dd, J=24.8,
13.4 Hz), 160.33 (d, J = 13.1 Hz), 141.84 (d, J =4.5 Hz), 138.28, 137.67, 133.82 (dd, J = 10.1,
5.2 Hz), 133.14, 132.54, 131.54, 130.89 - 130.74 (m), 129.95 (q, J = 32.4 Hz), 129.42, 128.42,
126.86, 126.62, 125.05, 124.82, 123.02, 122.84 (d, J=3.5Hz), 119.43 (d, J =13.6 Hz),
119.31 (d, J =5.4 Hz), 105.52 (dd, J =23.2, 4.1 Hz), 103.91 (i, J =25.9 Hz), 97.61, 69.06,
58.30, 41.88.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C24H16F5IN20+H"] 571.0300; gef.: 571.0296.
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N-(4-Brom-3-methoxyphenyl)-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl Jpohenanthren-9-yl)-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7g

79
C25H19BrCIFsN202
[688.0239 g/mol]

7g wurde gemal AAV 4 aus 120 mg (0.34 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam
zugegeben, bevor funf Minuten gertihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal
mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengréfe 4) abgesaugt. Der erhaltene
Feststoff wurde in Methanol gel6ést und das Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 7 % (15.0 mg, 0.03 mmol), weilter Feststoff.

Schmelzpunkt: 250.4 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 13.3 min, AUC = 97.4 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 6 9.03 (s, 1H), 8.71 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.47 (s, 1H), 8.39 (d,
J=10.5 Hz, 1H), 8.02 (d, J =7.4 Hz, 1H), 7.68 (d, J=6.9 Hz, 1H), 7.36 (t, J = 9.3 Hz, 1H),
6.97 (s, 1H), 6.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.05 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.94 - 3.88 (m, 3H), 3.33 (d,
J=13.0 Hz, 1H), 3.13 (t, J = 11.0 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): & 167.50, 163.81 (d, J=13.1 Hz), 162.09 (dd, J=24.8,
13.4 Hz), 160.33 (d, J = 13.1 Hz), 141.84 (d, J =4.5 Hz), 138.28, 137.67, 133.82 (dd, J = 10.1,
5.2 Hz), 133.14, 132.54, 131.54, 130.89 - 130.74 (m), 129.95 (q, J = 32.4 Hz), 129.42, 128.42,
126.86, 126.62, 125.05, 124.82, 123.02, 122.84 (d, J=3.5Hz), 119.43 (d, J =13.6 Hz),
119.31 (d, J =5.4 Hz), 105.52 (dd, J =23.2, 4.1 Hz), 103.91 (t, J =25.9 Hz), 97.61, 69.06,
58.30, 41.88.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C2sH18BrFsN202+H*] 553.0545; gef.: 553.0552.
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N-(4-Brom-3-fluorphenyl)-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl )Jophenanthren-9-yl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid 7h

7h
C24H16BrCIFsN20O
[576.0039 g/mol]

7h wurde gemal AAV 4 aus 250 mg (0.71 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde flnf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrof’e 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 85 % (350 mg, 0.61 mmol), weil-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 207.1 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 13.2 min, AUC = 96.6 %.

'"H-NMR (600 MHz, CD;0D): & 8.98 (s, 1H), 8.62 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.33 (d,
J=10.6 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.73 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.28 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 7.19
(d, J=8.8 Hz, 1H), 7.05 (t, J = 10.0 Hz, 1H), 5.96 - 5.91 (m, 1H), 3.25 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 3.02
(dd, J = 14.0, 9.6 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): & 167.52, 163.85 (d, J=13.1 Hz), 162.11 (dd, J=29.7,
13.4 Hz), 161.76, 161.48, 160.34 (d, J = 13.6 Hz), 160.11, 159.83, 138.36, 136.41, 136.18,
136.11, 136.05, 133.80 (dd, J =10.4, 4.9 Hz), 133.11, 130.85 - 130.68 (m), 130.00 (q,
J=324Hz), 126.89, 128.52 - 122.99 (m), 125.04, 12413 (d, J=3.7 Hz), 122.84 (d,
J=4.4Hz), 121.06, 119.39 (dd, J=15.3, 2.2 Hz), 119.12 (d, J =5.3 Hz), 115.58, 115.42,
112.51 (d, J =25.6 Hz), 110.59, 110.45, 105.56 (dd, J =23.4, 4.4 Hz), 103.94 (dd, J = 28.4,
24.5 Hz), 69.00, 49.57, 42.51.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C24H15BrFsN20+H*] 541.0345; gef.: 541.0345.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl )ohenanthren-9-yl)-N-(4-fluor-2,6-dimet hylphenyl )-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7i

