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Abstract

Osteoporosis is a systemic disease of the skeletal apparatus and manifests itself in a degression of
the bone density and regression in the microarchitecture of the bone tissue. The bone structure is a
dynamic tissue that is subject to a permanent remodeling mechanism. Two predominant processes
are considered, which can be traced back to two cell types: bone loss by osteoclasts and bone
formation by osteoblasts. Since 17-hydroxysteroid dehydrogenase 2 (17p-HSD?2) is expressed in the
osteoclasts, which are responsible for bone loss, the inhibition of this enzyme offers an interesting
starting point in osteoporosis therapy. Bone loss due to osteoclasts should be inhibited and bone

formation stimulated.

This work describes the design and synthesis of a 175-HSD2 inhibitor, which was successfully eva-
luated in an in vivo experiment. With the help of an animal model, the formation of bone structure
was visualized and attested with a yCT. This 175-HSD2 inhibitor was then successfully converted
into a Drug and refunctionalized with a bisphosphonic acid for bone targeting in order to bind to the
bone tissue and release the active ingredient locally on the bone material. In a further pharmacoki-
netic study, the obtained Drug could be declared as bioavailable because it was metabolized to the

17B8-HSD2 inhibitor.

In another project, three nonsteroidal, potentially selective 17p-hydroxysteroid dehydrogenase 14
(178-HSD14) inhibitors were successfully synthesized in a multistep synthesis. The pharmacological

examination and evaluation is currently still pending.



Kurzfassung

Osteoporose ist eine systemische Erkrankung des skelettalen Apparates und duflert sich in einer De-
gression der Knochendichte und in der Mikroarchitektur des Knochengewebes. Die Knochenstruk-
tur stellt ein dynamischen Gewebe dar, das einem permanenten Umbaumechanismus unterzogen
ist. Dabei werden zwei tiberwiegende Prozesse betrachtet, die auf zwei Zelltypen zurtickzufiithren
sind: Knochenabbau durch Osteoklasten und Knochenbildung durch Osteoblasten. Da 175-Hydroxy-
steroid Dehydrogenase 2 (175-HSD2) in den Osteoklasten exprimiert wird, die fiir den Knochenab-
bau verantwortlich sind, bietet die Inhibierung dieses Enzyms einen interessanten Ansatzpunkt in
der Osteoporose Therapie. Dabei soll der Knochenabbau durch die Osteoklasten gehemmt und der

Knochenaufbau stimuliert werden.

Diese Arbeit beschreibt das Design und die Synthese von einem 173-HSD2 Inhibitor, der in einem in
vivo Experiment erfolgreich evaluiert wurde. Mit Hilfe eines Tiermodells wurde der Knochenaufbau
mit einem pCT visualisiert und nachgewiesen. Dieser 178-HSD2 Inhibitor wurde im Anschluss
erfolgreich umgewandelt und fiir das Bone targeting mit einer Bisphosphonsdure umfunktionalisiert,
um am Knochengewebe zu binden und den Wirkstoff lokal am Knochenmaterial freizusetzen. In
einer weiteren pharmakokinetischen Studie konnte das erhaltene Drug als bioverfiigbar deklariert

werden, da es zum 17B-HSD2 Inhibitor verstoffwechselt wurde.

In einem weiteren Projekt konnten erfolgreich drei nichtsteroidale potentiell selektive 17p-Hydroxy-
steroid Dehydrogenase 14 (175-HSD14) Inhibitoren in einer mehrstufigen Synthese hergestellt wer-

den. Die pharmakologische Untersuchung und Betrachtung steht aktuell noch aus.
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1 Vorwort

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden zwei voneinander unabhingige Projekte bear-
beitet. Jedes Projekt wurde, bis auf die Einleitung, isoliert betrachtet und in zwei unabhéngige Teile
separiert. Die Projektberichte beginnen mit einer Einleitung, welche den aktuellen Forschungsstand
zusammenfasst und Enden mit einer Zusammenfassung der Ergebnisse die im jeweiligen Projekt

erzielt werden konnten.



2 Einleitung

2.1 Sexualhormone

Hormone sind chemische Botenstoffe die von einer Driise produziert und anschlieffend freigesetzt
werden. Rezeptorvermittelt adressieren sie verschiedene Organe wie auch Gewebe um spezifische
Steroidregulierungen in Gang zu setzen.l Sie bilden den Grundstein fiir die chemische Kommu-
nikation zwischen zwei Zellen und besitzen eine Vielzahl an Funktionen: Fortpflanzung und sexu-
elle Differenzierung, Entwicklung und Wachstum, Wartung des Korpers und die Regulierung des
Stoffwechsels sowie die Néihrstoffversorgung.g] Wird ein Botenstoff von einer Driise produziert,
freigesetzt und in den Blutkreislauf geleitet, der wiederum rezeptorvermittelt auf eine spezifische
Zielzelle einwirkt, wird von einem endokrinen Signalmechanismus gesprochen. Findet dieser Pro-
zess innerhalb einer Zelle statt, ohne den intrazelluldiren Raum zu verlassen, folgt dieser einem

intrakrinen Signalmechanismus. 23

Hormone sind in vier Klassen gegliedert; Aminosdurederivate (z.B. Thyroxin), Polypeptide (z.B. In-
sulin), Ficosanoide (z.B. Prostaglandin) und Steroide (z.B. Cholesterol 1).12] Steroide sind lipophile
chemische Verbindungen, die sich von Cholesterol 1 ableiten lassen. Steroide werden in drei Subka-
tegorien gegliedert: Androgene, reprasentiert durch Testosteron (T) 2, Dihydrotestosteron (DHT) 3
und 4-androstene-3,17-dione (A4—dione) 4, die klassisch als ,mdnnliche Sexualhormone” bezeichnet
werden. Als ,weibliche Sexualhormone” werden Estrogene bezeichnet, deren populérste Vertreter
Estron (E;) 5 und Estradiol (E;) 6 darstellen. Summarisch werden sie mit den Gestagenen als ste-
roidale Sexualhormone zusammengefasst. Estrogene und Androgene haben verschiedene Effekte
auf Organe und Gewebe und nehmen eine entscheidende Rolle in der Ausprdagung von primdren
und sekunddren Geschlechtsmerkmalen, als auch Stoffwechselvorgdngen in Knochen und Leber
ein.146] In der Biosynthese von Androgenen und Estrogenen nehmen Hydroxisteroid Dehydro-
genasen (HSDs) eine Schliisselfunktion ein, da sie die finalen Schritte zu den aktiven Steroiden
katalysieren.@'Z] Aufgrund der Vielzahl steroidogener Enzyme, die in der Biosynthese von Andro-
genen und Estrogenen beteiligt sind, erscheint der Ansatz einer zielgerichtete Behandlung hormo-
nabhédngiger Krankheiten durch Inhibierung mittels potenter und selektiver Hemmstoffe als attrak-

tive Herausforderung.

2.2 Hydroxysteroid Dehydrogenasen (HSDs)

HSDs sind Bestandteil des intrakrinen Systems und regulieren die intrazelluldre Besetzung der Ste-
roidrezeptoren.@@] In der Biosynthese von Steroiden und ihrer Regulierung, nehmen HSDs eine

entscheidende Rolle ein. Sie katalysieren die finalen Schritte in der Steroid-Biosynthese von Andro-



genen, wie z.B. Testosteron 2, Dihydrotestosteron (DHT) 3 und 4-androstene-3,17-dione (A*-dione)

4 als auch Estrogenen, wie z.B. Estron (E;) 5 und Estradiol (E;) 6 als auch Progesteron 7 (siehe
).[2.8,10]

17B3-HSD1,5
17B-HSD2,4

17[3-HSD3,5
17[3-HSD2

O

173-HSD1,7
17p-HSD2,4,8

5 6 13

Abbildung 1: Schematische Zusammenfassung der Steroid-Biosynthese. Folgende steroidogene Enzyme wer-
den verwendet: (A) CYP11A1; (B) 38-HSD; (C) CYP17; (D) CYP17; (E) 38-HSD/ A>-A*-isomerase; (F) Aroma-
tase; (G) 5a-reduktase. 1: Cholesterol; 8: Pregnenolon; 7: Progesteron; 9: 17a-Hydroxypregnenolon; 10: De-
hydroepiandrosterone (DHEA); 11: 5-androstene-38,173-diol (A5-diol); 4: 4-androstene-3,17-dione (A*-dione);
2: Testosteron (T); 3: Dihydrotestosteron (DHT); 12: 5a-androstane-38, 175-diol (3-diol); 13: 5a-androstane-
3,17-dione (A-dione); 5: Estron (E;); 6: Estradiol (E,).[Z! [10]

HSDs sind Oxidoreduktasen die sekundire Alkohole in die korrespondierenden Ketone oxidieren



und vice versa. Die regio- und stereoselektive Katalyse zu den steroidalen Substraten (3«-, 38-, 11-,
17B-, 20a-, 208) wird durch die Cofaktoren NAD(P)H (Elektronendonor) bzw. NAD(P)* (Elektro-
nenakzeptor) vorgegeben und gewihrleistet eine bidirektionale Synthese der Steroidhormone (siehe

Schema 1J).

17p-HSD1, NADPH

17[3-HSD2, NAD*

Schema 1: Katalytische Umsetzung von Estron (E;) 5 zu Estradiol (E;) 6 mittels 175-HSD1/2 als steroidogene
Enzyme und NAD(P)H und NAD™ als Cofaktoren.

2.2.1 17B-Hydroxysteroid Dehydrogenasen (17  B-HSDs)

17B-HSDs wird eine entscheidende Rolle in der Hormonregulation und der Steroid-Biosynthese wie
Estrogenen und Androgenen zuteil, da sie potente Steroide inaktivieren konnen um die Genexpres-
sion intrazelluldr zu regulieren.”! Sie katalysieren die Reduktion von 17B-Ketosteroiden und die
Oxidation von 17B-Hydroxysteroiden unter Verwendung von NAD(P)H bzw. NAD(P)" als Cofak-
tor. Bisher konnten 14 verschiedene Isoenzyme der 178-HSDs identifiziert werden, von denen 12
Subtypen im humanen Gewebe nachgewiesen wurden. 173-HSD6 und 178-HSD9 waren bisher aus-
schlieBlich in Nagetieren nachweisbar.l!}l Mit Ausnahme von 178-HSD5, welches zur Superfamilie
der Aldo Keto Reductase (AKRs) z&hlt, gehoren die restlichen 173-HSDs der Superfamilie der Short
chain Dehydrogenase/Reductase (SDRs) an.l'2! Sie unterscheiden sich in ihrer Gewebeverteilung, kata-
lytischen Préferenz und der subzelluldren Lokalisation sowie der Substratspezifitit, wie in [Tabelle 1]

zusammengefasst.[13]

Neben Steroiden, die von allen HSDs als Substrat verwendet werden, sind die Mehrzahl der Enzy-
me multifunktional und spielen eine entscheidende Rolle in weiteren metabolischen Abldufen, zu
denen beispielsweise die Lipid- (178-HSD12) oder der Retinol-Metabolismus (173-HSD6) zihlen.5’]
Sie konnen als molekulare Schalter wirken und bieten daher ein Target fiir die Therapie hormonbe-
dingter Krankheiten.1%l Hierzu zihlen verschiedene Arten von Krebs, wie z.B. Brust- (17B-HSD1)
oder Prostatakrebs (178-HSD3), aber auch hormonelle Krankheiten wie Osteoporose (17ﬁ-HSD2).[5—8]
Die 17B8-HSDs als Ansatzpunkt fiir mogliche Arzneistoffe bieten gegeniiber anderen Behandlungs-
ansétzen verschiedene Vorteile. Durch die gewebsspezifische Expression, konnte fiir die Behandlung
eine lokale Freisetzung des Inhibitors vollig ausreichend sein. Weiterhin vorteilhaft ist, dass die En-

zyme oftmals die letzte Stufe der Steroid-Biosynthese katalysieren.!4! Durch diese Eigenschaften



Tabelle 1: Zusammenfassung der unterschiedlichen subzelluldren Lokalisation, Cofaktor, katalytische Praferenz, Substratspezifitidt und der Gewebeverteilung
der humanen 178-HSDs. Cofaktor und Substratspezifitdt sind bisher noch nicht fiir 178-HSD13 bekannt.

178-HSD  Lokalisation Cofaktor Substratspezifitdt Gewebeverteilung

1 Cytosol[l—‘” NADP/NADPH!>1¢] Estrogene, Androge- Ovarien, Placenta, Brust[1718]
nell316]

2 Endoplasmatisches NAD/ NADH[I220] Estrogene, Androge- Leber, Darm, Plazenta, Pancreas,

Retikulum?! ne, Gestagene, Proge- Prostatal1221.22]
stine[12:20]

3 Endoplasmatisches NADP/NADPH2 Estrogene, Androge- Testes, Hirn2*2l

Retikulum!23! nel2

4 Peroxisom!2°! NAD/NADHIZZ28] Estrogene, Androge- Leber, Herz, Prostata, Lunge, Nie-
ne, Fettsduren(2728] rel?!

5 Cytosolwl NAD(P)/NAD(P)H3132] Estrogene, Androge- Prostata, Leber, Herz, Niere, Lun-
ne, Progestine, Pros- ge, Gebarmutter31:33]
taglandinel31-32]

7 Endoplasmatisches NADP/ NADPHP433] Estrogene, Androge- Ovarien, Gebarmutter, Plazenta,

Retikulum!34! ne, Progestine, Styri- Leber, Brust, Lunge, Prostatal3>-37]
nel3435]

8 Mitochondrium®® NAD/NADH=! Estrogene, Androge- Prostata, Plazenta, Niere, Hirn,
nel38! Herz, Lunge, Ovarien, Testes!38!

10 Mitochondrium®! NAD/NADHH“041] Estrogene, Androge- Leber, Darm, Niere, Herz, Ovari-
ne, Progestine[@'ﬂ] en, Plazenta, Lunge, Milz, Prosta-

tal4243]

11 Endoplasmatisches NAD/ NADH!246] Estrogene, Androge- Leber, Pancreas, Niere, Herz, Lun-

Retikulum[44! nel446] ge, Darm, Ovarien, Plazental4647]
12 Endoplasmatisches NADP/ NADPH#2-51] Estrogene, Androge- Herz, Leber, Plazenta, Niere, Pan-
Retikulum/48! ne, Fettsiduren[42-31] creas, Lunge, Prostatal®952]

13 Endoplasmatisches Leber, Lunge, Ovarien, Niere, Hirn,
Retikulum/®2! Knochenmark®!

14 Cytosol[5—5] NAD/NADHR! Estrogene, Androge- Leber, Hirn, Plazenta, Brust222¢]

nel>3!




werden weniger Nebenwirkungen als bei alternativen Behandlungsmethoden erwartet. Deshalb ist
es fiir die therapeutische Anwendung von besonderer Bedeutung, die Rolle einzelner Isoformen zu

untersuchen und sich deren Eigenschaften bei der Entwicklung von Inhibitoren zunutze zu machen.

In vitro sind alle 17B-HSDs in der Lage bidirektional steroidogene Substraten umzusetzen. In vi-
vo zeigen sie jedoch eine eindeutige Priferenz, in dem sie entweder als oxidative oder reduktive
17B8-HSD interagieren, wobei nur 178-HSD1-3 in den Steroidmetabolismus involviert sind und aus-
schlieflich Steroide als Substrate akzeptieren.l122l Ausschlaggebend ist die intrazellulire Konzen-
tration der Cofaktoren NAD(P)H und NAD(P)*. Intrazelluldr liegen NADPH und NAD™ im mM-
Bereich vor. NADPH reduziert die Ketosteroide, wobei es selber zu NADP* oxidiert wird. Uber
den Pentosephosphatweg wird NADP™, welches im uM-Bereich vorliegt, zu NADPH reduziert.
Dabei nehmen zwei Schliisselenzyme eine wichtige Funktion ein, damit NADPH in einer ausrei-
chend hohen Konzentration vorliegt: Glukose-6-phosphat (G6P) Dehydrogenase (G6PDH) und 6-
Phosphogluconat (6PG) Dehydrogenase (6PGDH).[2I Glukose wirkt dabei als biochemischer Treib-
stoff und liefert {iber den Pentosephosphatweg die notwendigen Elektronen fiir die Reoxidation
von NADP+ zu NADPH.5! NAD+ fungiert als Elektronenakzeptor, oxidiert Hydroxy- zu Ketoste-
roide und wird selbst zu NADH reduziert, liegt dann ebenfalls im yM-Bereich vor, reduziert.[20]
NADH ist ein ausgesprochen guter Elektronendonator fiir die Elektronentransportkette in den Mit-
ochondrien um die oxidative Phosphorylierung und die Adenosintriphosphat (ATP) Generierung
tiber die Zellatmung anzutreiben.®! Dabei wird NADH zu NAD™ reoxidiert und steht erneut fiir
weitere Katalysezyklen bereit. Die Katalyserichtung bestimmt also, ob die jeweiligen Subtypen ei-
ne aktivierende oder eine mindernde Funktion einnehmen. Wahrend die reduktiven Subtypen die
weniger aktiven 17-Ketosteroide in die aktiveren 17-Hydroxysteroide tiberfiihren, sorgen die oxida-

tiven Typen fiir eine Minderung der hormonellen Aktivitit (siehe [Schema 2)).