F
F OH NH
N
H
e

CF3

7i
C26H21CIFsN20
[626.1247 g/mol]

7i wurde gemall AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.
Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde mit Methanol

umkristallisiert.

Ausbeute: 38 % (115 mg, 0.22 mmol), weilRer Feststoff.

Schmelzpunkt: 217.4 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 13.3 min, AUC = 96.1 %.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 6 9.08 (s, 1H), 8.74 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.44 (d,
J=10.7 Hz, 1H), 8.02 (dd, J = 8.8, 1.8 Hz, 1H), 7.44 - 7.31 (m, 1H), 7.00 (d, J =9.1 Hz, 2H),
6.01 (dd, J=9.8, 3.7 Hz, 1H), 3.47 - 3.30 (m, 1H), 3.14 (dd, J = 14.1, 9.9 Hz, 1H), 2.26 (d,
J = 3.4 Hz, 6H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 6 167.69, 164.89, 163.86 (d, J = 13.1 Hz), 163.25, 162.13 (dd,
J=26.4, 13.4Hz), 160.37 (d, J=13.1 Hz), 142.35, 139.97 (d, J=9.4 Hz), 139.79 (d,
J=9.4 Hz), 138.61, 133.86 (dd, J =10.1, 5.2 Hz), 133.17, 130.90 - 130.79 (m), 130.00 (q,
J =327 Hz), 128.50 - 128.38 (m), 127.19, 126.94, 126.68, 125.04 (q, J = 3.5 Hz), 124.88,
123.08, 122.86 (q, J = 4.4 Hz), 119.90, 119.52, 119.41 (d, J = 2.7 Hz), 119.25 (d, J = 6.0 Hz),
118.13, 116.98, 116.80 (d, J =3.2 Hz), 116.65 (d, J = 3.2 Hz), 105.63 (d, J = 4.2 Hz), 105.48
(d, J =4.3 Hz), 103.93 (dd, J = 28.6, 24.8 Hz), 69.33, 58.33, 49.57, 41.89, 18.36, 18.01, 17.94,
0.78.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C26H20FsN20+H*] 491.1553; gef.: 491.1560.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl )ohenanthren-9-yl)-N-(2-fluor-6-methylphenyl )-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7j

7j
C25H19CIFsN20
[512.1090 g/mol]

7j wurde gemall AAV 4 aus 140 mg (0.40 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde flnf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrolie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 14 % (41.0 mg, 0.08 mmol), weilRer Feststoff.

Schmelzpunkt: 196.7 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 12.7 min, AUC = 98.6 %.

'"H-NMR (600 MHz, CD;0D): & 9.11 (s, 1H), 8.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.52 (s, 1H), 8.47 (d,
J=10.6 Hz, 1H), 8.04 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.45 - 7.37 (m, 2H), 7.23 (d, J =7.7 Hz, 1H), 7.16
(t, J =9.0 Hz, 1H), 6.00 (s, 1H), 3.39 (s, 1H), 3.18 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 2.30 (s, 3H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 6 167.91, 162.18 (d, J= 14.3 Hz), 159.92, 158.26, 139.47,
138.28, 133.18, 132.38, 132.14 (d, J = 8.9 Hz), 128.11 (d, J = 3.3 Hz), 126.72 (d, J = 12.6 Hz),
125.03, 122.92, 119.63 - 119.16 (m), 115.37 (d, J = 19.6 Hz), 105.72 - 105.44 (m), 103.96 (dd,
J=28.3, 24.5 Hz), 69.31, 49.57, 17.35.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C2sH18FsN20+H"] 477.1396; gef.: 477.1398.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(3-fluor-2-methylphenyl )-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7k

7k
C25H19CIFsN20
[512.1090 g/mol]

7k wurde gemal AAV 4 aus 150 mg (0.43 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril mit folgender Modifikation hergestellt:

Anstelle  von 3.00 Ag. Trimethylaluminium (2M in  Toluol) wurden 4.00 Aq.
Trimethylaluminium (2 M in Toluol) eingesetzt. Die saulenchromatografische Reinigung an
Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels
Flashtechnik. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam zugegeben, bevor finf Minuten gerihrt wurde.
Der entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitrii gewaschen und Uber eine
Glasfritte (Porengrolie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und

das Losungsmittel anschlieRend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 3 % (5.00 mg, 0.01 mmol), weiler Feststoff.

Schmelzpunkt: 207.5 °C.

HPLC (Methode 1): tR = 14.1 min, AUC = 95.0 %.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 69.12 (s, 1H), 8.72 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 15.3 Hz, 2H),
8.09 -7.99 (m, 1H), 7.48 - 7.32 (m, 2H), 7.24 (t, J= 8.8 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.01
(dd, J= 9.5, 3.8 Hz, 1H), 3.45 - 3.34 (m, 1H), 3.21 - 3.07 (m, 1H), 2.22 (d, J = 2.1 Hz, 3H).
3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 6 166.33, 162.79, 162.51 (d, J =13.6 Hz), 161.16, 160.92,
160.67 (d, J=10.4 Hz), 158.98 (d, J=13.6 Hz), 142.34 (dd, J=43.9, 21.8 Hz),
137.15-137.01 (m), 133.89 (d, J = 6.8 Hz), 132.58 - 132.38 (m), 131.77, 129.49 (t, J = 4.0 Hz),
128.76, 128.54, 128.28, 125.33 (d, J =14.9 Hz), 123.64, 123.47, 123.19 (d, J =18.7 Hz),
122.44 (d, J = 0.8 Hz), 121.57 (d, J =4.1 Hz), 118.10 (d, J = 1.4 Hz), 118.00 (d, J = 1.4 Hz),
117.81 (d, J=5.2 Hz), 116.04 (d, J =22.6 Hz), 104.44 - 104.04 (m), 102.59 (dd, J = 28.6,
24.2 Hz), 67.83, 48.17, 40.75.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C25H1sFsN20+H*] 477.1396; gef.: 477.1395.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl )ohenanthren-9-yl)-N-(4'-fluor-[1,1'-bipheny!]-4-yl)-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 71

71
C30H21CIFsN20
[574.1247 g/mol]

71 wurde gemafl AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde flnf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrolie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 64 % (210 mg, 0.37 mmol), weilRer Feststoff.

Schmelzpunkt: 217,5 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 14.0 min, AUC = 96.3 %.

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 5 11.89 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 9.28 (s, 1H), 9.03 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 8.84 (d, J = 11.3 Hz, 2H), 8.41 (s, 1H), 8.03 (dd, J = 8.8, 1.8 Hz, 1H), 7.88 - 7.67 (m, 6H),
7.47 - 7.26 (m, 4H), 6.05 (dd, J=10.4, 3.7 Hz, 1H), 3.31 - 3.23 (m, 1H), 3.01 (dd, J = 13.6,
10.1 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): 5 164.66, 162.96, 161.34, 158.15, 138.88, 138.33, 135.44,
135.42, 133.63, 131.71, 129.02, 128.80, 128.75, 128.15, 127.67, 127.45, 126.58, 125.75,
125.29, 123.68, 123.49, 122.30, 117.71, 117.60, 116.03, 115.89, 105.66, 103.54 (d,
J=24.9 Hz), 67.26, 41.48, 40.06.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [CaoH20FsN20+H"] 539.1553; gef.: 539.1554.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(4-(4,4-difluorpiperidin-1-yl) phenyl)-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7m

m
C29H25CIF7N3O
[599.1574 g/mol]

7m wurde geman AAV 4 aus 120 mg (0.34 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-
(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestelit.