Glukose — RG5P

NADPH 500 : 1 NADP*

v OH
/Eﬁ  17B-HSDL /@iSJES
17[3 HSD2
HO
/\ 6

NADH 1 : 700 NAD*

o)
2 H,0

Schema 2: Katalytische Umsetzung von Estron (E;) 5 zu Estradiol (E) 6 mittels 175-HSD1/2 als steroidogene
Enzyme und NADPH und NAD™ als Cofaktoren. [0



Kinetische Studien haben ergeben, das 178-HSDs unterschiedliche Bindungsaffinitdten zum phos-
phorylierten (NADP) bzw. nicht phosphorylierten (NAD) als Cofaktor aufweisen.[®-62] Durch Ront-
genkristallstrukturanalysen konnte gezeigt werden, dass in der N-terminalen Region des RossMaNN
FoLp von reduktiven 178-HSDs, eine positiv geladene Aminoséure vorhanden ist.[®! Bei 173-HSD1
sitzt in dieser Region Argsy, welches eine Salzbriicke mit dem 2'-Phosphatrest des NADPHs aus-
bildet.l%] Dadurch wird die Bindungsaffinitit zum phosphorylierten Cofaktor stark erhoht. Bei oxi-
dativen 17B8-HSDs (z.B. 17B8-HSD2) ist an dieser Stelle eine negativ geladene Aminosdure (Aspisg)
lokalisiert, welches in der Lage ist eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Ribose des NAD™ aus-
zubilden[®! Da repulsive Wechselwirkungen vom negative Aspartat mit der Phosphatgruppe von
NADPH zu erwarten sind, erhoht sich die Bindungsaffinitit.®4! Die Beobachtungen konnten auch

durch Mutagenesestudien bestitigt werden.[63£]

2.2.2 Katalysemechanismus

Der Katalysemechanismus von 178-HSDs kann in zwei Richtungen erfolgen. Entweder lduft die
Oxidation mit einem Protonentransfer des Steroids auf NAD™ ab oder es erfolgt im Gegensatz bei
der Reduktion ein Hydridtransfer von NADPH auf das Steroid. Ob die Katalyse Schrittweise oder
konzertiert verlduft, konnte bis heute noch nicht bestitigt werden. 8471 Dje Katalysefunktion der re-
duktiven 17p-HSDs beinhaltet einen reversiblen Hydridtransfer von NADPH zu Estron (E;) 5. Dabei
bilden Seri4, Tyriss, Lysisg und Asnjjs zusammen mit z.B. Estron (E1) 5, NADPH und konservierten
Wassermolekiilen eine katalytische Doméne, katalytische Tetrade, aus, in der die Katalysereaktion
entropisch begiinstigt ausgefiihrt wird (siehe .@] Das Ketosteroid wird tiber die Sei-
tenkette des konservierten Serins gebunden.#>! Tyr; 55 bildet ein Wasserstoffbriickennetzwerk mit
Sery4, Lysis9 und der Ribose aus NADPH aus. Dabei entziehen Lysis9 und Ser;4, Elektronendich-
te von Tyr155.@] Zusétzlich wird durch 7r-Stacking von Phejgy und Tyr;ss der pKa abgesenkt und
gleichzeitig die CH-Azidit4t erhoht.”%! Dadurch wird der Pro-(S)-Hydridtransfer von NADPH an
die a-Seite des Ketosteroids begiinstigt.”?]. Das intermediar gebildete Oxyanion ist nun in der Lage
das azide Proton von Tyryss, unter Zuhilfenahme zweier konservierter Wassermolekiile und Asnjqy4,

zu abstrahieren.[®?]

2.2.3 17pB-Hydroxysteroid Dehydrogenase 2 (17 p-HSD2)

17B-HSD2 stellt den zweiten Subtyp der 178-HSD-Familie dar. Wie bereits in [Iabelle 1| zusam-
mengefasst, ist es intrazelluldr im endoplasmatischem Retikulum lokalisiert und wird in vielen
Gewebepartien, wie z.B. Endometrium, Plazenta und Uterus, exprimiert.[l—g'ﬁfz—ﬂ Die Expression von

17B-HSD2 wurde auch im Knochengewebe nachgewiesen, was einen wichtigen Bestandteil dieser
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Abbildung 2: Postulierte katalytische reversible Umsetzung von Estron (E;) 5 zu Estradiol (E;) 6 mittels
17B-HSD1 als steroidogenes Enzym und NADP™ als Cofaktor in einer katalytischen Tetrade.

Arbeit darstellt.”274 178-HSD2 gehort wie auch 178-HSD1 zu den Vertretern der Superfamilie der
Short chain Dehydrogenase/Reductase (SDRs). 175-HSD2 spezifiziert Estrogene, Androgene, Gestagene
und Progestine als Substrate und weist Selektivitdt gegeniiber 20a-HSD auf.1220 Die Reaktionen
von 178-HSD2 laufen unter Zuhilfenahme von NAD/NADH als Cofaktoren ab.12201 178-HSD2 ist
ein membranstindiges Enzym, das die Oxidation von Estradiol (E>) 6 zu Estron (E;) 5, Testosteron
(T) 2 zu 4-androstene-3,17-dione (A*-dione) 4, 5-androstene-38,17B-diol (A%-diol) 11 zu Dehydroepi-
androsterone (DHEA) 10 katalysiert (siehe [Abbildung 1).!! Es besteht aus 387 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von 42.785 kDa und ist am chromatin 16 (16q23.3) lokalisiert.1273] Es ist
ein transmembran Protein, welches aminoterminal ein Typ II Signal-Anker Motiv, carboxyterminal
ein endoplasmatisches Retikulum Retentionsmotiv und ein konserviertes TGxxxGxG Cofaktor Bin-
dungsmotiv besitzt.[7077] Es wird nach dem HIppEN MARKOV MODEL postuliert, dass die aktive Seite
von 17p-HSD2 einen Cluster von positiv geladenen Aminosduren, gefolgt von 33 unpolaren Ami-
nosduren aufweist, die einen hydrophoben Bereich bilden.””8! Nahe am N-Terminus von 178-HSD2
werden auch zwei transmebrane Helices Vorhergesagt.@'7—9] Daraus ergibt sich eine Ncyt/NEyo-
Orientierung indem aminoterminal ins Cytoplasma eingedrungen wird. Die katalytische Tetrade

besteht aus Serai9, Tyraszo, Lysass, Aspiie und verlduft womoglich analog zu 17p-HSD1 (s1ehe Ab-

bildung 2) 22081 Aufgrund der Physiologie von 178-HSD2, wird davon ausgegangen dass es elne
wichtige Rolle in der Hormonregulierung im Bezug auf unkontrollierte und aufierordentliche hohe
Ausschiittung von aktiven Estradiol (E;) 6 einnimmt und durch Oxidation zu den weniger akti-
ven Estron (E;) 5, wird 175-HSD2 einer protektiven Funktion vor {iberschieflender Steroidwirkung

zuteil.

Im Gegensatz zur cytosolischen 178-HSD1, deren Struktur durch eine Vielzahl von Kristallstruk-



turen bekannt ist, lagen zum membrangebundenen 1738-HSD2 keine Strukturinformationen, weder
in Form von Kiristallstrukturen noch durch Protein-Studien vor. Es ist bislang sehr wenig {iber die
Substrat- und Cofaktorspezifitit von 178-HSD2, wie auch Aminosduren, die an der Katalyse be-
teiligt sind, bekannt. Bisher ist es auch nur einer einzigen Forschungsgruppe gelungen, 175-HSD2
in seiner enzymatisch aktiven Form aufzureinigen.”®! Vor kurzem wurde ein Homologie-Modell
veroffentlicht, welches einen tieferen Einblick und ein besseres Verstdndnis fiir die Proteineigen-
schaften und Topologie von 178-HSD2 liefert.®*! Um die Qualitit dieses Modells zu verifizieren,
wurden 15 ausgewéahlte Aminosduren nacheinander ausgetauscht.ll Es konnten fiir die Cofaktor-
und Bindungsseite wichtige Aminosduren identifiziert und ihre Funktion in der Struktur mittels
Mutagenese verschiedener Aminosduren bestitigt werden.®4! 178-HSD2 hat eine strukturelle und
funktionelle Ahnlichkeit mit anderen Homologen der Superfamilie der SDRs, wie z.B. 173-HSD1
und 178-HSD3.l1821 Jedoch liegt diese Homologie zu anderen 173-HSDs bei 20-30%.11 In einem
BLAST-Vergleich, konnte herausgefunden werden, das 178-HSD14 eine Sequenzidentitdt von 33%
zu 178-HSD2 aufweist.[®*! Durch Kiirzung irrelevanter Aminosduren, konnte die Sequenzidentitt
auf bis zu 43% erhoht werden.[®¥] Diesem Model liegt eine gekiirzte Variante von 173-HSD2 zu-
grunde. Die ersten 81 Aminosduren wurden in diesem Homologie-Modell vernachldssigt, da diese
in den meisten Templaten nicht existieren, sowie die letzten 17 (372 bis 387) Aminosduren, da diese
zum flexible loop gehoren, die nur in 178-HSD2 prasent sind.[%4] Dariiber hinaus wird auch berich-
tet, dass die Aminosiuren zum Teil in der Membran verankert sind.[83! Als Resulat konnte eine
3D-Struktur von 175-HSD2 als Monomer erhalten werden, in der fiinf Regionen fiir die Bindung

des Liganden, von NAD" und Estradiol (E;) 6 identifiziert werden konnten (siehe [Abbildung 3):

,Adenosine binding site” (Thrgg-Cyso, Alajii-Asnyis, Metiz7-Prog, und Alajg-Glyies), ,,Hydropho-
bic coil” (Asnigr-Thryys), , Turn coil” (Serpig-Lysase), ,,FG-segment” (Proge-Pros), ,,C-terminal chain”
(Pr0340—LyS371).@] All diese Regionen sind auch in anderen 175-HSD2-dhnlichen HSDs wie z.B. 17-
HSD1 oder 118-HSD1 existent.[4]. Die N-terminale Region des RossmaNN FoLD setzt sich aus sechs

B-Strangen und Helices zusammen, die NAD™ fixieren.
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Abbildung 3: Gemodelte 3p-Struktur (Aminosdure 82 bis 371) von 173-HSD2 als Monomer-Ribbon darge-
stellt. Finf Regionen wurden fiir das Ligand binding als relevent identifiziert: ,Adenosine binding site” (griin),
Hydrophobic coil” (gelb), , Turn coil” (tiirkis), ,FG-segment” (magenta) und , C-terminal chain” (cyan). Regionen
die im Ligand binding nicht beteiligt sind, wurden in grau hinterlegt. NAD" (orange) und Estradiol (E;) 6
(tan) sind als Stibchen abgebildet. Diese Darstellungen wurde von SAGER et al.[®] adaptiert und mit Chimera
bearbeitet.

In der Molecular Dynamics Simulation wurde von einem Homodimer ausgegangen, da es als sol-
ches in Losung beschrieben wurde.”¢l In der katalytischen Doméne wird NAD™ {iber Wasserstoff-
briickenbindung (Aspi3s (Adenosingeriist), Asnjg; (Phosphatsauerstoff), Leuoy, Alajes, Glyie9, Lysaas
(Ribose)), rt-7t- (Trpa7s) und vAN DER WA ALs-Wechselwirkung (Leugy, Ileqzg, Vali7g, Vala17, Prosesp) sta-
bilisiert.[®¥ In den unverfeinerten Simulationen, wurde Leujq4 nicht in Richtung des Adenosingertiist
orientiert, wobei eine Fehlstellung von NAD" im 178-HSD2-NAD*-Estradiol (E;) 6 Komplex be-
obachtet werden konnte.[®*! Dadurch konnte bestétigt werden, das Leuyj4 das Adenosingeriist von
NAD" mittels CH-7-Wechselwirkungen fixiert (siehe [Abbildung 4).[4 Zusitzlich orientierte sich
Leujy4 in vielen Simulationen in Richtung von NAD™. Dabei scheint Leujq4 die Aminosduren Argsg
(178-HSD1) oder Arges (118-HSD11) nachzuahmen, und kénnte in der Cofaktorpréferenz eine ent-

scheidende Rolle spielen.[6264]
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Abbildung 4: Wechselwirkungen der Aminosduren mit dem Cofaktor NAD™ im finalen 178-HSD2-NAD™-
Estradiol (E;) 6 Komplex. NAD™ ist in orange abgebildet, wihrend die Aminoséduren in der Farbe der jeweili-
gen Lokalisation dargestellt sind: ,,Adenosine binding site” (griin), ,,Hydrophobic coil” (gelb), , Turn coil” (tiirkis),
,FG-segment” (magenta) und ,C-terminal chain” (cyan). Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken sind
als gestrichelte Linien dargestellt und die Abstinde in A angegeben. Diese Darstellungen wurde von SAGER
et al.1%4] adaptiert und mit Chimera bearbeitet.

In der Cofactor binding site positioniert sich Lysyys in einem Salzbriickenabstand (sub 4A) zu Aspo
und Asp274.@] Aspo; ist ein Teil des konservierten TggGxDgixGxGos Cofaktor Bindungsmotivs.@]
Durch die Bildung der Salzbriicke von Lysy7s zu den beiden Aspartaten, wird der Eintritt in die
Bindungstasche limitiert.[®¥] Dariiber hinaus wird durch die Wechselwirkung zwischen Aspg; und
Lyso7s der a1 loop im Proteingeriist stabilisiert und verbessert die Wechselwirkung zwischen
NAD™ und 178-HSD2.l! Gluyyg ist in der ,,Adenosine binding site” von 17-HSD2 lokalisiert, orien-
tiert sich jedoch nicht in Richtung von NAD™ und nimmt folglich in der Katalyse keine bedeutende

Rolle ein (siehe [Abbildung 5).%4!.

Abbildung 5: Cofactor binding site im finalen 178-HSD2-NAD™-Estradiol (E;) 6 Komplex. NAD™ und die
beteiligten Aminosiuren sind als Stédbchen dargestellt. NAD™ ist in orange abgebildet, wihrend die Ami-
nosduren in der Farbe der jeweiligen Lokalisation dargestellt sind: , Adenosine binding site” (griin) und ,,FG-
segment” (magenta). Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken sind als gestrichelte Linien abgebildet
und die Abstinde sind in A angegeben. Diese Darstellungen wurde von SAGER et al.[® adaptiert und mit
Chimera bearbeitet.

Leuy7; befindet sich im , Hydrophobic coil” in unmittelbarer Ndhe zum katalytischen Tyrs3, und Ni-
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kotinamid von NAD* .14 Der ,Hydrophobic coil” ist am Cofactor binding beteiligt und toleriert in
den ersten Positionen keine sperrigen Aminosduren, da dies den Eintritt von NAD™ erschweren
wiirde.348] Leuyy; reduziert die ,Substrate binding sit¢” und interagiert durch vAN DER WAALs-

Wechselwirkung mit Estradiol (E;) 6, welches dabei so fixiert wird, dass Wasserstoffbriickenbindungen

mit Serp19 und Tyras, gewdhrleistet sind (siehe .@]

G
; @Ser219 7
N4 274

Tyr232. 3.70

4
-
- 71%

Abbildung 6: Eindringen von Leujy; (lokalisiert im , Hydrophobic coil”, gelb markiert) in die ,Turn coil”,
cyan markiert. Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken sind als gestrichelte Linien dargestellt und
die Abstinde in A angegeben. Diese Darstellungen wurde von SAGER et al.l®! adaptiert und mit Chimera
bearbeitet.

Val170

Die Hydroxyfunktion an der C17-Position von Estradiol (E;) 6 wechselwirkt durch Wasserstoff-
briickenbindung mit Sery;9 and Tyr3; (siehe [Abbildung 6| & [Abbildung 7).l Eine weitere Was-

serstoffbriickenbindung findet zwischen der phenolischen Hydroxyfunktion (C3) von Estradiol (E;)
6 und Asps;y, und weitere VAN DER WAaALs-Wechselwirkungen mit Argoss, Glyoes, Alazp, Asnags,
Phesgs, Leusgg, und Trpasy, statt.[®4 Die Indol-Seitenkette von Trps4y wechselwirkt iiber eine Wasser-
stoffbriickenbindung mit Aspsyy und schlieflt zusammen mit Tyrzys den Eingang in die Tasche.[64]
Die Hydroxyfunktion von Tyrass orientiert sich nicht in Richtung der phenolischen Hydroxyfunkti-
on (C3) von Estradiol (E;) 6 und trdgt nicht zu einer Stabilisierung oder Fixierung bei. Die Distanz
zwischen Tyrsss und der Hydroxyfunktion von Estradiol (E;) 6 ist dabei zu grofs und fiihrt zu keiner
Stabilisierung.@] Die beiden Methionine, Met,,; und Met,yy¢ nehmen eine Schliisselfunktion in der
Stabilisierung von Estradiol (E;) 6 in der Bindungstasche ein, indem sie zusammen mit Ser,j9 und

Tyra32 eine Wand in der Steroid binding site bilden.[64]
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Abbildung 7: Wechselwirkung der Aminosduren mit Estradiol (E;) 6 im finalen 175-HSD2-NAD"-Estradiol
(E2) 6 Komplex. Estradiol (E;) 6 ist in tan abgebildet, wahrend die Aminosduren in der Farbe der jeweiligen
Lokalisation dargestellt sind: ,Adenosine binding site” (griin), ,,Hydrophobic coil” (gelb), , Turn coil” (tiirkis),
,FG-segment” (magenta) und ,C-terminal chain” (cyan). Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken sind
als gestrichelte Linien dargestellt und die Abstinde in A angegeben. Diese Darstellungen wurde von SAGER
et al.[] adaptiert und mit Chimera bearbeitet.