Die saulenchromatografische Reinigung an RP-18 Kieselgel erfolgte mit einem
Laufmittelgemisch aus Wasser und Acetonitril mittels Flashtechnik. Das Lésungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam zugegeben, bevor finf
Minuten gerihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril
gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengrélie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde

in Methanol geldst und das Lésungsmittel anschlieend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 13 % (26 mg, 0.04 mmol), weiler Feststoff.

Schmelzpunkt: 190.8 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 13.7 min, AUC = 96.4 %.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 6 9.10 (s, 1H), 8.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.47 (d, J = 14.1 Hz, 2H),
8.03 (dd, J=8.8, 1.8 Hz, 1H), 7.48 - 7.22 (m, 5H), 6.02 (dd, J=9.2, 3.8 Hz, 1H), 3.55 (q,
J =5.6 Hz, 4H), 3.34 (s, OH), 3.28 (d, J =3.9 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 14.1, 9.1 Hz, 1H), 2.21 (i,
J=13.5, 5.8 Hz, 4H).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): 6 167.05, 163.86 (d, J=13.2 Hz), 162.30 - 161.95 (m),
160.40, 150.93, 138.39, 134.00 - 133.70 (m), 133.18, 130.81 (t, J = 3.5 Hz), 130.10, 129.89,
127.68, 127.29, 126.86, 126.67, 125.03 (d, J=2.1 Hz), 124.87, 122.89 (d, J = 3.9 Hz),
124.44 - 118.01 (m), 119.42 (d, J=15.4 Hz), 119.21 - 118.98 (m), 105.59 (dd, J =23.4,
3.6 Hz), 103.96 (dd, J = 28.4, 24.8 Hz), 69.06, 47.93, 42.19, 34.19 (t, J = 23.4 Hz).

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C29H24F7N3O+H"] 564.1880; gef.: 564.1880.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(5-(4-fluorphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7n

7n
C26H17CIFsN4O2
[666.0944 g/mol]

7n wurde gemaf AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yI)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Die saulenchromatografische Reinigung an RP-18 Kieselgel erfolgte mit einem
Laufmittelgemisch aus Wasser und Acetonitril mittels Flashtechnik. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam zugegeben, bevor funf
Minuten gerihrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril
gewaschen und Uber eine Glasfritte (Porengrélie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde

in Methanol geldst und das Lésungsmittel anschliellend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 13 % (40.8 mg, 0.07 mmol), weilRer Feststoff.

Schmelzpunkt: 188.8 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 16.0 min, AUC = 100.0 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 9.34 (s, 2H), 9.27 (s, 1H), 8.90 (s, 1H), 8.82 (d, J =11.2 Hz,
1H), 8.63 (d, J =8.8 Hz, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.11 (d, J=8.7 Hz, 1H), 8.06 - 7.95 (m, 2H),
7.77 - 7.64 (m, 1H), 7.43 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 5.93 (dd, J =9.4, 3.4 Hz, 1H), 4.98 (s, 8H), 3.03
(dd, J =14.2, 3.5 Hz, 1H), 2.85 (dd, J = 14.1, 9.4 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): 6 166.46, 166.21, 164.45, 162.80, 161.53 (d, J = 13.6 Hz),
159.90 (d, J=13.6 Hz), 159.68 (d, J=14.2 Hz), 158.09, 158.01 (d, J =14.3 Hz), 138.90,
131.88, 131.68 (dd, J=10.5, 5.1 Hz), 128.98 - 128.85 (m), 128.35 (d, J = 8.7 Hz), 127.46,
127.25, 127.07, 125.79, 125.26, 123.80 (d, J = 2.7 Hz), 123.45, 122.25 (d, J = 3.8 Hz), 121.65,
120.80 (d, J=3.3 Hz), 117.71, 117.61, 116.89 (d, J =6.0 Hz), 116.56, 116.41, 105.40 (dd,
J=23.0, 3.9 Hz), 103.25 (dd, J = 28.6, 24.3 Hz), 67.69, 44.54, 40.05.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C26H16FsN4O2+H"] 531.1250; gef.: 531.1250.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(6-fluorpyridin-3-yl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid 70

70
C23H16CIFsN3O
[499.0886 g/mol]

70 wurde gemal AAV 4 aus 250 mg (0.71 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde flnf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrof’e 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 39 % (140 mg, 0.28 mmol), brauner Feststoff.