2.2.4 17p-HSD2 als Osteoporosetarget

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine systemische skelettale Erkrankung, die sich durch
eine geringe Knochendichte sowie den Verlust der Mikroarchitektur des Knochengewebes offen-
bart.8 Daraus resultiert ein Anstieg der Fragilitit und erhoht die Anfalligkeit fiir Knochenfrak-
turen.’l Die Osteoporose ldsst sich in zwei Subtypen klassifizieren; Primér tritt sie physiologisch
als Typ I (Menopause) und Typ II (Alterserscheinung) auf. Als Ursache fiir die sekunddre Osteo-
porose sind endokrine (Cushing-Syndrom), gastrointestinale (Darmerkrankungen), hdmatologische
(Lymphome) und rheumatische Erkrankungen (rheumatoide Arthritis) bekannt.[®] Sowohl Frau-
en (Typ I & II) als auch Méanner (Typ II) erleiden im hoheren Alter eine Osteoporose, die sich
im Verlust von Knochenmasse bemerkbar macht. Postmenopausal werden innerhalb weniger Jah-
re bis zu 30% an Knochenmasse eingebiif3t.®] Der Knochenstoffwechsel ist einem lebenslangen,
dynamischen Prozess unterzogen, wobei altes Knochengewebe entfernt und durch neues ersetzt
wird.BZ2 Die Knochensubstanz besteht aus einer organischen und anorganischen Matrix. Die or-
ganische Matrix wird aus Typ 1 Kollagen, Proteoglykanen und nichtkollagenen Proteinen wie z.B.
Osteocalcin, Osteonectin und Osteopontin gebildet. Die anorganische Matrix ist in Form von Hy-
droxyapatit eingelagert.?!l Das Knochengewebe setzt sich im Wesentlichen aus drei Komponenten
zusammen. Der Knochen besitzt eine harte Aufsenschale, Substantia corticalis oder auch Kortikalis
abgekiirzt. Die Kortikalis ist fiir die Stabilitdt verantwortlich und schiitzt die Substantia spongiosa,
auch Spongiosa genannt.?! Dieses Gewebe lasst sich als ein schwamm artiges System aus Trabekeln
beschreiben und ist fiir die Elastizitdt des Knochen verantwortlich. In seinen Hohlrdumen befindet

sich das Knochenmark. Im Hinblick auf die Zusammensetzung des Knochens ist das Verhiltnis von
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Kortikalis und Spongiosa abhingig von der Lokalisation unterschiedlich.?!l Im Bereich der Wir-
belkorper ist der Spongiosa-Anteil besonders hoch, wobei in den peripheren skelettalen Bereichen
der Kortikalis-Anteil tiberwiegt. Die Spongiosa ist fiir den systemischen Knochenstoffwechsel (75%)
verantwortlich. Die restlichen 25% werden iiber die Kortikalis gesteuert.2%l Knochen tibernehmen
einige essentielle Funktionen in unserem Korper, wie z.B. als Teil des Stiitz- bzw. Bewegungsappa-
rates und als Ansatzpunkt fiir die Muskulatur, als Mineralspeicher und Regulator fiir den Calcium-
bzw. Phosphathaushalt.®”] Dariiber hinaus schiitzen Knochen das Gehirn sowie weitere innere Or-

gane. Zudem werden im Knochenmark rote und weifSe Blutkorperchen, wie auch die Blutpldttchen

gebildet.2/1%3]

Am Knochenstoffwechsel nehmen zwei Zelltypen eine iibergeordnete Rolle ein: Osteoblasten, wel-
che Knochengewebe generieren und Osteoklasten, die selbiges zerstoren.4%3] Osteoblasten sind
knochenbildende Zellen, die extrazelluldre Matrixproteine produzieren. Wahrend dieser Synthese
werden grofie Mengen an alkalischer Phosphatase gebildet und bereiten die Matrix auf die Minera-
lisation vor.22l Im Knochenaufbau werden die Osteoblasten in der neu synthetisierten Knochensub-
stanz eingebaut und wandeln sich in Osteozyten und Lining-Zellen um, welche die Oberfliche des
gebildeten Knochens auskleiden. Die mechanische und biochemische Information werden tiber die
Osteozyten weitergegeben, die ein skelettales Netzwerk ausbilden.!! Osteoklasten sind mehrkerni-
ge Zellen die aus der Monozyten-Makrophagen-Linie gebildet werden und verantwortlich fiir den
Knochenabbau sind. Sie weisen eine hohe Stoffwechselaktivitdt auf und sind reich an lysosomalen
Proteinen, wie z.B. saurer Phosphatase und Cathepsin K, die fiir den Abbau der Knochensubstanz
verantwortlich sind.!! Der Anstieg der Fragilitit und die Anfalligkeit fiir Knochenfrakturen ist auf
die unterschiedlichen Aktivitdten dieser beider Zelltypen zuriickzufiihren, welcher pramenopausal

einem Gleichgewicht folgen.[8—7]

Unser Skelettsystem stellt ein dynamisches Gewebe dar, das einem permanenten Umbaumecha-
nismus unterzogen ist und als Bone remodeling bezeichnet wird. Dabei wird dieser Bone remodeling
Prozess durch Bone remodeling Units (BMUs) charakterisiert, welche postmenopausal ansteigt und in
einer definierten Abfolge verlduft. Ein Anstieg dieser Zahl ist gleichbedeutend mit einer Erh6hung
der Knochenresorption, der wiederum nicht durch einen Anstieg der Knochenbildung ausgeglichen
wird.®l Die Lebenszeit einer BMU betragt zwischen 6 und 9 Monaten, wobei die Bildung von Kno-
chenmaterial die lingste Zeit in Anspruch nimmt.®!l Die Hauptfunktion von Bone remodeling ist,
die Knochenmasse, unter Beibehaltung der Knochenform, zu erhohen. 20! Die Bildung von Knochen
wird als formation modeling, der Abbau als resorptive modeling bezeichnet. Diese Prozesse kénnen an
der Periost, Kortikalis und der Spongiosa stattfinden und obliegen im wesentlichen zwei Schritte,

der Aktivierung, gefolgt von Bildung oder Abbau an Knochenmaterial.®”! Das Bone remodeling wird



15

mit einer Aktivierung der Knochenoberfldche fiir eine Resorption gestartet. Die auf der Oberfldche
befindlichen Lining-Zellen werden durch Osteoklasten verdrangt. Im nachfolgenden Schritt bildet
sich ein Resorptionslakune aus, welche durch Osteoblasten mit einer nicht mineralisierten Knochen-
matrix (Osteoid) gefiillt wird. Im letzten Schritt wird das Osteoid mineralisiert und die Osteoblasten

werden in Lining-Zellen umgewandelt und beenden den Bone remodeling Prozess.[’]

In einem Lebenszyklus, obliegt die Hormonregulierung einem fortwahrenden Gleichgewicht zwi-
schen Estradiol- (E;) 6 und Estron (E;) 5 sowie Testosteron (T) 2 und 4-androstene-3,17-dione (A*-
dione) 4. Im normalen Fall befinden sich beide Systeme in einem Gleichgewicht, konnen aber durch
verschiedene Faktoren verschoben werden.?! Der Knochenstoffwechsel wird z.B. durch das Le-
bensalter, korperliche Aktivitdt, Geschlecht und Verlust von Estrogene in der Menopause beein-
flusst.[8] Im fortgeschrittenen Alter sinken die Estradiol- (E;) 6 und Testosteron 2-konzentrationen.]
Diese Ursache kann besonders bei dlteren Menschen und postmenopausalen Frauen zu einer Os-
teoporose fithren.??l Estradiol- (E;) 6 und Testosteron 2 werden im Knochengewebe ausgeschiittet,
wobei physiologische Konzentrationen die Knochenbildung induzieren wihrend sie hingegen den
Abbau unterdriicken.217!l Die Estrogenproduktion in den Ovarien entfillt beim Eintritt in die Me-
nopause und verlagert sich hauptsdchlich in der Ausschiittung in peripheren Gewebe wie z.B.
Muskel- und Fettgewebe, oder auch in der Leber.1% Die pramenopausale Estrogensynthese ist auf
eine Produktionsrate von 75% limitiert und erhsht aich postmenopausal auf 100%.2 178-HSD2 ex-
primiert in den Osteoblasten (Abbau) und ist dadurch ein lukratives Target fiir die Behandlung der
Osteoporose. Durch Inhibierung von 175-HSD2 werden die lokalen Konzentrationen von Estradiol
(E2) 6 und Testosteron (T) 2 erhoht, wie es bereits schon in einem in vivo Experiment an Lang-
schwanzmakaken demonstriert werden konnte.!%!l Diese Ergebnisse konnten vor Kurzem auch an

Experimenten an Ratten und Méausen bestitigt werden.[102103]

2.3 Therapie in der Osteoporose

Fiir die Pravention der Osteoporose, bieten sich einige Angriffspunkte an. Um einer Osteoporose
vorzubeugen, wird eine ausreichende Zufuhr an Calcium und Vitamin D empfohlen. Der Calcium-
und Vitamin D-Bedarf kann iiber die Nahrung aufrecht erhalten werden. Lasst sich dies nicht rea-
lisieren, kann bei Bedarf auch auf Nahrungsergdnzungsmittel zuriickgegriffen werden. Vitamin D
wird nur zu einem geringen Teil {iber die Nahrung aufgenommen (ca. 10-20%).104] Der Korper
bildet selbst Vitamin D bei der Exposition an Sonnenlicht, die einen hoheren Anteil ausmacht (80-
90%).1%! Ein weiterer positiver Effekt geht von korperlicher Aktivitdt aus. Dabei werden durch
Bewegung die Osteoklasten angeregt und stimulieren den Knochenaufbaul!%1%] Um das Gleich-

gewicht zwischen Knochenabbau und Knochenbildung wieder herzustellen, gibt es verschiedene
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Ansatzpunkte. Die antiresorptive Therapie umfasst die Estrogensubstitution, den Einsatz von selek-

tiven estrogen rezeptor modulatoren (SERM) und Bisphosphonaten.lﬂ’]

Estrogen flr Hormonersatztherapie

Estrogene wurden in der Hormonersatztherapie ausfiihrlich als Praventivmafinahme gegen Osteo-
porose genutzt, da eine effektive Erhchung der Knochendichte gewahrleiste wird. 17191 Durch
eine kombinierte Zugabe konjugierter Estrogene mit Medroxyprogesteroneacetat 14, Mestranol 15
oder auch Conjugated equine estrogens (CEE) 16 (siehe wurde eine signifikante Re-
duktion der Hiiftfrakturen demonstriert.1%! Obwohl ein positiver Effekt auf die Mikroarchitektur
und Knochendichte zu beobachten ist, treten kardiovaskulidre Krankheiten wie auch Brustkrebs als

Nebenwirkung auf, wodurch diese Therapie nicht mehr akut verfolgt wird.[110]

14 15 16

Abbildung 8: In der Vergangenheit eingesetzte Hormone in der Hormonersatztherapie.

SERM

Die Behandlung von Osteoporose mit selektiven estrogen rezeptor Modulatoren (SERMs) ist ei-
ne vielversprechende und oft genutzte Therapie.w] SERMs sind nichtsteroidale Verbindungen,
die gewebespezifisch Interaktionen zeigen. Raloxifen 17 und Bazedoxifen 18 (siehe
sind zugelassen fiir die Behandlung der postmenopausalen Osteoporose und wirken als Agonist
antiresorptiv an den Estrogenrezeptoren im Knochengewebe und beugen so den Knochenabbau
vor. 12114l Sie wirken zusatzlich durch Antiestrogen-Effekte an Brustgewebe und Uterus!!®! Sie
tragen nachweislich zu einer Absenkung des Knochenumbaus, einer Erh6hung der Knochendichte
und zu einer Minimierung fiir Frakturen bei.lll1l Sie zeigen keine Nebenwirkungen an Brust- und
Endometriumgewebe, jedoch erhoht die Applikation das Risiko fiir Hitzewallungen, Thromboem-
bolien und Schlaganfalle.1%7112116] 7;dem kommt es nach Absetzen der SERMs zu einem Verlust

der Knochendichte auf den Ausgangswert der Therapie.117]
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Abbildung 9: In der Vergangenheit eingesetzte Hormone in der Hormonersatztherapie.

RANKL

Osteoporose ist meist auf eine erhohte Aktivitit der Osteoklasten zuriickzufiihren.®! Einer der
wichtigsten Aktivaktoren fiir die Osteoklastenaktivitat ist der RANK-Ligand (RANKL: Receptor Ac-
tivator of Nuclear Factor-«xB Ligand).1181191 Fiir die Reifung und Uberleben der Osteoklasten ist RAN-
KL essentiell, da Osteoklasten-Vorlduferzellen an RANK Rezeptoren binden und die Ausdifferenzie-
rung der Zellen bewirkt.120121] RANKL wird durch Osteoprotegerin (OPG) reguliert. Osteoprotege-
rin (OPQG) ist ein 16slicher Rezeptor der RANKL reguliert, von Osteoblasten gebildet und sezerniert
wird.122l Durch die Bindung an von OPG an RANKL wird dessen Wechselwirkung mit RANK ge-
hemmt und unterbindet die Bildung und Funktion von Osteoklasten.[11#122] Eine Uberexpression
von OPG fiihrt zu einer ausgepragten Osteoporose, wie es experimentell an OPG Knock out Mausen
belegt werden konnte.122124] Denosumab ist ein monoklonaler, vollhumaner IgG,- Antikérper, der
mit einer sehr hohen Spezifitit an RANKL bindet, die Wechselwirkung mit RANK hemmt und die
Bildung, Funktion sowie das Uberleben von Osteoklasten unterbindet.224] Denosumab Verringert
das Risiko fiir vertebralen, nichtvertebralen und Hiiftfrakturen. Nach der Absetzung einer durch
Osteoporose angeordneten Zugabe von Denosumab, ist der Wachstum von Knochenmasse reversi-
bel, wobei multiple Frakturen zu beobachten sind.[23! Es wird empfohlen nach der monoklonalen
Antikorpertherapie, die Reversibilitdt durch Zugabe von antiresorptiven Bisphosphonaten zu kom-

pensieren.[126]

Bisphosphonate

Entgegen des Wirkmechanismus von Denosumab, werden Bisphosphonate von Hydroxyapatit im
Knochen gebunden und von Osteoklasten resorbiert.124127] Dabei werden die Osteoklasten irrever-
sibel in ihrer Funktion, durch Inhibierung der Isoprenylierung, gehemmt.“—m Durch diese Inhibie-
rung wird zwar die Funktion der Osteoklasten gehemmt, nicht aber deren Neubildung und inhi-
bieren so das Bone remodeling.1281 Zusitzlich wird die Apoptose von Osteoklasten gesteigert.[114]

Es stellt sich als ein besonderer Vorteil heraus, das die antiresorptive Wirkung der Bisphosphona-
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te nach einer Behandlung aufgrund der starken Bindungsaffinitit zum Hydroxyapatit noch Jahre
anhalt.128] Einige Versuchsreihen zur peroralen (p. 0.) und subkutanen (s. c.) Verabreichung sind
bisher verdffentlicht und zeigen eine signifikante Reduzierung der Wirbel- und Knochenfraktu-
ren.1221301 Alendronséure 19 sowie Zoledronséure 20 haben eine lingere inhibierende Wirkungs-
dauer, die wohl moglich auf eine stirkere Bindungsaffinitdt zuriickzufithren ist. Langzeitstudien

in der Verabreichung von Alendronsdure 19, Zoledronsdure 20 und Risedronsdure 21 (siehe Ab-

bildung 10; an Frauen mit postmenopausaler Osteoporose, zeigen nach einer 10- bzw. 6-jéihrigen
Therapie, dass das Frakturrisiko abnimmt und zu einer Verringerung von vertebralen und nicht-
vertebralen Hiift- sowie Wirbelfrakturen fiihrt.[122131132] Thandronsaure 22 zeigt eine dhnliche Re-
duktion von vertebralen und nichtvertebralen Frakturen.l4] Nachteilig wirkt sich die Zugabe von
Bisphosphonaten in einer Ausbildung von atypischen Femurfrakturen (AFF), Kieferosteonekrosen

(ON]) oder Hypokalzdmie aus.

o) o)
HO ”/OH | HO ”/OH ”/OH ”/OH
SN /\
P<0oH .,‘OH ‘OH P‘OH
o) o)
19 22 20 21

Abbildung 10: Wichtige Vertreter von Bisphosphonaten die eine nachweisliche und evidente Wirkung in der
Osteoporosetherapie aufweisen.
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3 Ziel der Arbeit

Synthetische Darstellung von nichtsteroidalen selektive n 175-HSD14 Inhibitoren

Das Ziel der in diesem Kapitel beschriebenen Arbeit, befasste sich mit der synthetischen Darstel-
lung von drei nichtsteroidalen potentiell selektiven 175-HSD14 Inhibitoren (siehe [Schema 3). Wie in
der Einleitung bereits erwéhnt, ist 175-HSD14 in der Lage die Steroidhormonkonzentrationen von
z.B. Estradiol (E2) 6 und Testosteron (T) 2 gewebsspezifisch zu senken. Mit der Synthese der Zielmo-
lekiile 23, 24 und 25, sollte die Grundlage fiir zukiinftige biologische Experimente, und daraus resul-
tierende strukturelle Optimierungen, geschaffen werden. Das Strukturmotiv eines Phenylpyridins
verkniipft mit einem Triazolpyridinon ist bisher im Bezug zu 178-HSD14 nicht Literatur bekannt.
Der synthetische Zugang zu den Zielverbindungen 23,24 und 25, sollte in einem konvergenten An-
satz, der auf das Pyridinylhydrazin 26 und dem Dibrompyridin 27 zuriickzufiihren ist, durchgefiihrt
werden. Diese Arbeit erfolgte in einem wissenschaftlichen Konsens zwischen den Arbeitsgruppen
AG HARTMANN, AG KLEBE und AG Kors. Wahrend sich mein Fokus auf den synthetischen Zugang
gelegt hat, sollten alle anderen wichtigen physikochemischen Parameter von der Arbeitsgruppe

AG KoLB bestimmt und evaluiert werden.

| \/R
Br \N Br
2N ° ——> |/\N,NH2*/|N
X Z\| H X Br
_ NH
XN

23,R=4-OH 26 27

24 R =3-OH

25 R =2-OH

Schema 3: Ziel- (23,24 und 25) und Ausgangsverbindung (Pyridinylhydrazin26) der potentiell selektiven
17B-HSD14 Inhibitoren.

Synthetische Darstellung von nichtsteroidalen selektive n 174-HSD2 Inhibitoren

Osteoporose ist eine schleichende Erkrankung der Knochenstruktur, die sich in einem Verlust der
Knochendichte und Knochenstabilitdt widerspiegelt. Frauen in der Menopause sind besonders von
dieser Krankheit betroffen, wihrend dieses Krankheitsbild bei Mannern aufgrund einer langsame-
ren Abnahme der Steroidhormone spéter und milder in Erscheinung tritt. Ausschlaggebend fiir
die postmenopausale Osteoporose ist ein erhohter Knochenabbau, der auf das Einstellen des men-
struellen Zyklus zuriickzufiihren ist. Fiir die Behandlung gegen Osteoporose wurden Medikamente
(Drugs) entwickelt, die eine weitere Knochenresorption inhibieren. Ziel dieser Arbeit war es, basie-

rend auf zuriickliegenden Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe AG HARTMANN, 178-HSD2 Inhi-
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bitoren zu entwickeln, welche nicht nur die Knochenresorption inhibieren, sondern zeitgleich die
Knochenbildung induzieren. Die Zielmolekiile sind in dargestellt. Durch die Inhi-
bierung von 17-HSD2 wird angenommen, dass die Steroidhormonkonzentrationen von Estradiol
(E2) 6 und Testosteron (T)2 im Knochengewebe zunimmt. Durch die Inhibierung von 178-HSD2

wird die Knochenresorption durch Osteoklasten gehemmt und die Bildung von Osteoblasten indu-

O (0] = o
F So /N F s Q FF s
VaS R Ay 0
OH \S‘\O OH \\S‘\O OH

ziert.