Schmelzpunkt: 248.2 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 11.7 min, AUC = 98.1 %.

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): & 12.03 (s, 1H), 10.02 (s, 1H), 9.27 (s, 1H), 9.08 - 8.95 (m,
2H), 8.83 (d, J =11.0 Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.27 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.02 (t, J = 7.6 Hz, 2H),
7.84 -7.65 (m, 1H), 7.52 -7.37 (m, 1H), 6.54 (s, 1H), 6.06 (dd, J = 10.4, 3.3 Hz, 1H), 3.29 (dd,
J=13.6, 3.3 Hz, 1H), 2.97 (dd, J = 13.5, 10.3 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): 6 166.44, 166.15, 162.76, 161.66 (d, J = 13.1 Hz), 161.19,
159.87 (dd, J =49.0, 13.6 Hz), 158.04 (d, J = 14.2 Hz), 145.23 (d, J = 16.3 Hz), 140.31 (d,
J=8.7 Hz), 138.31, 131.82 (dd, J=10.6, 5.7 Hz), 131.61, 129.67 (d, J =4.4 Hz), 128.93,
127.46 (q, J=32.2 Hz), 127.05, 126.79, 125.24, 123.55, 123.44, 122.15 (d, J = 3.8 Hz),
121.63, 117.62 (d, J = 14.7 Hz), 117.43 (d, J = 6.5 Hz), 111.04 (d, J = 39.8 Hz), 105.47 (dd,
J=23.2, 4.1 Hz), 103.34 (dd, J = 28.9, 24.5 Hz), 67.07, 41.35, 41.06.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C23H15FsN3O+H*] 464.1192; gef.: 464.1201.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(4-fluorbenzyl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid 7p

P
C25H19CIFsN20
[512.1090 g/mol]

7p wurde gemal AAV 4 aus 120 mg (0.34 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril mit folgender Modifikation hergestellt:

Anstelle von 3.00 Ag. Trimethylaluminium (2 M in Toluol) wurden 2.00 Aq. Trimethylaluminium
(2 M in Toluol) eingesetzt. Die sdulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit
einem Laufmittelgemisch aus Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik.
HCl/Diethylether wurde langsam zugegeben, bevor finf Minuten gerihrt wurde. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrolie 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 26 % (46.0 mg, 0.09 mmol), weilRer Feststoff.

Schmelzpunkt: 203.2 °C.

HPLC (Methode 1): tr=12.6 min, AUC = 100.0 %.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 5 9.10 (s, 1H), 8.64 (d, J=8.8 Hz, 1H), 8.47 (d, J =10.7 Hz,
1H), 8.41 (s, 1H), 8.01 (dd, J=8.7, 1.8 Hz, 1H), 7.40 (ddd, J=10.8, 8.9, 2.3 Hz, 1H),
7.36 - 7.26 (m, 2H), 7.11 - 6.98 (m, 2H), 5.92 (dd, J=19.0, 4.0 Hz, 1H), 4.49 (d, J=2.6 Hz,
2H), 3.21 (dd, J=14.2, 4.0 Hz, 1H), 3.04 (dd, J=14.2, 9.0 Hz, 1H).

13C-NMR (75 MHz, CD;0D): 5 166.62, 162.38, 138.22, 133.14, 131.71, 130.82 (d, J = 8.4 Hz),
126.80, 124.98, 122.93, 119.89 - 118.86 (m), 116.80, 116.51, 106.26 - 105.16 (m),
104.56 - 103.30 (m), 69.09, 57.48, 46.39, 42.19.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C25H1sFsN20+H™] 477.1396; gef.: 477.1400.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-3-hydroxy-N-neopentylpropanimidamid
Hydrochlorid 7q

7q
C23H24CIFsN20
[474.1497 g/mol]

7q wurde gemal AAV 4 aus 200 mg (0.57 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Nachdem HCI/Diethylether langsam zugegeben worden war, wurde finf Minuten gerthrt. Der
entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und Uber eine Glasfritte
(Porengrofle 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol gelést und das

Lésungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 39 % (105 mg, 0.22 mmol), weilRer Feststoff.

Schmelzpunkt: 213.7 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 14.7 min, AUC = 100.0 %.

'"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 6 9.50 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 9.25 (s, 1H), 8.92 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
8.81 (dd, J=11.3, 2.3 Hz, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.01 (dd, J=8.8, 1.8 Hz, 1H), 7.70 (ddd,
J=11.0, 9.0, 2.2 Hz, 1H), 6.34 (d, J=4.2Hz, 1H), 5.93 - 5.83 (m, 1H), 3.13 (td, J=9.9,
5.6 Hz, 3H), 2.94 (dd, J =13.8, 9.9 Hz, 1H), 0.91 (s, 9H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 5 165.10, 161.77, 160.22, 159.90, 158.23, 158.14, 138.30,
131.92, 131.85, 129.08, 127.71, 127.49, 126.75, 125.39, 123.76, 123.59, 122.23, 117.78,
117.68, 105.61, 105.45, 103.63, 103.46, 103.27, 67.38, 52.65, 40.99, 40.06, 32.70, 26.87.
HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C23H23F5sN20+H"] 439.1803; gef.: 439.1811.
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3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl Johenanthren-9-yl)-N-(3, 3-difluorcyclobutyl!)-3-hydroxypropanimidamid

Hydrochlorid 7r

7r
C22H1s8CIF7N20
[494.0996 g/mol]

7r wurde gemafll AAV 4 aus 105 mg (0.30 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. Das Loésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam zugegeben, bevor funf Minuten
geruhrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und
Uber eine Glasfritte (PorengréflRe 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol

geldst und das Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 13 % (19.0 mg, 0.04 mmol), weil3-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 177.5 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 8.2 min, AUC = 98.3 %.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): 5 10.48 - 10.44 (m, 1H), 9.70 (s, 1H), 9.27 (d, J =1.9 Hz, 1H),
8.98 (s, 1H), 8.95 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.82 (dd, J = 11.3, 2.4 Hz, 1H), 8.33 (s, 1H), 8.01 (dd,
J=8.8, 1.8 Hz, 1H), 7.71 (ddd, J =10.9, 8.9, 2.3 Hz, 1H), 6.39 (d, J =4.5 Hz, 1H), 5.90 (dt,
J=10.8, 4.2 Hz, 1H), 4.11 (p, J = 6.8 Hz, 1H), 3.21 - 3.10 (m, 1H), 3.08 (dd, J = 13.9, 3.8 Hz,
1H), 2.90 - 2.80 (m, 2H), 2.77 (dd, J = 13.8, 10.3 Hz, 1H).

BC-NMR (151 MHz, DMSO-d6): &6 164.56, 161.73, 161.63, 160.10, 160.01, 159.78,
159.71 - 159.63 (m), 158.09 (d, J =3.9 Hz), 158.01, 138.39, 131.88, 131.85, 131.82, 131.64,
128.94, 127.58, 127.37, 126.78, 125.28, 123.60, 123.47, 122.18, 120.60, 118.82, 117.67,
117.56, 117.41, 116.95, 105.57, 105.43, 103.53, 103.36, 103.16 (q, J = 6.5 Hz), 67.04, 41.47,
41.31, 41.16, 41.03, 40.06, 36.45, 36.40, 36.33, 36.28.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C22H17F7N20+H"] 459.1302; gef.: 459.1306.
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N-(Bicyclo[1.1.1]pentan-1-yl)-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7s

7s
C23H20CIFsN20
[470.1184 g/mol]

7s wurde gemal AAV 4 aus 141 mg (0.40 mmol) 3-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-
9-yl)-3-hydroxypropannitril hergestellt.

Die saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (10 %) mittels Flashtechnik. Das Loésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. HCI/1,4 Dioxan wurde langsam zugegeben, bevor funf Minuten
geruhrt wurde. Der entstandene Niederschlag wurde zweimal mit Acetonitril gewaschen und
Uber eine Glasfritte (Porengréfl’e 4) abgesaugt. Der erhaltene Feststoff wurde in Methanol

geldst und das Lésungsmittel anschlielend unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 15 % (29.0 mg, 0.06 mmol), weilker Feststoff.

Schmelzpunkt: 145.5 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 12.3 min, AUC = 98.7 %.