HN 0

=S
RS

Abbildung 11: In dieser Arbeit beschriebene Inhibitoren 28,29 und 30.

NC F

F
28 29 30

Die synthetisierten 17p-HSD2 Inhibitoren sollen im Anschluss in einer Kollaboration mit der Ar-
beitsgruppe AG VOLLMER (TU Dresden) in einem Tiermodel (Wistar-Hannover Ratten) getestet wer-
den um die pharmakokinetischen Parameter zu bestimmen. Der Favorit soll im nidchsten Tiermodel
(Wistar-Hannover Ratten) iiber einem ldngeren Zeitraum verabreicht werden um den Heilungs-
prozess einer induzierten Osteoporose zu beobachten. Die ndchste Aufgabe beschiftigt sich mit der
Entwicklung einer Synthesestrategie fiir die Herstellung eines Drug, der auf den vorher eingesetzten
17B-HSD2 Inhibitor zurtickzufiihren ist. Diese Arbeit erfolgte in einem wissenschaftlichen Konsens
zwischen den Arbeitsgruppen AG HARTMANN und AG VOLLMER (TU Dresden). Unser Fokus lag in
der synthetischen Darstellung und Ermittlung der pharmakokinetischen Parameter des Drugs und
der eingesetzten 17B-HSD2 Inhibitoren. Die Tierversuche wurden von unseren Kollaborationspart-

ner der Arbeitsgruppe AG VoLLMER (TU Dresden) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthetische Darstellung von nichtsteroidalen selekt iven 17 B-HSD14 Inhibitoren

In einer retrosynthetischen Betrachtung, sollte das Grundgeriist der potentiellen 175-HSD14 Inhi-
bitoren auf zwei Bausteine zuriickgefiihrt werden. Wie in Schema 4 abgebildet, wurde ein C-C-
Bindungsschnitt zwischen den beiden Heterozyklen geplant. Um die Bausteine A und B miteinan-
der zu verkniipfen, bieten sich eine Reihe von Palladium katalysierten Kreuzkupplungsreaktionen
wie z.B. nach SONOGASHIRA, STILLE oder auch NEGISHI an. Reaktionen nach Suzukr und M1yAurAa
sind die bisher am weitesten entwickelten Kreuzkupplungsreaktionen, die eine effektive als auch ro-
buste Kupplungsreaktion von Arylboronsduren mit heterozyklischen Bromidverbindungen darstel-
len. Sie tolerieren eine Reihe von funktionellen Gruppen und kénnen bei sehr milden Bedingungen

durchgefiihrt werden,[133134]

Baustein A Baustein B
> R
| =T X R
| =1 \/
%z
/

SN , /= + \//N/Z\

Z\|
™ \\
%/«NH \)\Br e
NN

31, R =4-OMe 34 R = 4-OMe 37
32, R =3-OMe 35, R =3-OMe
33, R=2-OMe 36, R = 2-OMe

Schema 4: Geplanter Bindungsbruch in der retrosynthetischen Betrachtung.

Der synthetische Zugang zu den Phenylbrompyridinen (Baustein A) wurde iiber zwei Syntheserou-
ten geplant. Grund dafiir liefert ein mogliches Selektivitdtsproblem, das auf eine Doppeladdition
zurtickzufiihren ist. Es wurde primér versucht, die Bausteine A iiber die Phenylpyridine 38, 39 und
40 in einer Kreuzkupplung nach Suzukr Mivaura mit Monobrompyridin 41 in zwei Schritten dar-
zustellen (Schema 9). Im Anschluss war angedacht, in der a-Position des Pyridins ein Bromidsub-

stituent einzufiihren.

| /R | /R SN
/Q ¢ :> o
B(OH), BOH), o N

42 R =4-OMe 27 34, R = 4-OMe 38 R =4-OMe 42 R =4-OMe 41
43 R = 3-OMe 35, R =3-OMe 39 R =3-OMe 43 R = 3-OMe
44 R = 2-OMe 36, R = 2-OMe 40, R = 2-OMe 44 R = 2-OMe

Schema 5: Zwei geplante Syntheserouten um die gewtiinschten Phenylbrompyridine 34,35 und 36 zu erhalten.

Die Phenylpyridine 38,39 und 40 konnten in einer klassischen Kreuzkupplung, beschrieben nach
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Suzukr und Mivaura in exzellenten Ausbeuten von 85-97% durchgefiihrt werden.[13513]

> R
/
>R | =
| N | ~ Cs,CO3, Pd(PPhs),
~ o
B~ N DME/H,0, 100°C, _
B(OH), 3h N
N
41 42, R = 4-OMe 38, R = 4-OMe, 97%
43, R = 3-OMe 39, R = 3-OMe, 85%
44, R = 2-OMe 40, R = 2-OMe, 91%

Schema 6: Palladium katalysierte Suzukr Mrvaura Kupplung am Brompyridin41 um Phenylbrompyridi-
ne 38, 39 und 40 zu erhalten.

Im néchsten Schritt konnte in der a-Position des Pyridins ein Bromidsubstituent eingefiihrt werden.

Ausschlaggebend fiir den Erfolg dieser Reaktion war der Einsatz der Superbase n-Buli-LIDMAE

und die hohe Aziditat des a-Proton am Pyridin.w] Andere Basen wurden getestet, jedoch blieb der

Erfolg aus, oder die Ausbeuten waren nicht zufriedenstellend. Angemerkt sei, dass die Reaktion von

Phenylpyridin 40 zur Bromverbindung 36 nicht beobachtet wurde. Ein Grund kénnte die rdumliche

Néhe der Methylether sein, die eine Art Li-Aggregat mit dem Pyridin-Stickstoff ausbildet.[137.138]
i R

=
n-BuLi-LIDMAE, CBry

N Hexan, -78°C - 25°C, Z>N

| 12 h |
NS NS

Br

38, R=4-OMe 34, R = 4-OMe, 76%
39, R =3-OMe 35, R = 3-OMe, 88%

Schema 7: Direkte Ring selektive a-Lithiierung und anschlieffende Umsetzung mit CBry als Elektrophil zu
den gewtinschten Phenylbrompyridinen 34 und 35.

Da fiir den Vergleich der verschiedenen Substitutionsmuster unbedingt Bromverbindung 36 herge-
stellt werden sollte, wurde der Syntheseweg auf eine Kreuzkupplung nach Suzukr und M1yAuRA mit
Dibrompyridin 27 abgedndert um Baustein A in einem Schritt darzustellen. Die Bindungskniipfung
konnte in einer Palladium katalysierten Suzuki Miyaura Kupplungsreaktion, beschrieben von Mi-
NARD ef al., durchgefiihrt werden (Schema 8).!%! In dieser Publikation wurden die experimentellen
Parameter untersucht, in der die Monokupplung bevorzugt ablduft. Die gleichen Parameter wurden

genutzt und so die Brompyridine 34,35 und 36 in guten Ausbeuten (79-85%) zu erhalten.13]
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| \/R
\/R
S . | = NaCl, Na,COs, Pd(PPhs),
= Toluol/EtOH/H,0 (4/1/2)
Br N Br 2 ~ "N
B(OH), 40°C,6h <
Br
27 42 R =4-OMe 34, R = 4-OMe, 79%
43, R =3-OMe 35, R = 3-OMe, 85%
44 R = 2-OMe 36, R = 2-OMe, 81%

Schema 8: Selektive Palladium katalysierte Suzukt MivaAura Monokupplung am symmetrischen Dibrompy-
ridin 27 um Phenylbrompyridine 34, 35 und 36 zu erhalten.

Um im Baustein B die Triazolfunktionalitdt aufzubauen, wurde ausgehend vom Hydrazinopyri-
din 26 in einer CDI vermittelten Carbonylierung (siehe [Schema 9), das Pyridin-3-on 45 in einer ex-
zellenten Ausbeute von 80% hergestellt.wL Die Fertigstellung von Pinakolboran 37 (Baustein B)
konnte in einer Palladium katalysierten Suzuki Mivaura Reaktion ausgehend vom Bromverbin-

dung 45 mit 83%iger Ausbeute synthetisiert werden.[141.142]

Br XN . o 0O
| B,pin,, KOAc, Pd(dppf)Cl, "3 //<
Z~n-NHz2 - “vecn, 90°C, \C 1,4-dioxolane, 100°C, O NN

H 8 h, 80% 2h, 83% PN

N
26 37

Schema 9: CDI vermittelte Carbonylierung von Hydrazinopyridin26 zu Pyridin-3-on45. Einfithrung eines
Pinakolborans in einer Palladium katalysierten Suzuki Mivaura Reaktion.

Nach Fertigstellung beider Bausteine A und B sollten diese miteinander verkniipft werden. Die
Palladium katalysierte Suzukr M1vaura Reaktion bietet sich an dieser Stelle ebenfalls an, jedoch

konnten durch Verwenden der Bedingungen die in [Schema 8/und [Schema 6/ (Pd(0) als Katalysator)

gewdhlt wurden, nicht die gewiinschten Kupplungsprodukte erhalten werden. ARTERBURN et al.
haben sich ebenfalls mit der Synthese verschiedener Pyridin-2-ylhydrazine in einer Suzuki Miyau-
RA Reaktion beschiftigt und konnten demonstrieren, das mit 1,1-bis(diphenylphosphino)ferrocene
(dppf) als Ligand, Pd(I) eine herausragende Katalysatoralternative darstellt.134143-145] Dje Kupp-
lungsprodukte 31, 32 und 33 konnten in guten Ausbeuten von 63-77% (siehe[Schema 10) synthetisiert

werden.
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| > R
—
+ Qé Na,COs, Pd(dppf)C|Z

Q 0
_B //<
o) Z N DMF, 100°C, 12 h
AN - , 100°C,
NS \N/

Br
34, R = 4-OMe 37 31, R = 4-OMe, 77%
35, R = 3-OMe 32, R = 3-OMe, 75%
36, R = 2-OMe 33, R = 2-OMe, 63%

Schema 10: Palladium katalysierte Suzukt Mrvaura Kupplung am Pinakolester 37 um die Kupplungspro-
dukte 31,32 und 33 zu erhalten.

Im letzten Schritt der Synthesesequenz wurden die Methyletherfunktionen mit Bortribromid BBr3
gespalten und die gewiinschten Zielverbindungen 23,24 und 25 in guten Ausbeuten von 67-91%
dargestellt werden. Fiir weitere Untersuchungen wurden die finalen Produkte der Arbeitsgruppe

AGKoLs iibergeben, um weitere Experimente durchzufiihren.

| \/R
BBr3
CH,Cl,, -78°C, = N o)
1h Sy A
— NH
XN
31, R =4-OMe 23, R =4-OH, 91%
32, R = 3-OMe 24, R = 3-OH, 79%
33, R =2-OMe 25 R =2-OH, 67%

Schema 11: Lewrs Sdure induzierte Methyletherspaltung zu den gewiinschten Zielverbindungen.

Alle in abgebildeten nichtsteroidalen potentielle 178-HSD14 Inhibitoren konnten in
sehr guten Ausbeuten dargestellt werden. Fiir weitere Untersuchungen und zum erfassen weiterer

physikochemischer Daten, wurden die Verbindungen an den Arbeitskreis AG KoLs iibergeben.

OH
OH
OH
Z\| N\ o
ZZ\ 0 |
0 |
x = N//< N NH . NH
NH N \N/ N N
PN
23 24

25

Abbildung 12: Synthetische Darstellung von 3 nichtsteroidalen selektiven 178-HSD14 Inhibitoren.
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4.2 Synthetische Darstellung von nichtsteroidalen selekt iven 17 B-HSD2 Inhibitoren

Das Ziel und wissenschaftliche Interesse der in diesem Kapitel beschriebenen Arbeit beschaftigt
sich mit der synthetischen Darstellung von drei nichtsteroidalen potentiell selektiven 175-HSD2
Inhibitoren, die zum einen die Knochenbildung induzieren und zum anderen die Knochenresorp-
tion inhibieren. Die Auswahl eines geeigneten Kandidaten als Inhibitor gegeniiber 175-HSD2 lasst
sich auf einige Publikationen zuriickfiihren1%2146147] Den fiir den Auswahlprozess entscheidenden
wissenschaftlichen Beitrag konnten ABDELSAMIE et al. erbringen, in dem pharmakologische sowie
pharmakokinetische Parameter ermittelt, als auch Synthesestrategien entwickelt wurden.141 Um
einen geeigneten Kandidaten zu entwickeln, muss dieser gewisse Kriterien erfiillen. Dazu gehort
eine ausreichende orale Bioverfiigbarkeit sowie metabolische Stabilitdt. Zusatzlich muss dieser den
LipiNsKI's ,rule of five” entsprechen.! 8] Dariiber hinaus wurden diese Kandidaten hinsichtlich ih-
rer inhibitorischen und pharmakologischen Eigenschaften gegeniiber 178-HSD2 in vivo getestet
und evaluiert. In einer retrosynthetischen Betrachtung, sollte das Grundgertist auf vier Baustei-
ne zuriickgefiihrt werden. Wie in gezeigt, wurde ein C-C-Bindungsschnitt zwischen
Carbonyl und Thiophenyl (Gelb) angedacht. Der zweite Schnitt wurde zwischen Thiophenyl und
Aryl (Blau) geplant. Das Sulfonamid sollte {iber das Sulfonsdurechlorid (Griin) dargestellt und der
Inhibitor im letzten Schritt durch Spaltung der Methylether (Rot) fertiggestellt werden.

Friedel Crafts

Acylierung
Suzuki Miyaura
o Kreuzkupplung
A
P /
=T F HN Nukleophile Additi
OH @ ukleophile ition
Entschitzung 7 o’S\/\

Qo
30

Abbildung 13: Geplante Bindungsbriiche in der retrosynthetischen Betrachtung am Beispiel von 175-HSD2
Inhibitor 30.

Im ersten Schritt wurde das Bromthiophen 46 mit dem Benzoylchlorid 47 in einer FRIEDEL CRAFTS

Acylielrung zum Benzoylthiophen 48 in einer sehr guten Ausbeute von 83% dargestellt (siehe Sche-

ma 12). Die Methode konnte im Bezug auf die Reaktionsparameter dahingehend optimiert werden,
dass die Reaktion im Multigramm-Mafistab (> 60 g, bezogen auf Benzoylchlorid 47) durchgefiihrt

und Benzoylthiophen 48 durch Kristallisation aus Methanol aufgereinigt werden konnte.
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o o
F F
o, S s AlCly \ S g
@/ CH,Cl,, 0°C — 25°C, /
F F 0.5 h, 83% F F
OMe OMe
47 46 48

Schema 12: FRIEDEL CRAFTS Acylierung von Bromthiophen 46 an Benzoylchlorid 47 zum Benzoylthiophen 48.

Der Baustein 48 wurde im Anschluss mit drei unterschiedlichen Phenylboronsduren 49, 50 und 51 in
einer SUzZUKI M1yaurA Kupplung zu den Anilinen 52,53 und 54 in sehr guten Ausbeuten umgesetzt
(siehe [Schema 13). Hier wurden ebenfalls durch Adjustierungen der Reaktionsparameter die Su-
zUk1 MiyaurA Kupplung dahingehend optimiert, dass z.B. die Reaktion an 51 mit dem Baustein 48
zum Anilin 54 ebenfalls im Multigramm-Mafsstab (> 40 g, bezogen auf Baustein 48), in exzellenter
Ausbeute von 87% durchgefiihrt werden konnte. Die Aufreinigung erfolgte in diesem Fall durch

Umbkristallisation aus Cyclohexan.

O

Rl
F S N R2
2 R Cs,CO3, Pd(PPh
)+ o (B xeoarm
J— 3 2Y ’
F F eHor R 3h
OMe OMe
48 49 R'=R?=H, R® = 3-NH, 52 Rl=R2=H, R3 = 3-NH,, 87%
50, R! = 4-F, R2 = 2-F, R® = 3-NH, 53, R! = 4-F, R2 = 2-F, R3 = 3-NH,, 96%
51, R!=R2=H, R® = 2-NH, 54, R!=R2=H, R® = 2-NH,, 87%

Schema 13: Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Suzukr Mivaura Kupplung der Boronsduren 49,50
und 51 an Baustein 48 zu den Anilinen 52, 53 und 54.

Im Folgenden wurden die freien Aminfunktionen der Aniline 52, 53 und 54 mit den Sulfonsdurechlor-

iden 55 und 56 zu den korrespondierenden Sulfonsdureamiden 57,58 und 59 umgesetzt (siche Sche-

ma 14). Die Reaktionsparameter wurden in diesem Schritt der Synthesesequenz ebenfalls optimiert,
so dass auch hier die Reaktion im Multigramm-Mafsstab (> 35 g, bezogen auf Baustein54), in
exzellenter Ausbeute von 98% durchgefiihrt werden konnte. Die Aufreinigung erfolgte durch Um-

kristallisation aus Methanol.
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SO,ClI
N Pyridine
25°C, 24 h OMe
R4
R4

52 R1=R2=H, R®=3-NH, 55 R4=CN 57 R'=R2=H, R3=3-NH,, R*=CN, 93%
53 R'=4-F, R?=2- F, R3 = 3-NH, 56,RY=F 58 R!=4-F,R?=2-F, R®=3-NH,, R* = F, 98%
54 R1=R2=H, R®=2-NH, 59 R'=R2=H, R3=2-NH,, R*=F, 98%

Schema 14: Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Addition der Aniline52,53 und54 an die Sul-
fonsdurechloride 55 und 56 zu den korrespondierenden Sulfonsdureamiden 57, 58 und 59.

Im finalen Schritt dieser Synthesesequenz wurden die Precursor 57,58 und 59 zu den 17p-HSD2 In-
hibitoren 28,29 und 30 in einer LEwrs Sdure (BBr3) vermittelten Demethylierung umgesetzt (siehe
[Mabelle 2). Die Reaktionsparameter wurden in diesem Schritt der Synthesesequenz ebenfalls opti-
miert, so dass auch hier die Reaktion im Multigramm-Mafsstab (> 20 g, bezogen auf Baustein 59),
in exzellenter Ausbeute von 97% durchgefiihrt werden konnte. Die Aufreinigung erfolgte durch
Umkristallisation aus Toluol. Der 175-HSD2 Inhibitor 30 konnte in der linearen Synthese in einer

Gesamtausbeute von 69% dargestellt werden.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der LEwis Sdure (BBr3) vermittelten Demethylierung der Pre-
cursor 57,58 und 59 zu den 17B-HSD2 Inhibitoren 28,29 und 30.

o] R!
= s / %RZ kRZ
| 7\
F F 0o=§=0 ___ BB 0=
OMe CH,Cl,, -78°C,
1h
R4 R4

57 R1=R2=H, R®=3-NH,, R=CN 28 Rl=R2=H, R3=3-NH,, R*=CN, 93%

58 R1=4-F, R2=2-F, R3=3-NH,, R4=F 29 Rl =4-F, R2 = 2-F, R® = 3-NH,, R* = F, 94%

59 R1=R2=H,R3=2-NH,, R*=F 30 R1=R2=H, R®=2-NH,, R4=F, 97%

Amid R! R2 R° R* Produkt Ausbeute [%]

57 H H 3NH- CN 28 93
58 2-F 4F 3-NH- F 29 94
59 H H 2-NH- F 30 97

4.3 Pharmakokinetische Evaluierung der 17  f-HSD2 Inhibitoren

Die 17p-HSD2 Inhibitoren 28, 29 und 30 sind von einer Grundstruktur abgeleitet, die bereits als 17-
HSD2 und 178-HSD1 Inhibitor beschrieben wurde.1021461491501 ' Eg wurde untersucht, ob gewisse
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Strukturverdanderungen einen Einfluss auf die pharmakologischen Eigenschaften haben. Diese Un-
tersuchungen wurden in unserer Arbeitsgruppe AG HARTMANN durchgefiithrt und miindeten in
einer Publikation.14”] Die in der Structure activity Relationship (SAR) gewonnen Erkenntnisse zeigen
auf, dass die phenolische Hydroxygruppe sich als essentiell fiir die Aktivitdt gegentiber 175-HSD2
darstellt.14”] Gleiches gilt fiir die Fluorsubstituenten, die eine bedeutende pK,-Absenkung der phe-
nolischen Hydroxygruppe hervorrufen und zusétzlich eine wichtige Rolle bei der Selektivitdt ge-
geniiber 17B-HSD1 einnehmen.1%2147] Zydem nehmen sie eine {ibergeordnete Rolle in der metabo-
lischen Stabilitit ein.1471 Der 178-HSD2 Inhibitor 28 hat eine sehr hohe metabolische Stabilitit mit
einer Halbwertszeit (t; /») von 42 min in der humanen Leber S9 Fraktion (hS9). Bemerkenswert ist die
noch hohere Stabilitit in der Maus Leber S9 Fraktion (159) von iiber > 120 min (siehe [Tabelle 3). In
ihrer Kernstruktur unterscheiden sich die Inhibitoren 28 und 29 nicht merklich. In der 2,4-Position
im Thiophen-2-ylphenyl-Fragment von Inhibitor 29 sind Fluorsubstituenten eingebaut. In gleicher
Position sind die anderen Inhibitoren 28 und 30 mit Wasserstoffen substituiert. Zudem weist Inhibi-
tor 28 in para Stellung ein Nitril auf, wobei in gleicher Position bei Inhibitor 29 ein Fluor vorhanden
ist. Durch diese Strukturabdnderungen konnte eine Verbesserung der Selektivitidt gegentiber 17-
HSD2 und eine Erhchung der metabolischen Stabilitdt im Vergleich zu 28 (t;,, in hS9 von 55 min)
erreicht werden. Die pharmakokinetischen Daten konnten durch Entfernen der beiden Fluorsubsti-
tuenten und eine Verschiebung des Benzsulfonamids in ortho-Stellung zum Thiophenylfragments
nochmals verbessert werden. In der Folge wurde die Selektivitdt von 3,5 (28) auf 7,5 (30) und die

metabolische Stabilitdt mit einer Halbwertzeit (t; /») von 42 min (28) auf 66 min (30) verbessert.
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Tabelle 3: Zusamenstellung der pharmakologischen Daten.!147]

o} o} E o
TLO-Q OO oy
Ay Sav DAY,
F F oo NH F F oo NH F F "
OH =g OH ~d . O
S\O S\O OH O//S/

NC F
28 29 30
IC50 [nM]” IC50 [nM]“ Inh @ 1;4M [0/0]ﬂ
Inhibitor h17p-HSD2  hl17p-HSD1 m17B-HSD2 m17B-HSD1
28 2.9 10.1 25 43
29 0.6 3.9 32 19
30 6.1 45.8 22 80
t1/2 [min]" Kd
st hS9  mS9 cLogP cLogD M [g/mol]® HD® HA® Loslichkeity,*
35 42 >120 4.46 2.16 514 2 6 > 200uM
6.5 55 75 4.8 2.86 543 2 5 > 200uM
75 66 61 5.03 3.01 507 2 5 > 200uM

“Mittelwert von mindestens zwei Messungen mit einer relativen Standardabweichungen og,;. < 20%. Die
Finalkonzentrationen von Estron (E;)5 und Estradiol (E;)6 in h175-HSD1 und h17B-HSD2 betragen je-
weils 500 nM und jeweils 10 mM in m178-HSD1 und m178-HSD2 respektive. ’s.f.: Selektivititsfaktor =
hICs0(17B-HSD1)/hIC50(173-HSD2). “Pooled Humane oder Maus Leber S9 Fraktion (1 mg/mL), 2 mM Ni-

cotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP), 1 mM Uridin-S/-diphosphoglucuronséure (UDPGA), 0.1 mM

3/-Phosphoadenosin—Sl-phosphosulfat (PAPS) und 1 uM 28,29 und 30 bei 37 °C. “Berechnete Verteilungskoef-
fizienten Log P und Log D bei pH 7.4 mit ACD/Labs Software. “M: Molekulargewicht, HD: Anzahl Wasser-
stoffdonator. HA: Anzahl Wasserstoffakzeptor. Die wéssrige Loslichkeit wurde in einer Phosphat gepufferten
physiologischen Kochsalzlosung bei pH 7.2 und 2% Dimethylsulfoxid (DMSO) bestimmt.

Unter Berticksichtigung das der zelluldre ICsy von h178-HSD2 um einen Faktor von 8-16 grofer ist,
als der IC5p von h17p-HSD2 in einem zellfreien Assay, konnten die Plasmaspiegel der 175-HSD2
Inhibitoren 28,29 und 30 womoglich nicht ausreichend sein.!#7151 Im Nachgang wurde untersucht,
wie sich die Inhibitoren in einem Rattenmodell verhalten. Dafiir wurden zuerst die ICsy, Werte
gegentiber Ratten r178-HSD2, resp. r173-HSD1 ermittelt und die metabolische Stabilitidt in unserer
Arbeitsgruppe AG HARTMANN untersucht. Wie die Daten aus [Tabelle 4 aufzeigen, sind die Inhibito-
ren 28,29 und 30 sehr potent gegentiber r175-HSD2 und weisen eine ausreichend hohe metabolische

Stabilitdt (t; ») in der Ratten Leber S9 Fraktion (rS9) auf.
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Tabelle 4: Inhibition von r173-HSD2 und r17B-HSD1 sowie metabolische Stabilitit von 175-HSD2 Inhibi-
tor 28,29 und 30 in 59,1147

o)
" O 5 O Q
F F NH

OH o HN 0

~_ !
“Ss S\

f o) ( o) O/s
NC F F
28 29 30
1C59 [nM]? t1/2 [min]®
Cpd r178-HSD2 r17p-HSD1 rS9
28 10 1334 60
29 9 388 60
30 10 9 92

“Mittelwert von mindestens zwei Messungen mit einer relativen Standardabweichungen og,; < 20%. Die
Finalkonzentrationen von Estron (E;) 5 und Estradiol (E;) 6 in ¥178-HSD1 und r17-HSD2 betragen jeweils

10 nM."Ratten Leber S9 Fraktion (1 mg/mL), Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP), Uridin-5 -
diphosphoglucuronsdure (UDPGA) und 3/-Phosphoadenosin—S/-phosphosulfat (PAPS).

Im Anschluss wurde in einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe AG VoLLMER (TU Dresden),
eine pharmakokinetische Untersuchung mit den 175-HSD2 Inhibitoren 28,29 und 30 durchgefiihrt.
Die Verabreichung der Substanzen erfolgte peroral an Wistar-Hannover Ratten in einer Dosis von
50mg/kg Korpergewicht pro Tier (n = 5). Als Vehikel wurde Erdnussbutter verwendet.122] Nach
peroraler Verabreichung konnten wir in den ersten Pilotversuchen tiber einen lingeren Zeitraum
noch sehr hohe Plasmaspiegel ermitteln. Bis zur hochsten Konzentration (10 yM) hat keiner der
Inhibitoren agonistische oder antagonistische Aktivitit am Estrogen Rezeptor a (ERw) gezeigt.w]
Wie aus entnommen werden kann, zeigt Inhibitor 30 (rot) einen enorm hohen Plas-
maspiegel. Selbst nach 24 h war ein ausreichend hoher Plasmaspiegel zu beobachten, verglichen mit

dem IC5p von 10 nM r17B-HSD2 aus [labelle 4
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Abbildung 14: Pharmakokinetische Profile der 173-HSD2 Inhibitoren 28 (blau), 29 (lila) und 30 (rot) nach ora-
ler Verabreichung an Wistar-Hannover Ratten. Die Inhibitoren wurden in Erdnussbutter suspendiert und in
einer Konzentration von 50 mg/kg Korpergewicht. Plasmaproben wurden nach 1, 6 und 24 Stunden entnom-
men. Bei den dargestellten Daten handelt es sich im Mittelwerte £ Standardabweichung. Diese Abbildung
wurde aus ABDELSAMIE et al. adaptiert.14”] Die Erlaubnis zur Veroffentlichung dieser Abbildung in meiner
Doktorarbeit wurde durch das Journal gegeben.

Der 17B-HSD2 Inhibitor 30 hat sich gegeniiber Verbindung 28 und 29 in einer Structure activity Rela-
tionship (SAR) durchgesetzt, zeigt ein vielversprechendes pharmakokinetisches Profil und hat sich
dadurch als vielversprechender Kandidat hervorgehoben.4”l Im Anschluss wurde der 178-HSD2
Inhibitor 30 in einer Kollaboration mit AG VoLLMER (TU Dresden) einem Tierversuch unterzogen,
in dem der Knochenaufbau an Ovariektomie induzierter Osteoporose in einem Tiermodel (Wistar-
Hannover Ratten) untersucht wurde.1%1471 Der Inhibitor30 wurde in einer tiglichen Dosis von
2mg/kg Korpergewicht tiber einen Zeitraum vom 8 Wochen nach der Ovariektomie verabreicht.
Der Effekt der Ovariektomie auf die Struktur der Tibia und der Bone sparing effect von Inhibitor 30
nach 8 Wochen ist in dargestellt. Obwohl die Tibia der Kontrollgruppe (Linkes Drittel
in [Abbildung 15) eine dichte trabekulare Struktur aufweist (Gelbe Pfeile), ist in der Tibia der Ratten,
an denen eine Ovariektomie durchgefiihrt wurde (Mittleres Drittel in [Abbildung 15), ein signifi-
kanter Schwund an Knochenmaterial und trabekuldrer Struktur zu beobachten. Eine Verabreichung
von 17B-HSD2 Inhibitor 30 hatte einen positiven Effekt (Gelbe und rote Pfeille) auf die trabekuldre
Struktur und den Knochenaufbau (Rechtes Drittel in [Abbildung 15). Wie in darge-
stellt, konnte bewiesen werden, dass eine Verabreichung iiber einen lingeren Zeitraum (8 Wochen)
von 17B-HSD2 Inhibitor 30 zu einem Aufbau der trabekuldren Struktur und der Knochenmasse
fiihrt.
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Abbildung 15: Darstellung des Bone sparing effect nach Verabreichung von 178-HSD2 Inhibitor 30 in einem
Tiermodel (Wistar-Hannover Ratten) nach einer tdglichen Dosierung von 2 mg/kg Korpergewicht tiber einen
Zeitraum von 8 Wochen. Abgebildet ist die Tibia der Kontrollgruppe (Control: Sham surgery, Schein operiert),
der ovariektomierten Gruppe (ovx: ovariectomized) und der ovariektomierten Gruppe + Verabreichung von
17B-HSD2 Inhibitor 30 (ovx + Inhibitor: ovariectomized +30). Nach 8 Wochen Studiendauer wurden die Rat-
ten getttet und die Tibia entfernt. Aus der Tibia wurden reprisentative Scheiben geschnitten und die Struktur
mit einem puCT aufgenommen. Die gelben Pfeile deuten auf die trabekuldre Struktur. Die roten Pfeile deuten
auf die Kavitdten und den Verlust der trabekuldren Struktur hin. Dieses Bild wurde aus ABDELSAMIE et al.
entnommen und bearbeitet.14’] Die Erlaubnis zur Veréffentlichung dieser Abbildung in meiner Doktorarbeit
wurde durch das Journal gegeben.

4.4 Synthetische Darstellung eines  Drugs

Das nédchste Ziel bestand darin, aus dem 17p-HSD2 Inhibitor 30 ein Drug herzustellen. Dabei soll
der aktive 178-HSD2 Inhibitor 30 in eine inaktive Form (Drug) tiberfiihrt werden. Die Freisetzung
des aktiven Wirkstoffes soll lokal am Knochengewebe erfolgen. Da der 175-HSD2 Inhibitor 30 keine
Affinitdt zum Knochenmaterial aufweist, muss die Struktur von 178-HSD2 Inhibitor 30 modifiziert
werden. Durch Einfiihren einer Bisphosphonat-Einheit, wird eine hohe Affinitdt zur Knochenstruk-
tur gewdhrleistet. Nach erfolgreicher Bindung, wird der 178-HSD2 Inhibitor 30 enzymatisch aus
dem Drug freigesetzt und entfaltet seine Wirkung lokal am Knochengewebe. Aufgrund dieser Affi-
nitdt sollten die Plasmaspiegel niedrig sein, so dass eine evtl. Hemmung von 178-HSD2 in anderen

Geweben nur eine untergeordnete Rolle einnimmt (siehe [Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der lokalen Freisetzung des 173-HSD2 Inhibitor 30.

Damit die Erforschung eines passenden Designs nicht am Inhibitor 30 durchgefiihrt werden muss,
wurde Difluorphenol 60 als Modellverbindung verwendet. Das Difluorphenol 60 weist Ahnlichkeit
zum Inhibitor 30 aufgrund der zwei Fluoratome in ortho-Stellung auf. Daraus sollte eine dhnliche
Aktivierung der Hydroxyfunktion resultieren, die sich als essentiell fiir eine Bindung im aktiven
Zentrum erwiesen hat. Im Zuge dessen wurde evaluiert, inwieweit ein Linker und ein Spacer ein-
gebaut werden muss und wie Komplex diese in ihrer chemischen Struktur sein miissen. Es muss
sichergestellt sein, dass die neu eingefiihrte Funktionalitdt die Freisetzung des aktiven Inhibitor 30
gewdhrleistet. Dafiir muss eine Funktionalitdt eingefiihrt werden, die es erlaubt den aktiven Inhi-
bitor 30 freizusetzen. Esterfunktionen bieten sich an, da Esterasen im Korper zu gentige vorhanden
sind und diese enzymatisch spalten konnen. Ziel war es, dass das Drug oral eingenommen werden
kann, und nach Durchlaufen diverser Kompartimente am Knochenmaterial bindet. Esterasen, die
sich in den Osteoklasten befinden, sollen dann das aktive Drug 30 freisetzen. Ziel der ersten Synthe-
sesequenz war es, die Strukturen weitestgehend unkompliziert zu lassen, mit dem Hintergedanken,
dass die Syntheseschritte auf unseren Inhibitor 30 {ibertragen werden miissen. Als Binder am Kno-
chenmaterial war eine Bisphosphonsdure-Funktion vorgesehen, die stark an Hydroxyapatit bindet.
Als Linker war eine Esterfunktion und eine CH,-Gruppe als Spacer angedacht. Beides kann aus dem
Bromessigsdureethylester 61 generiert werden. Es wurden verschieden substituierte Phosphonate
(62,63 und 64) ausgewdhlt, um die Entschiitzung zu der freien Phosphonsdure zu untersuchen, die

im Drug als Binder enthalten sein muss. Die Substitution konnte in exzellenten Ausbeuten durch-

gefiihrt werden (siehe [Schema 15).
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0 0
I I
Etoj]ﬂ Br P(OR)2 NaH , EtO P(OR),
') THF, 0°C - 25°C,
o~ P(OR)2 5 h O 4-P(OR),
61 62, R = Et 65, R = Et, 99%
63, R =iPr 66, R = iPr, 99%
64, R =Bn 67, R =Bn, 99%

Schema 15: Nukleophile Substitution der Phosphonate 62, 63 und 64 an Bromessigsdureethylester 61.

Im Anschluss wurde untersucht, ob diese Reaktion auch an Thiocarbonylen zu einem &hnlich Erfolg
fuhrt. Dafiir musste zuerst das Thioanalogon 68 ausgehend von Bromacetat61 in einer LAWESSON-
Reaktion hergestellt werden (siehe [Schema 16). Das Thioanalogon 68 konnte in akzeptabler Ausbeu-
te hergestellt werden, jedoch war es nicht moglich, die Folgereaktion mit Bisdibenzylphosphonat 64
in einer nukleophilen Substitution zum Thiophosphonat 69 umzusetzen. Ebenfalls konnte mit kei-
nem der in[Schema 15 aufgelisteten Derivate die Synthese durchgefiihrt werden. Die Thiocarbonyle

wurden dann nicht mehr weiter verfolgt.

o) (@]
11 1
E LAWESSON E NaH
toj(\Br __LAWESSON _ toj(\Br N rP(OBn)z EtOWP(OBn)Z
toluene, 100°C, THF, 0°C - 25°C
o} S . P(OBn), : ' S ~zP(OBn);
4 h, 70% o* 5h o-
61 68 64 69

Schema 16: Einfithrung eines Thiocarbonyls an Bromacetat 61 zum Thioester 68 in einer LAWESSON-Reaktion.
Die anschliefsende nukleophile Substitution zum Thioanalogon 69 konnte nicht erfolgreich umgesetzt werden.