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 5 10.31 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 9.28 (s, 1H), 8.94 - 8.77 (m, 2H),
8.31 (s, 1H), 8.16 - 7.98 (m, 2H), 7.83 - 7.64 (m, 1H), 6.33 (d, J =4.2 Hz, 1H), 5.93 - 5.74 (m,
1H), 3.09 - 2.95 (m, 1H), 2.82 - 2.70 (m, 1H), 2.57 (s, 1H), 2.20 (s, 6H).

3C-NMR (75 MHz, CD;0D): & 166.16, 138.27, 133.88, 133.15, 130.74, 130.17, 129.74,
126.84, 124.93, 123.96, 122.86, 119.49, 119.19, 105.68, 105.43, 104.28, 103.90, 103.57,
68.94, 52.73, 49.15, 42.42, 25.72.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C23H19FsN20+H*] 435.1490; gef.: 435.1490.
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N-(1H-Benz[d]imidazol-2-yl)-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl)phenant hren-9-yl)-3-

hydroxypropanimidamid Hydrochlorid 7v

v
C24H16CIFsN20
[478.0871 g/mol]

7v wurde angelehnt an eine Vorschrift von Peng et al. hergestellt.?28

7f (60 mg, 0.1 mmol, 1.0 Ag.) wurde in Wasser (1.5 mL/mmol) gelést. Kupfer(l)oxid (5 mol%)
und N,N“-Dimethylethylendiamin (10 mol%) wurden zugegeben, gefolgt von Kaliumcarbonat
(2.0 Aq.). Das Reaktionsgemisch wurde in einem vorgeheizten Olbad fir 30 h bei 100 °C
gerthrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser
(83 mL/mmol) abgebrochen. Anschlielend wurde zweimal mit Ethylacetat (5 mL/mmol)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und
anschlieRend filtriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die
saulenchromatografische Reinigung an Silicagel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Cyclohexan und Ethylacetat mittels Flashtechnik. Das L&sungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Es wurde HCI/Diethylether zugegeben und es wurde
anschlieend fur 5 Minuten geruhrt. Das Lésungsmittel wurde erneut unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 53 % (26.8 mg, 0.06 mmol), gelber Feststoff.

Schmelzpunkt: 308.4 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 12.2 min, AUC = 96.2 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 5 9.11 (s, 1H), 8.62 (d, J=8.6 Hz, 1H), 8.45 (d, J =10.6 Hz,
1H), 8.32 (s, 1H), 8.05 (d, J =8.6 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.58 (dd, J =5.9, 2.8 Hz,
2H), 7.34 (t, J =9.3 Hz, 1H), 6.10-6.05 (m, 1H), 3.84 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 3.61 (dd, J =15.0,
8.1 Hz, 1H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0D): 6 163.86 (d, J=13.1Hz), 162.09 (dd, J=39.5, 13.4 Hz),
160.28 (d, J=13.6 Hz), 152.23, 138.12, 133.82, 133.06, 132.45, 130.88, 130.17, 129.95,
127.37, 126.66, 126.36, 125.13 (d, J=3.3 Hz), 124.86, 123.04 (d, J=4.4 Hz), 119.32 (d,
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J=16.9 Hz), 118.72 (d, J=6.5Hz), 114.70, 105.58 (dd, J=23.4, 4.4 Hz), 103.93 (dd,
J =28.6, 24.8 Hz), 68.70, 49.57, 36.63.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C24H15FsN20+H*] 443.1177; gef.: 443.1182.

5.6.2 AAV 5: Synthese der 3-Hydroxypropanamidine (7t, 7u)

Die 3-Hydroxypropanamidine 7t und 7u wurden angelehnt an eine Vorschrift von Pinto et al.