Im nachfolgenden Schritt wurden die Phosphonate in die korrespondierenden Difluorphenoles-
ter 70,71, und 72 umgeestert. Dabei wurde zuerst eine Verseifung mit anschliefender Chlorierung
mit SOCl, durchgefiihrt. Die Sdurechloride 73,74 und 75 wurden mit Difluorphenol 60 zu den Pre-
cursor 70,71 und 72 umgesetzt (siehe [Schema 17)).
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Eto\n/\( P(OR), ©:O\H/Y P(OR),
65, R = Et 70,R = Et, 47%
66, R =iPr 71R =iPr, 74%
67,R=Bn 72,R = Bn, 83%
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Q o F
| m
LéJ 60
(I? I
HO P(OR), socl, cl P(OR),
CH,Cl,, 45 °C, 3 h
O _.P(OR), 2>z O _.P(OR),
o) o)
76, R = Et 73, R = Et
77, R=iPr 74, R =iPr
78, R=Bn 75, R =Bn

Schema 17: Umesterung der Ethylester 65,66 und 67 in die korrespondierenden Difluorphenolester 70,71,
und 72. Die Ausbeuten beziehen sich auf drei Reaktionsschritte.

Simultan zu den vorangegangenen Synthesen wurde versucht, die Carbonsduren direkt mit Difluor-

phenol 60 umzusetzen. Dafiir wurde die Sdure 78 isoliert und in einer DCC-Kupplung quantitativ

zum DFP-Ester 72 umgesetzt (siehe [Schema 18).

0
1
KOH EtO P(OBn),
MeOH, 0°C - 25°C,
16 h, 76% O 47P(OBn),
67
F 9 1
OH | HOWP(OBn)z DCC, DMAP N OWP(OBn)Z
CH,Cl,, 0°C, | O POB
= (@] O//P(OBn)z 16 h, 99% = = O// ( n)2
60 78 72

Schema 18: DCC-Kupplung von Difluorphenol 60 mit der Saure 78.

In den zuriickliegenden Synthesen, wurden sehr strukturdhnliche Phosphonate in die Synthesen

eingebaut. Um chemische Vielfalt zu gewdhrleisten und neue Angriffspunkte in die Synthesese-

quenz_zu implementieren, wurde im Bisphosphonat eine NH,-Funktion eingefiihrt (siehe ISche-

[
ma 19). Das Dibenzylamin 79 wurde mit Diethylphosphit und Orthoameisensaduretriethylester 80 in
maéfligen Ausbeuten zum Dibenzylester 81 umgesetzt. Die anschliefende Entschiitzung konnte in

exzellenter Ausbeute zum Aminophosphonat 82 durchgefiihrt werden.
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o)
I
H . Lo HPO(OEY), o Ha, Pd/C H,N N P(OEt),
)\ 170°C, 5 h, 54% N P(OEY), MeOH, 25°C,
o0 o T 24 h, 99% o P(OEY:
. P(OEt),
o
79 80 81 82

Schema 19: Synthese von Aminophosphonat 82 ausgehend von Dibenzylamin 79.

Es wurde zuerst versucht, andere Linker/Spacer einzubringen. Das Aminophosphonat 82 konnte mit
Chlorameisensdureethylester 83 in einer Testreaktion erfolgreich zum Carbamat 84 umgesetzt wer-

den (siehe [Schema 20).

Tl H Il
H.N._P(OE; i Na,COs EtO.__N.__P(OEt),
cl” “NOEt  MeCN,-78°C - 25°C,
o~ P(OED:2 24 h, 99% O - P(OEY),
82 83 84

Schema 20: Elektrophile Addition von Aminophosphonat 82 an Chlorameisensaureethylester 83.

Mit Chloracetylchlorid 85 konnte der erste Vertreter zum Chloracetamid 86 umgesetzt werden (siehe
[Schema 27). Die anschlieende Umsetzung mit Difluorphenol 60 lieferte das erste DFP-Acetamid 87

und bestétigte somit die einfache Umsetzung mit Elektrophilen.

0 0 F
H,N__P(OEt) o Na,COs3 N.__P(OEY OH
2 2 . 2 4
T Cl)]\/c' MeCN, -78°C - 25°C, oY
82 85 86 60

F

@ H II(Z?’(OEI) K>,CO3 Nal
2 2C03,
oYY DMF, 40°C,
F (@] O// P(OEt)z 18 h, 71%
87

Schema 21: Synthese von DFP-Acetamid 87 in einer zweistufigen Synthese.

Bei den Phosphonaten 63 und 62 wurde versucht unterschiedliche Funktionalitdten einzufiihren, um
im spéteren Verlauf ein breiteres Spektrum an chemischen Modifikationen durchzufiihren. Dabei
konnte ausgehend vom Isopropylphosphonat63 eine Mesylgruppe zum Mesylphosphonat 88 ein-
gefithrt werden, die als geeignete Abgangsgruppe fiir spitere nukleophile Reaktionen dienen sollte.
Auflerdem wurde Ethylphosphonat62 in einer zweistufigen Synthese zum Phosphonat 89 umge-
setzt, welches wiederum in einer FRIEDEL CrAFTS Alkylierung oder elektrophilen Additionen wie

z.B. Hydroborierung oder -zirkonierung eingesetzt hitte werden kénnen.
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O O
I I
P(OIPr)2 NaH, MeSOZCI MeOZS P(O|Pr)2
) THF, 0°C - 25°C, .

O// P(OlPr)2 5h, 68% O// P(OlPr)2
63 88
O 1) H,CO, DEA, MeOH, O
P(OEt), 24 h, 70°C P(OEt),

2) pTsOH, Toluene,
o P(OED; 14 h, 110°C, o7 P(OED;

80%, 2 Stufen

62 89

Schema 22: Synthese anderer Phosphonate wie z.B. des Mesylphosphonats 88 und Phosphonats 89.

Das Difluorphenol 60 wurde in den zuriickliegenden Reaktionen als Nukleophil eingefiihrt. Es wur-
de versucht, das urspriinglich verwendete Nukleophil in ein Elektrophil zu transferieren um neue
synthetische Zugédnge zu generieren. Es bieten sich zwei Ansdtze an, um unterschiedliche Elektro-
phile zu erzeugen, damit zum einen eine Linker- und zum anderen eine Spacer-Variation durch-
gefiihrt werden kann. Die Reaktionen von Difluorphenol 60 mit Chloracetylchlorid 85 oder Triphos-
gen, lieferte einen alternativen Zugang zu elektrophilen DFP-Verbindungen (siehe [Schema 23)). Lei-
der konnte eine anschlieffende Umsetzung mit z.B. Aminophosphonat82 oder Bisdibenzylphos-
phonat64 und seine Alkylderivate nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Folglich wurde dieser

Synthesezugang nicht weiter verfolgt.

F
0
OH NEts o
+ —_— Cl
CI)K/Q DEE, 25°C, @ EI/\
= 1h, 77% =

60 85 90
F F

OH Triphosgene, NEt;3 o. _CI
THF, 25°C, \([)]/
= 2 h, 69% E

60 91

Schema 23: Alternativer Zugang zu elektrophilen DFP-Verbindungen.

Die Ester sollen im finalen Schritt zu den Bisphosphonsduren umgesetzt werden. Dabei wurde ver-
sucht, die Entschiitzung tiber zwei verschiedene Reaktionen durchzufiihren, da Alkylester anders
entschiitzt werden als Benzylester. Die Entschiitzung der Alkylester mit TMSBr oder TMSI als LE-
wis Sduren sind Literatur bekannt, jedoch konnte die Sequenz nicht auf unser Substrat tibertragen
werden (siehe [Schema 24). Der Difluorphenolester, ist durch die beiden Fluoratome destabilisiert

und neigt dazu verseift zu werden. Die zweite labile Position ist am a-CH lokalisiert und weist
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aufgrund der beiden benachbarten Phosphonsdure-Gruppen eine hohe CH-Aziditdt auf. Dadurch
sind bei der Reaktionsdurchfiihrung viele Nebenprodukte entstanden, die weiter nicht charakteri-

siert worden sind. Folglich wurde auf die Verwendung von Phosphonséurealkylester als Precursor

(e} F (0]
I 1]
O\H/\(P(OR)Z TMSBr oder TMSI N O\“/Y P(OH)2
O _.P(OR) cHoch,-78°c w25, Lo _pon)
F - O 2 24 F 0O 2

70, R = Et 92
71, R=iPr

verzichtet.

Schema 24: LEwrs Sdure vermittelte Entschiitzung zur Bisphosphonsaure 92.

Die Reaktionsbedingungen sind bei der Entschiitzung von Benzylestern wesentlich milder. Es wer-
den keine reaktiven Chemikalien verwendet und als Nebenprodukt entsteht oft nur Toluol. Eine
hohe Reinheit des Precursors birgt den Vorteil einer vereinfachten Aufreinigung. Die Freisetzung

der Bisphosphonsdure 92 konnte unter milden Bedingungen in einer Wasserstoffatmosphére durch-

gefiihrt werden (siehe [Schema 25).

F Q F Q
o} P(OBn), Hz, Pd/C 0 P(OH),
@E mosn MeOH, 25 °C, mOH
F O P8 24 h, 92% g O o7P(OH):

72 92

Schema 25: Hydrierung von Benzylphosphonat 72 zur Bisphosphonsdure 92.

Die Stabilitdt der Bisphosphonsédure 92 wurde untersucht. Nach Lagerung bei Raumtemperatur und
im Kiihlschrank, konnte innerhalb einer Woche die Bildung eines Zerfallprodukts festgestellt wer-
den (siehe [Schema 26). Die Uberprﬁfung erfolgte durch NMR-Spektroskopie und die Zersetzung
zum Difluorphenol 60 konnte nachgewiesen werden. Die Bisphosphonsdure 93 erscheint als logische
Nebenkomponente in dieser Zersetzungsreaktion. Diese Eigenschaft wiirde auch erkldren, warum

die Entschiitzung mit den LEwis Sduren aus [Schema 24 nicht zum gewiinschten Erfolgt gefiihrt hat.
F

O F 0]
I I
O\”/\rP(OH)z C[OH HOWp(OH)Z
- +
C[F O -P(OH), . O -P(OH),

92 60 93

Schema 26: Zersetzung der Bisphosphonsaure 92 zu Difluorphenol 60.

Die Einfiihrung von Benzylschutzgruppen scheint das Mittel der Wahl zu sein, um einen synthe-

tischen Zugang zu Bisphosphonsduren in sehr guten Ausbeuten zu erhalten. Es wurde daraufhin
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untersucht, ob ein dhnlicher Zugang zu Phosphaten zu realisieren ist (siehe [Schema 27). Diben-
zylphosphat 94, ist kommerziell erhiltlich und trdgt schon die wichtigen Benzylschutzgruppen. Es
konnte in einer Phasentransferkatalyse mit Chlormethansulfonylchlorid 95 in Anwesenheit von Te-
trabutylammoniumsulfat (BusN)>SO; als Phasentransferreagenz zum Chlormethylphosphat 96 um-
gesetzt werden. Die anschlieffende Reaktion mit Difluorphenol 60 zum Dibenzylphosphat 97 verlief

mit einer sehr guten Ausbeute. Die finale Hydrierung zum DFP-Phosphat98 verlduft analog zu

Schema 25| und liefert d4hnliche Ausbeuten.

0] (0]

P P
(0] (I) OH (@) (I) O/\CI F
+ Cl._SO.Cl NaHCOg,(BUsN)>SO4 ? + C[OH

CH,CI,/H,0, 0°C - 25°C,

24 h, 83% F
94 95 96 60
F
o._O. _ HpPdIC 0._0 K,COs
@: POH: = on 24n, P(OB")2 DMF, 25°C,
F o 25°C, 98% 12 h, 78%

Schema 27: Synthese von DFP-Phosphat 98.

Mit dieser Erkenntnis wurde der Versuch einen elektronenarmen Ester als Linker und eine CHs-
Gruppe Spacer einzufiihren nicht mehr weiter verfolgt. Als Konsequenz sollte der elektronenarme
Ester mit Elektronendichte stabilisiert werden. Die Esterfunktion sollte als Linker erhalten bleiben,
und der Labilitdt durch Einfiihrung von +M-Substituenten entgegengewirkt werden. Als Grund-
struktur wurden verschiedene Tolylsduren verwendet, die mit Methylethern substituiert worden
sind. Als Counterpart wurden auch Nitrotolylsduren verwendet, um die Stabilisierung zu bestatigen.
Die Nitrotolylsdure 99 wurde selber in einer ortho-Nitrierung mit HNOj3; zur Benzylposition herge-
stellt. Die Benzoesdure100 konnte aus einer radikalischen Bromierung mit NBS erhalten werden.
Um die Tolylsduren mit Difluorphenol 60 zu kuppeln wurde die DCC-Kupplung verwendet. Sie ist
einfach in der Durchfiithrung, ldsst sich auf sehr viele Substrate tibertragen und liefert eine einfache

Aufreinigung mit exzellenten Ausbeuten (siehe [Schema 28).
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E Rl 5 4 6 \& 4
OH ; mRS DCC, DMAP " o 1 \/\+/R;R3
HO\[ N3 CHyCl, 0°C, 16 h N3
F o 2 0 2
=
60 101, R'=R%2=H,R3=Br 102, R'=R2=H, R®=Br, 92%
100,R'=R2=R%=H 103, R1=R2=R3=H, 99%
104, Rt = 5-NO,, R2=3-NO,, R3=H 105, Rt = 5-NO,, RZ = 3-NO,, R3 = H, 95%
99, R1=3-NO,, RZ=R3=H 106, Rt =3-NO,, RZ=R3=H, 97%
107, R! = 5-MeO, R2 = 3-MeO, R3=H 108, R! = 5-MeO, R2 = 3-MeO, R3 = H, 99%
109, R =3-MeO, R2=R3=H 110, R = 3-MeO, R2=R3=H, 99%
111, R'=R2=H,R3=Ac 112 R'=R%2=H, R® = Ac, 99%
113, R =2-MeO, R2=R3=H 114, R = 2-MeO, R2 = R3 = H, 99%
115, Rt = 6-MeO, R2 = 2-MeO, R® = H 116, R! = 6-MeO, R2 = 2-MeO, R3 = H, 99%
117, R*=R? = H, R® = Formyl 118, R' = R2 = H, R® = Formyl, 99%

Schema 28: DCC-Kupplung von Difluorphenol 60 mit verschiedenen Tolylsduren.

Die Benzylposition wurde ausgewdhlt, um eine Abgangsgruppe einzufiihren die im spéateren Ver-

lauf gebraucht wird, um die Bisphosphonate einzufiihren. Die radikalische Bromierung mit NBS

konnte bei elektonenreicheren Aromaten in besseren Ausbeuten durchgefiihrt werden (siehe Sche-
|

ma 29). Bei Bromierung der elektronenarmen Aromaten (z.B. Nitroaromat 106) konnte die Reaktion
mit nur schlechten Ausbeuten durchgefiihrt werden. Der Dinitroaromat 105 liefd sich nicht bromie-

ren.

F 6@2 F 6X/i/zBr

o UTR NBS, DBPO o UTR
> 3 CCly, 80°C, 4 h > 8
o) o)
F F

119, R! = 3-MeO, RZ = 5-MeO 120, R! = 3-MeO, R? = 5-MeO, 88%
110, R = 3-MeO, R2=H 121, R = 3-MeO, R2 = H, 86%
122, R =2-MeO, R2=H 123, R1 = 2-MeO, R2 = H, 90%
106, R1=3-NO,, R2=H 124, R' = 3-NO,, R2 = H, 66%

Schema 29: Radikalische Bromierung der Benzylposition mit NBS.

Mit dem Bromid als Abgangsgruppe sollte im Anschluss die Bisphosphonat-Einheit eingefiihrt wer-
den. Bromide eignen sich sehr gut als Abgangsgruppe und die Benzylposition bietet eine attraktive
Moglichkeit Nukleophile einzufiihren. Die in aufgezeigte Reaktion konnte erst nach ei-
ner Reihe von Voruntersuchungen, an den in [Schema 30| abgebildeten Modellverbindungen durch-

gefiihrt werden.
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I MeO
MeO N rF>(osn)2 NaH . o
THF, 0°C - 25°C, o P(OBn),
© B o> P(0BN): 5 h, 65%
r ' - P(OBn),
o)
125 64 126
o ?
Br i P(OBn),
Eto\[{@/\ . rP(OBn)Z NaH . OWO |
THF, 0°C - 25°C Et - P(OBn);
/ , ' o)
o} o-P(OBN): 5 h, 60%
o}
127 64 128
o Q
N B 1 P(OBn),
veo. . rP(OBn)z NaH . m/@/\q |
THF, 0°C - 25°C,  MeO - P(OBn),
. . ' o)
o) o7 P(OBN): 5 h, 60%
o}
129 64 130

Schema 30: Testsystem fiir die Validierung der nukleophilen Substitution.

Es wurde zunéchst iiberpriift, wie das Nukleophil generiert werden soll, in welcher Konzentrati-

on und in welchem Losungsmittel es vorliegen muss. Der labile Ester bietet immerhin noch die

Moglichkeit, als Elektrophil zu wirken, wobei der sterische Anspruch als zu groff angenommen

wurde. Die hochsten Ausbeuten lagen bei ca. 60%. Der elektronendrmere Nitroaroamat 106 liefs sich

nicht umsetzen.

RS 4 o R'S , %(OB )
F X Br i N N2
o ol e N P(0Bn), NaH i of| L g2
X s THF, 0°C - 25°C, o '35> P(OBN):
| 2 _P(OBn), 5 h e
= o] ) o)
F F
103, R!=R2=H 64 131, R1=R2=H, 60%
120, Rt = 2-MeO, R? = 6-MeO 132, R! = 2-MeO, R? = 6-MeO, 59%
121, R' = 2-MeO, R2 = H 133, R! = 2-MeO, R? = H, 59%
123, R!=3-MeO, R2=H 134, R = 3-MeO, R? = H, 59%

Schema 31: Nukleophile Subsititution an der Benzylposition mit dem Phosphonat 64.

Die synthetisierten Benzylphosphonate wurden im letzten Schritt in einer heterogenen katalyti-

schen Hydrierung zu den freien Bisphosphonsduren in exzellenten Ausbeuten umgesetzt (siehe

[Schema 32).
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R: (IE’(OB ) RA IIOID(OH)
3 X n)2 3 X\ 2
(@] ’ % 60// P(OBI’])Z MeOH, 24 h, 25°C (e} 7 % 50// P(OH)2
5 5
o) o)

F F
131, R!=R2=H 135 R1=R%2=H, 89%
132, rR! = 2-MeO, R? = 6-MeO 136, Rt = 2-MeO, R? = 6-MeO, 89%
133, Rt =2-MeO, RZ=H 137, Rt = 2-MeO, RZ = H, 89%
134 R!=3-MeO, R2=H 138, Rl = 3-MeO, RZ = H, 88%

Schema 32: Heterogene katalytische Hydrierung.

Im nachfolgenden wurde die Plasmastabilitdt der freien Bisphosphonsduren im Rattenplasma fluo-
reszenzspektrometrisch von uns untersucht. Dafiir mussten zuerst die geeigneten Parameter de-
finiert werden, damit keine Fluoreszenzkorrelation mit dem Losungsmittel, dem Rattenplasma
und/oder den Phosphonsduren auftritt. Dafiir wurden Fluoreszenzbereiche gescreened und aufein-
ander abgestimmt. Wir sind davon ausgegangen, das im Rattenplasma Esterasen vorhanden sind,
die in der Lage sind die Ester zu spalten. Diese Spaltung dufiert sich in einer Abnahme der Start-
konzentration. Wie aus abgeleitet werden kann, haben die Methoxy-Funktionen einen
positiven Effekt auf die Stabilitdt der Ester und bestdtigen somit unser Vorhaben. Sehr interessant
ist auch, dass eine mono Methoxysubsititution in ortho/para-Stellung (die Bisphosphonsduren137
und 138) zu einer im Mittel dhnlichen Plasmastabilitét fithrt. Die unsubstituierte Bisphosphonsdure 135
weist die schwéchste Plasmastabilitdt auf. Die hochste Plasmastabilitdt konnte bei Bisphosphonsédure 136

nachgewiesen werden.
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o OMe O
. POH:, P(OH),
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OMe O o
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Die Fluoreszenzmessung wurden an einem Tecan Saphire 2 unter Verwendung folgender Parameter durch-
geftihrt. Apytinktion = 309 nM , Appission = 498 nM, Slit = 20 nM, T = 37 °C, t = 14 min. Die Verbindungen hatten
eine Finalkonzentration von 50 #M in Rattenplasma (1/100) und 0.5% DMSO.

Restkonzentration [%]

Abbildung 17: Untersuchung der Plasmastabilitdt der freien Bisphosphonsduren in Rattenplasma.

Aus den obigen Ergebnissen ldsst sich die in abgebildete Struktur als Zielmolekiil fiir
das Drug139 ableiten. In den ndchsten Schritten sollte eine geeignete Synthesesequenz entwickelt
werden, die in wenigen Synthesestufen und hohen Ausbeuten ablduft. Zudem ist es notwendig die
Syntheseschritte so zu optimieren, dass diese Reaktionen im Multigramm-Mafsstab durchzufiihren

sind. Fiir etwaige In vivo Experimente wird eine grofie Menge an Drug 139 benétigt.
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Retrospektiv und basierend auf den bereits erzielten Ergebnissen, ist es sinnvoll den Precursor 140
zum Drug139 in einer konvergenten Synthese aus zwei Bausteinen (A 141 und B 30) aufzubauen
(siehe Schema 33). Die Synthese von Baustein B (178-HSD2 Inhibitor 30) wurde bereits im oberen

Abschnitt erldutert. Um eine geeignete Synthese von Baustein A 141 durchzufiihren, mussten vorab

DCC Kupplung F F

e

OMe
MeO O

Nukleophile Subsitution
o P(OH),

F S
LU

IIé’(OH)g

Hydrogenolytische
Spaltung

139

Abbildung 18: Drug 139 als Zielmolekiil.

einige Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Schema 33: Zurlickfithrung des Precursors 140 auf die beiden Bausteine B (175-HSD2 Inhibitor 30) und A

(Phosphonat 141).

(0]
F S
LU
F F HN o
OO _s?
o
OMe
MeO 9 F
P(OBn)2
O//P(OBn)z
140
Baustein A Baustein B
(@]
o OMe F S
SOy
F F
HN
OMe OH > .0
MeO 9 o°
P(OBnN),
O/,P(OBn)z E
141 30
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Die erste Fragestellung beschiftigte sich damit einen geeigneten Ester an der Benzoesdure107 ein-
zufiihren. Der Ester sollte weitestgehend stabil sein und in der Folgechemie keine unnotigen Ne-
benreaktionen eingehen. Im Zuge dieser Doktorarbeit wurden Erfahrungen in der Verseifung von
Alkylestern wie z.B. Methyl-, Ethyl- und Isopropylester mit verschiedenen Basen (KOH, NaOH,
LiOH) gesammelt. Es ist eine hohe Menge an Energie notig um diese Ester zu verseifen. Zusitzlich
konnte bereits beobachtet werden, dass hohe Temperaturen sich nachteilig auf die Stabilitdt der la-
bilen Bisphosphonaten auswirken und somit zerfallen. Deswegen war es notig, einen Methylester
in einer FIscHER Veresterung einzufiihren, da diese in der Regel milder zu verseifen sind (siehe
[Schema 34). Der Methylester 142 konnte in einer exzellenten Ausbeute erhalten werden. Im An-
schluss wurde in Benzylposition ein Bromidsubstituent in einer radikalischen Bromierung mit NBS
eingefiihrt. Dabei wurde die Bromverbindung 143 in akzeptabler Ausbeute hergestellt und diente

als weiteres Fragment um den Baustein A 141 herzustellen.

OMe OMe OMe
cat. H,SO, NBS, DBPO Br
HO MeOH, 80°C, MeO CCl,, 80°C, MeO
b OMe 4h, 99% OMe 4h, 63% OMe
o) o o)
107 142 143

Schema 34: F1scHER Veresterung von Benzoesdure 107 zum Methylester 142 mit anschlieflender radikalischer
Bromierung zur Bromverbindung 143.

Wie in [Schema 24| bereits beschrieben wurde, konnten die Alkylester der Bisphoshonate wie z.B.
Isopropyl- oder Ethylester nicht in Gegenwart eines labilen Esters zu den korrespondierenden Bis-
phosphonsduren umgesetzt werden. Als Alternative musste Bisisopropylphosphonat 63 umgeestert
werden (siehe [Schema 39). Hierfiir wurde im ersten Schritt der Isopropylester hydrolysiert und die
Bisphosphonsdure144 in exzellenter Ausbeute erhalten. Der Orthoameisensduretribenzylester 145
wurde im Vorgang aus Benzylalkohol 146 und Orthoameisensduretrimethylester 147 hergestellt. Die
anschliefSende Veresterung wurde mit Orthoameisensduretribenzylester 145 zum Bisbenzylphos-

phonat 64 in hervorragender Ausbeute durchgefiihrt.
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~
o
o A =
~o" o~  80°C,48h,
75%

146 147
Q Q Osp(oBn),
P(QiPr), HCI P(OH), o L
. 120°C, 12 h, 150°C, 2 h, P(OBn),
o POPD); o7 oPOH), g o O/\@ 99% o
63 144 145 64

Schema 35: Esterhydrolyse am Isopropylester 63 mit anschlieffender Veresterung zum Benzylester 64.

Das Benzylphosphonat64 wurde im Anschluss mit 143 in einer nukleophilen Substitution zum

Bisphosphonat, dem Baustein A 141 umgesetzt (siehe [Schema 36)).

OMe o OMe .C.’
P(OBn
Br P(OBN), NaH (OB
MeO THF, 0°C - 25°C,  MeO - P(OBn),
OMe o~ P(0Bn), 5 h, 67% OM%
o o]
143 64 141

Schema 36: Nukleophile Substitution von Benzylphosphonat 64 an 143 zum Bisphosphonat 141.

Das Bisphosphonat 141, Baustein A, und der 175-HSD2 Inhibitor, Baustein B 30, wurden im néchsten
Schritt miteinander verkntipft. Daftir musste allerdings noch Bisphosphonat141 in einen geeigneten
Kupplungspartner umgewandelt werden. Benzoesduren eignen sich hervorragend fiir die Kupplung
mit Phenolen. Es konnte demonstriert werden, dass die alkalische Verseifung in Gegenwart von
NaOH in besseren Ausbeuten durchgefiihrt werden kann (siehe [Schema 37).

LiOH o

o MeOH/H,0, 25°C, 0
I I
0 P(OBnN), 16 h, 83% 0 P(OBn),

MeO

o/,P(OBn)z NaOH O/,P(OBn)z
MeOH, 40°C,
126 1d,97% 148

Schema 37: Vergleich der alkalischen Verseifung von Methylester 126 mit LiOH und NaOH.

Die Benzoesdure149 konnte ausgehend von Methylester141 in einer alkalischen Verseifung mit
NaOH vollstandig hydrolysiert werden. Nach kurzer Aufarbeitung wurde die Benzoesdure 149 in ei-

ner DCC-Kupplung mit dem 17p-HSD2 Inhibitor 30 zum Precursor 140 gekuppelt (siehe[Schema 38).
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Schema 38: Synthese des Precursors 140 in einer DCC-Kupplung ausgehend von 17-HSD2 Inhibitor 30 und
der Benzoesdure 149, die in einer alkalischen Verseifung von Methylester 141 hergestellt wurde.

NMR-Spektroskopisch lassen sich der 173-HSD2 Inhibitor 30 und der Precursor 140 miteinander ver-
gleichen. Nachdem die Benzoesdure 149 am Sulfonamid als auch am Phenol addiert werden kénnte,
werden ausgehend von 17B-HSD2 Inhibitor 30 zwei Signale betrachtet. Dabei handelt es sich um
die Singuletts bei 11.27 ppm und 9.99 ppm die jeweils das phenolische Proton und das Proton am
Sulfonamid repradsentieren. Zudem sollten sich durch die fiinf weiteren Aromaten eine enorme
Anhdufung an Protonen im aromatischen Bereich beobachten lassen. Zusitzlich miissen die benzy-
lischen Protonen im Bereich von ca. 5 ppm erscheinen. Im unteren Spektrum von Precursor 140 in
ist eindeutig zu erkennen, dass das phenolische Proton bei 11.27 ppm verschwunden
ist sowie eine Erhohung der Protonendichte im aromatischen Bereich, als auch die benzylischen

Protonen zu beobachten sind.
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Abbildung 19: Gegeniiberstellung der 'H-NMR Spektren von 178-HSD2 Inhibitor 30 und Precursor 140.

Im letzten Schritt der Synthesesequenz miissen die Benzylschutzgruppen am Precursor 140 ent-
fernt werden. Dies soll in einer heterogenen Katalyse mit Pd/C in einer Wasserstoffatmosphdre,
wie es schon in demonstriert wurde, durchgefithrt werden. Die Reaktionskontrolle
via Diinnschichtchromatographie (DC) und Liquid chromatography—tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) zeigten eine Abnahme der Konzentration an Precursor 140. Zeitgleich konnte die Bildung
eines neuen Produkts beobachtet werden, welches sich als Drug 139 bestimmen liefs. Die Reaktion
lief nie vollstdndig ab und nach mehrmaligen Versuchen wurde stets Startmaterial reisoliert. Es ist
erstrebenswert, dass die Reaktion quantitativ ablduft, ohne Bildung mehrerer Nebenprodukte. Mit
solch einer Reaktionsfithrung, kann die Reaktionslosung einfach filtriert und unter verminderten
Druck getrocknet werden, ohne weiterer Aufreinigungsschritte. Ein Screening der Reaktionsparame-
ter wurde durchgefiihrt, um herauszufinden, unter welchen Bedingungen die Reaktion an Precur-
sor 140 ablduft. Eine langere Reaktionsdauer, hohere Temperatur oder Wechseln des Losungsmittels

hat zu keiner zufriedenstellenden Ausbeutesteigerung gefiihrt (Tabelle 5.
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Tabelle 5: Screening der Reaktionsparameter bei der katalytischen Hydrierung.

Losungsmittel Temperatur [°C] Zeit [h] Umsatz [%]

Methanol 25 12 -
Methanol 25 24 4
Methanol 25 36 6
Methanol 50 24 11
Methanol 65 24 12
Ethylacetat 75 24 17
Ethylacetat 75 36 17
Toluol 100 24 21
Toluol 100 36 24

Erst nach Hinzufiigen eines leichten Uberschusses von 1,4-Cyclohexadien (CHD) konnte die Testre-
aktion (0.1 mM bezogen auf Precursor 140) vollstandig ablaufen. Fiir eine pharmakokinetische Studie
an einem Tiermodel (Wistar-Hannover Ratten) werden > 10 g an Drug 139 benétigt und somit ei-
ne besonders hohe Anforderung an diese Reaktion gestellt. Das Upscaling dieser Reaktion konnte
nicht ohne weitere Optimierungen durchgefiihrt werden, da eine Verbesserung der Ausbeute nicht
moglich war. Es wurde untersucht, wie sich der Reaktionsverlauf in einem Autoklaven steuern ldsst.
Dabei wurde die vorgelegte Menge an Precursor 140 und 1,4-Cyclohexadien variiert, sowie die Re-
aktionsparameter wie Druck und Temperatur angepasst. Dabei konnte festgestellt werden, dass die
Molaritat der Reaktionslosung keinen Einfluss auf den Reaktionsablauf hat. Als kritischer Parameter

lie3 sich der Wasserstoffdruck im Reaktionsautoklaven identifizieren (Tabelle 6).

Tabelle 6: Screening der Reaktionsparameter bei der katalytischen Hydrierung in einem Reaktionsautoklaven.
Es wurde in allen Reaktionen die gleiche Menge an 1,4-CHD (5.00 eq) und Pd/C (10 wt. %) zugegeben.

Losungsmittel Hy-Druck [bar] Zeit [h] Temperatur [°C] Einsatz [g] Umsatz [%]

Methanol 5 24 25 1 3
Methanol 10 24 25 1 28
Methanol 20 24 25 1 76
Methanol 30 24 25 1 82
Methanol 40 24 25 1 99
Methanol 40 24 25 2 99
Methanol 40 24 25 5 99
Methanol 40 24 25 10 99

Erst bei einem Druck > 30 bar lief die Reaktion vollstindig ab (siehe [Schema 39). Es wurden keine
Nebenprodukte gebildet, so dass lediglich eine einfache Filtration und Verdampfen des Losungsmittels
durchgefiihrt werden musste, um Drug139 in exzellenter Ausbeute als weifSen Feststoff zu erhal-
ten. Es konnten mit dieser Prozedur ca. 15 g an Drug139 fiir weitere Untersuchungen bereitgestellt

werden.
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Schema 39: Heterogene katalytische Hydrierung von Precursor 140 zu Drug 139 mit Pd/C.

Der spektroskopische Beweis tiber den Erhalt der finalen Verbindung Drug 139 konnte {iber Nukle-
armagnetresonanz (NMR) erbracht werden. Im Grunde sollen durch die Hydrierung alle Benzyl-
schutzgruppen eliminiert werden. Dadurch wird erwartet, das der aromatische Bereich wesentlich
weniger Protonen enthalten wird und die benzylischen Protonen verschwinden. Zusétzlich wird
erwartet, das die vier Protonen des Bisphosphonsiure, zu sehen sein werden. Wie in
abgebildet sind alle vier Protonen der Bisphosphonsdure zu sehen. Der aromatische Bereich ist um

20 Protonen drmer und die benzylischen Protonen sind ebenfalls verschwunden.
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Abbildung 20: Gegeniiberstellung des 'H-NMR Spektren von Precursor 140 und Drug 139.
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4.5 Pharmakologische Untersuchung

Nach der erfolgreichen Synthese von Drug139, wurde diese Verbindung in einer pharmakokine-
tischen Studie an einem Tiermodel (Wistar-Hannover Ratten) getestet. Den Tieren sollte Drug 139
peroral in einer Konzentration von 100 mg/kg Korpergewicht verabreicht werden. Dabei wurde
das Drug139 mit Erdnussbutter vermengt, suspendiert und den Tieren vorgesetzt. Leider wurde
diese Darreichungsform von den Tieren nicht angenommen, so dass eine subkutane Verabreichung
erfolgen musste. In der Vergangenheit hat die perorale Verabreichung von 175-HSD2 Inhibitor 30
mit Erdnussbutter jedoch funktioniert. Drug 139 wurde in mehrere Vehikel suspendiert und in ei-
ner Konzentration von 20 mg/kg Korpergewicht injiziert. 24 h nach der subkutanen Verabreichung
wurde Blut abgenommen und die Plasmakonzentration an Drug 139 quantifiziert. Beim Aufbau des
biologischen Assays stellte sich heraus, dass die Nachweisgrenze in der LC-MS/MS relativ hoch
ist und die Verbindung nicht nachgewiesen werden konnte. Nach der Erkenntnis, dass Drug 139
nicht nachgewiesen werden kann, wurde ebenfalls untersucht, in wie weit das Drug139 verstoff-
wechselt wurde. Die Plasmaproben wurden im Anschluss auf 178-HSD2 Inhibitor 30 untersucht
(Tabelle 7). Eine Mischung aus PEG400, EtOH und H,O lieferte als Vehikel die hochsten Serumspie-
gel an 175-HSD2 Inhibitor 30. Aufgrund der hohen Serumspiegel von 173-HSD2 Inhibitor 30 in den
unterschiedlichen Vehikeln, muss eine Verstoffwechslung von Drug139 stattgefunden haben. Das

bedeutet im Umkehrschluss, dass Drug 139, wenn subkutan verabreicht wird, bioverfiigbar ist.