hergestellt.?2°

Zu einer Suspension von  Methyl-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-
3-hydroxypropanimidat (1.0 Aq.) in trockenem DCM (10 mL) wurde das entsprechende Amin
(1.0 Aq.) unter Eiskiihlung zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt, wobei sich zunachst eine klare Ldsung bildete, aus der sich im
weiteren Verlauf ein weilRer Feststoff abschied. Der Feststoff wurde abfiltriert und mit
Methanol/Diethylether umkristallisiert. Die saulenchromatografische Reinigung an RP-18
Kieselgel erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus Wasser und Acetonitrii mit 0.1 %
Ameisensaure mittels Flashtechnik. Das aufgearbeitete Produkt wurde in 1,4-Dioxan geldst,
bevor HCI/1,4-Dioxan (0.5 mL) unter Eisklihlung zugegeben wurde. Es wurde 30 min bei RT

gerihrt. Das Lésungsmittel wurde erneut unter vermindertem Druck entfernt.
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N,N-Dibutyl-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl Jphenanthren-9-yl)-3-hydroxypropanimidamid Hydrochlorid
7t

HCI
F OH NH

SO0R Oh
0L
CF3

7t
C26H30CIF5N20
[516.1967 g/mol]

7t wurde gemall AAV 5 aus 176 mg (0.50 mmol)
Methyl-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl) phenanthren-9-yl)-3-hydroxypropanimidat hergestellt.

Ausbeute: 13 % (27.0 mg, 0.05 mmol), weill-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 177.9 °C,

HPLC (Method 1): tr = 14.9 min, AUC = 95.3 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 6 9.10 (s, 1H), 8.66 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.46 (d, J = 10.6 Hz, 1H),
8.41 (s, 1H), 8.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 5.96 (s, 1H), 3.48 - 3.40 (m, 1H),
3.37 (dd, J=17.0, 7.6 Hz, 2H), 3.25 (d, J = 15.1 Hz, 3H), 1.51 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 1.36 - 1.29
(m, 4H), 1.22 (q, J =7.2 Hz, 2H), 1.15 (t, J=7.1 Hz, 1H), 0.93 (t, J =7.2 Hz, 3H), 0.86 (i,
J=7.2 Hz, 3H).

13C-NMR (151 MHz, CD;0D): 6 163.96, 162.54, 162.45, 160.90, 160.81, 160.64, 160.55,
158.97, 158.88, 136.64, 132.44, 132.41, 132.38, 132.34, 131.76, 131.02, 129.42, 129.40,
129.37, 129.20, 129.01, 128.79, 128.58, 128.46, 128.36, 127.02, 125.28, 125.22, 123.79,
123.42, 121.66, 121.63, 121.61, 121.58, 118.00, 117.93, 117.90, 104.32, 104.29, 104.16,
104.14, 102.82, 102.65, 102.63, 102.46, 68.01, 51.29, 49.15, 38.08, 29.64, 27.77, 19.35,
19.27, 12.75, 12.45.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C26H20FsN20+H*] 481.2273; gef.: 481.2278.
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1-(1,3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-3-(4,4-difluorpiperidin-1-yl)-3-iminopropan-1-ol
Hydrochlorid 7u

7u
C23H20CIF7N20
[508.1152 g/mol]

Tu wurde geman AAV 5 aus 150 mg (0.39 mmol)
Methyl-3-(1,3-difluor-6-(trifluormethyl) phenanthren-9-yl)-3-hydroxypropanimidat hergestellt.

Ausbeute: 13 % (26.0 mg, 0.05 mmol), weill-grauer Feststoff.

Schmelzpunkt: 210.9 °C.

HPLC (Methode 1): tr = 12.4 min, AUC = 100.0 %.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 59.12 - 9.00 (m, 1H), 8.47 - 8.40 (m, 2H), 7.99 (s, 1H), 7.76 - 7.59
(m, 1H), 7.36 (d, J=8.7 Hz, 1H), 6.06 - 5.83 (m, 1H), 4.19 (d, J=5.6 Hz, 1H), 3.74 (d,
J=8.9 Hz, 1H), 3.31 (s, 2H), 1.36 (s, 2H), 1.29 (s, 4H).

3C-NMR (151 MHz, CD;0OD): & 139.00, 133.59, 132.41, 129.88, 128.18, 126.63, 124.87,
122.79, 118.39, 69.53, 68.48, 49.57, 38.43, 34.82, 33.31, 32.42, 27.56, 23.68, 20.98, 14.72,
14.40.

HR-MS (ESI*): m/z: ber.: [C23H19F7N20+H*] 473.1458; gef.: 473.1456.
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