Tabelle 7: Plasmakonzentrationen von 178-HSD2 Inhibitor 30 in der Drug139 Bioverfiigbarkeitsstudie. P.o.:
Peroral, S.c.: Subkutan, c: Konzentration.

Vehikel Verabreichung Verteilung Dosis [mg/kg bw] ¢ [nM]
Erdnussbutter P.o. Homogenisiert 100 -
Gelatin, Mannitol, H,O S.c. Suspendiert 20 130
PEG400, EtOH, H,O S.c. Gelost 20 394
Rizinusol S.c. Suspendiert 20 135

Die Quantifizierung von Drug139 mittels LC-MS/MS hat sich als dufSerst problematisch heraus-
gestellt, da selbst in hoheren Konzentrationen (M) keine Detektion stattgefunden hat. Die enor-
me Herausforderung einen biologischen Assay mit Phosphonsduren zu entwickeln, ist Literatur
bekannt und die Schwierigkeit der Detektion wird auch durch eine Vielzahl an Literaturstellen,
unabhingig von dem Messverfahren belegt.133-156] Es wurde versucht die Empfindlichkeit der De-
tektierbarkeit von Drug139 in der LC-MS/MS zu verbessern. Es gibt eine gidngige Methode, die
in der LC-MS/MS oder Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) und vielen anderen Verfah-
ren angewendet wird, falls die notwendige Signalstdrke am Detektor nicht erreicht werden kann.
Es handelt es sich dabei um eine Derivatisierung, wobei durch ein sog. Derivatisierungsreagenz

eine Substanz erhalten wird, die sich besser nachweisen ldsst. In meinem Fall war angedacht, die
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Sauregruppen als Methylester chemisch zu modifizieren. Speziell bei den Phosphonsduren bietet
sich eine Modifizierung mit Trimethylsilyldiazomethan (TMS-DAM) an. TMS-DAM wird im Ver-
gleich zu Diazomethan als ungeféhrliches, nicht explosionsfihiges, Derivatisierungsreagenz einge-
setzt, um freie Alkohole, Carbon- und Phosphonsduren zu methylieren. Die Reaktion wurde als
Testansatz mit verschiedenen Equivalenten an TMS-DAM (1-100 eq) durchgefiihrt und die Reakti-
on bis zu 24 h beobachtet (Schema 40). In mehreren Reaktionskontrollen wurde tiberpriift, ob eine
Abnahme der Konzentration an Drug139 in der Reaktionslosung stattfindet. Gleichzeitig wurde
analysiert, ob sich ein neuer Produktpeak bildet, der ggf. auf das Derivat 150 zurtickzufiihren ist. In

beiden Féllen konnte kein positives Ergebnis erzielt werden.

(0] (@)
F s F s
A A
F F F F
o o HN\S//O o o HN\S//O
o” TMS-DAM in Hexan o°
MeOH, 2-24h, 25°C
OMe OMe
MeO 9 F MeO 9 F
P(OH), P(OMe),
O// P(OH)2 O/, P(OMe)2
139 150

Schema 40: Derivatisierung der freien Phosphonsduren aus Drug 139 mit TMS-DAM.

5 Zusammenfassung

Diese wissenschaftliche Arbeit befasste sich mit der Entwicklung einer Synthesestrategie fiir die
Darstellung von nichtsteroidalen potentiellen selektiven 17p-HSD14 Inhibitoren. Die 17p-HSD14
Inhibitoren 23, 24 und 25, gezeigt in konnten erfolgreich synthetisiert und aufgerei-
nigt werden. Der lineare Ansatz fithrte zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis, so dass die Ziel-
molekiile in einer konvergenten Synthese aus jeweils zwei Bausteinen dargestellt werden mussten
(Schema 47). Baustein A konnte in einer einstufigen Synthese ausgehend von Dibrompyridin 27 in
exzellenten Ausbeuten in einer klassischen Palladium katalysierten Kreuzkupplung nach Suzuki
und Mivaura dargestellt werden. Baustein B konnte ebenfalls in sehr guten Ausbeuten in einer
zweistufigen Synthese ausgehend von Hydrazin 26 zum Pinakolboran 37 umgesetzt werden. In ei-
ner weiteren Suzuki Mrvaura Kupplung konnten die Bausteine A und B miteinander verkniipft
und im letzten Schritt zu den 178-HSD14 Inhibitoren 23, 24 und 25 umgesetzt werden. Diese Verbin-

dungen wurden der Arbeitsgruppe AG KoLs fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.
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Schema 41: Darstellung potentiell nichtsteroidaler selektiver 173-HSD14 Inhibitoren.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Darstellung selektiver 178-HSD2 Inhibitoren und
der Uberfiihrung der vielversprechendsten Verbindungen in ein Drug mit einer hohen Affinitat zur
Knochenstruktur. Dieses Ziel wurde ebenfalls erreicht. Dabei wurde eine lineare Synthesesequenz
angewandt, bei welcher ausgehend von Trifluorbenzoylchlorid 47 drei Zielverbindungen in einer
vierstufigen Synthese dargestellt werden konnten (Schema 42)). In einem in vivo Experiment wurden
diese gegeniiber 175-HSD2 und 17p-HSD1 getestet. Dabei hat sich 178-HSD2 Inhibitor 30 als Favorit
durchgesetzt und wurde im Anschluss in einem Tiermodel in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe
AG VorLLMER (TU Dresden) an Wistar-Hannover Ratten getestet. Fiir diese Studie wurden > 45 g
von 17B-HSD2 Inhibitor 30 benétigt, so dass alle Reaktionen in diesem Zusammenhang auflerhalb
des herkommlichen Labormafistab durchgefiihrt werden mussten. Dabei wurden die Reaktions-
parameter in einem Upscaling angepasst und die Aufreinigungsmethoden verfeinert. Es konnte in
dieser Studie demonstriert werden, dass eine Verabreichung von 173-HSD2 Inhibitor 30, einen po-
sitiven Effekt auf eine durch Ovariektomie induzierte Osteoporose aufweist. Dies dufserte sich in

einem Aufbau der trabekuldren Struktur.
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Schema 42: Darstellung potentiell nichtsteroidaler selektiver 175-HSD2 Inhibitoren. Die Inhibitoren wurden
in einer Gesamtausbeute von 63% (28), 73% (29) und 69% (30) in einer vierstufigen Synthese dargestellt.
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Basierend auf den erzielten Ergebnissen wurde der 178-HSD2 Inhibitor 30 ausgewdhlt um weitere
Studien durchzufiihren. Es konnte erfolgreich eine konvergente Synthese des Drugs 139 ausgehend
vom 17B-HSD2 Inhibitor 30 und Benzoesdure 149 entwickelt und angewandt werden (Schema 43).
Die Synthesesequenz beinhaltete eine siebenstufige Synthese fiir Baustein 149 ausgehend von Ben-
zoesdure 107 in einer Gesamtausbeute von 30%. Der 178-HSD2 Inhibitor 30 wurde analog zu der be-
reits beschriebenen Prozedur nachsynthetisiert. Beide Segmente konnten in einer DCC-Kupplung in
herausragender Ausbeute verkniipft werden. Die Synthese des Drugs 139 wurde nach einigen Ent-
wicklungsarbeiten erfolgreich durchgefiihrt. Der Einsatz von 1,4-CHD hat dabei eine bedeutende
Rolle eingenommen und hat zum Erfolg dieser Synthese mafsgeblich beigetragen. Durch eine Opti-
mierung des Verfahrensprozesses konnte in einem Upscaling die Ansatzgrofse und der Produktum-
satz verbessert werden, so dass final eine Menge von > 15 g von Drug 139, in einer Gesamtausbeute

von 20% tiber dreizehn Stufen dargestellt werden konnte.
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Schema 43: Darstellung eines Drug 139 das in einer konvergenten Synthese aus 173-HSD2 Inhibitor 30 und
Benzoesdure 149 dargestellt wurde.

Die Bioverfiigbarkeit von Drug139 wurde in einem Tiermodel in Kollaboration mit der Arbeits-
gruppe AG VOLLMER (TU Dresden) an Wistar-Hannover Ratten getestet. Die finale Quantifizierung
von Drug 139 in den Plasmaproben konnte nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Jedoch wurde in
diesem in vivo Experiment demonstriert, dass das Drug 139 bioverfiigbar ist. Dies dufserte sich in
einem hohen Plasmaspiegel an 173-HSD2 Inhibitor 30 und bestatigt somit unsere Strategie mit der
Verstoffwechselung von Drug 139. Nachdem die ausstehenden pharmakologischen Untersuchungen

durchgefiihrt wurden, wird entschieden ob dieses Konzept eine geeignete Strategie darstellt.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Vorbemerkung zum experimentellen Tell
6.1.1 Materialien und Methoden

Alle eingesetzten Losungsmittel wurden destillativ von hoher siedenden Verunreinigungen befreit.
Wasser wurde durch einen Ionenaustauscher entionisiert. Alle Reaktionen die mit sauerstoff- oder
hydrolyseempfindlichen Substanzen, sowie bei Reaktionen, die bei tiefen Temperaturen durch-
gefiihrt worden sind, wurden in ausgeheizten Apperaturen unter Schutzgasatmosphire (Argon)
durchgefiihrt. Es wurde eine Wechselhahnanlage mit einer Drehschiebervakuumpumpe (vacuubrand
RZ2, Nenndruck 4-10~* bar oder vacuubrand RZ26, Nenndruck 4-10~* bar) verwendet. Spritzen
und Kaniilen wurden vor der Verwendung mit Argon gespiilt. Bei Reaktionen unter Schutzgasat-
mosphédre wurden die Schlduche mehrfach evakuiert und mit Argon geflutet. Das Entgasen von
Losungsmitteln erfolgte mittels Freeze-Pump-Thaw-Methode. Die Lagerung von hydrolyse- und sau-
erstoffempfindlichen Substanzen erfolgte in zuvor ausgeheizten Schlenk-Apparaturen unter Argon.
Alle kommerziell erhiltlichen Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, ohne weitere

Reinigung verwendet.
Aceton: Wurde von hoher siedenden Verunreinigungen am Rotationsverdampfer entfernt. Anschlie-
Bende Trocknung iiber Molekularsieb (4 A, 0.4 nm, Perlform) der Firma CARL ROTH.

Benzol: Wurde von hoher siedenden Verunreinigungen am Rotationsverdampfer entfernt. Anschlie-

Bende Trocknung iiber Molekularsieb (4 A, 0.4 nm, Perlform) der Firma CARL RoTH.
Chloroform: Stabilisiert, 99.8 % der Firma Acros OrGaNics. Verwendet ohne weitere Reinigung.

Deuterowasserstoff-d,: wurde von der Firma SiGmMA ALDRICH erworben, tiber Molekularsieb (4 A,

0.4 nm, Perlform) der Firma CARL RoTH gelagert und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Deuteroaceton-dg: wurde von der Firma SiGMA ALDRICH erworben, {iber Molekularsieb (4 A, 0.4

nm, Perlform) der Firma CARL RoTH gelagert und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Deuterobenzol-ds: wurde von der Firma SiGMA ALDRICH erworben, tiber Molekularsieb (4 A, 04

nm, Perlform) der Firma CARL RoTH gelagert und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Deuterochloroform-d;: wurde von der Firma Euriso Tor erworben, iiber Molekularsieb (4 A, 0.4

nm, Perlform) der Firma CarL RoTH gelagert und ohne weitere Rreinigung eingesetzt.

Deuterodimethylsulfoxid-ds: wurde von der Firma Euriso Tor erworben, iiber Molekularsieb (4
A, 0.4 nm, Perlform) der Firma CARL RoTH unter Argon gelagert und ohne weitere Rreinigung

eingesetzt.
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Dichlormethan: HPLC grade Qualitdt der Firma VWR wurde unter Riickfluss mit Calciumhydrid

erhitzt und anschlieffend unter Argon destilliert.

Diethylether: HPLC grade Qualitdt der Firma VWR wurde unter Riickfluss mit Solvona®—Kugeln

der Firma Dr. BILGER UMWELTCONSULTING erhitzt und anschliefSend unter Argon destilliert.

Methanol HPLC grade Qualitdt der Firma VWR wurde iiber Magnesiumspéne getrocknet und

unter Argon destilliert.

Tetrahydrofuran: HPLC grade Qualitdt der Firma VWR wurde mit Solvona®-Kugeln der Firma
DRr. BILGER UMWELTCONSULTING und Benzophenon als Feuchtigkeits- und Sauerstoffindikator unter

Riickfluss erhitzt und anschlieffend unter Argon destilliert.

Toluol wurde wurde von der Firma SicGMA ALDRICH erworben, iiber Natrium getrocknet und unter

Argon destilliert.

6.1.2 Chromatographie

Diinnschichtchromatographie

Es wurden DC-Fertigplatten Kieselgel 60 auf Glas mit Fluoreszenzindikator Fps4 der Firma MERrck
verwendet. Neben der Detektion der Fluoreszenzausloschung mit einer UV-Lampe (A = 254 nm)
wurden Platten durch Eintauchen in eine der folgenden Losungen und anschliefendem Erwarmen

mit einem HeifSluftfchn angefarbt.

Cer(IV)-sulfat/Molybdatophosphorsdure-Tauchlésung: 10.0 g Ammoniummolybdat-Hexahydrat,
0.40 g Cer(IV)sulfat, 10 mL konz. Schwefelsdure und 90 mL Wasser.

Kaliumpermanganat-Tauchlésung: 3.00 g Kaliumpermanganat, 20.0 g Natriumcarbonat, 240 mL

Wasser und 1 Plattchen Natriumhydroxid.

Anisaldehyd-Tauchlésung: 2.00 g Anisaldehyd, 200 mL Eisessig, 4 mL konzentrierte Schwefelsdure.

Flashchromatographie

Fir die prédparative sdulenchromatographische Trennung wurde zum einen Kieselgel 60 (Korn-
grofienverteilung 40-63 pum, 70%) der Firma MERck als stationdre Phase verwendet. Zum anderen
wurde basisches und neutrales Aluminiumoxid (Korngrofsenverteilung 63-200 ym, 70%) mit der
Aktivitatsstufe I von der Firma MAcCHERY-NAGEL verwendet, wobei letzteres vorher mit Wasser ver-
setzt wurde um Aktivitdtsstufe III zu erhalten. Kieselgel wurde im jeweiligen Laufmittel, als Sus-
pension in die Sdule gefiillt und verdichtet. Bei Verwendung von Aluminiumoxid, wurde die Sdule
mit Pentan gefiillt und anschliefSend die stationdre Phase hinzugegeben. Das Rohprodukt wurde

in wenig Laufmittel gelost und entweder direkt, oder als Dry Load, gebunden an Kieselgel auf die
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Sédule aufgetragen. Druck wurde mit Hilfe eines Stickstoffanschlusses mit Druckregler aufgebaut.
Die Sdulengrofie, Kieselgelmenge und Fraktionsgrofie wurde in Anlehnung an die Empfehlung von
W. C. StiLt et al. gewihlt.!'¥] Die verwendeten Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch am Ro-
tationsverdampfer destilliert. Die automatisierte Flashchromatographie wurde entweder mit einem
TeLEDYNE ISCO Combiflash Rf+ 150 oder einem TELEDYNE ISCO NEXTGEN 300+ mit vorgefertigten

Kieselgelsdulen von REDISEPRF durchgefiihrt.

Praparative HPLC

Préaparative HPLC wurde mit einer Prepstar 218 von VARIAN durchgefiihrt. Ein ProStar 320 Detektor
von VARIAN wurde eingesetzt und die Detektion bei einer Wellenldnge von A = 254 nm {iberwacht.
Eine ProntoSIL® Cys-Sédule (5.0 ym, 120 A, 250-32 mm) wurde als stationdr Phase verwendet. Als
mobile Phase wurde ein Gradient bestehend aus Acetonitril und Wasser (0.1% TFA), bei einer Fluss-

rate von 20 mL/min verwendet. Losungsmittel wurde nur mit HPLC grade Reinheit eingesetzt.

Liquid chromatography mass spectrometry (LC MS)

Die Spektren wurden an einer DIONEX UltiMate3000, bestehend aus Dioden Array Detektor (DAD),
Sdule, Autosampler und Pumpe, vonTHERMO ScCIENTIFIC verwendet. Eine NUCLEODUR® Cyg-
Sdule (3.0 um, 120 A, 100-5 mm) wurde als stationdr Phase verwendet. Als mobile Phase wurde ein
Gradient bestehend aus Acetonitril und Wasser (0.1% TFA), bei einer Flussrate von 0.8 mL/min
verwendet. Losungsmittel wurde nur mit HPLC grade Reinheit eingesetzt. Massenspektrometrie

wurde an einem TSQ Quantum (Triple Quadrupole) THERMO FisHER durchgefiihrt.

High resolution mass (HRMS) Die Spektren wurden an einer DIONEX UltiMate3000, bestehend
aus Dioden Array Detektor (DAD), Sdule, Autosampler und Pumpe, vonTHERMO SCIENTIFIC ver-
wendet. Eine NUCLEODUR® Cyg-Sédule (3.0 ym, 120 A, 100-5 mm) wurde als stationdr Phase ver-
wendet. Als mobile Phase wurde ein Gradient bestehend aus Acetonitril und Wasser (0.1% TFA), bei
einer Flussrate von 0.8 mL/min verwendet. Losungsmittel wurde nur mit HPLC grade Reinheit ein-
gesetzt. Die hochauflosenden Massen wurden an einem SpectraSystems-MSQ (THERMO SCIENTIFIC)

aufgenommen.

6.1.3 Physikalische Daten

Alle physikalisch relevanten Daten sind in Tabellen aufgefiihrt. Alle Einheiten befinden sich hinter

den physikalischen Grofien in eckigen Klammern.

Kernresonanzspektroskopie
Die NMR-Spektren wurden an AV-300 und UltraShield Plus 500 Spektrometern der Firma Bru-
KER oder ECX-400 und ECA-500 Spektrometern der Firma JEOL, sofern nicht anders angegeben,
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bei Raumtemperatur gemessen. Messungen am AV-300, ECX-400, ECA-500 Spektrometern wur-
den in der Analytikabteilung des Fachbereiches Pharmazeutische Chemie der Philipps-Universitat
Marburg von Dipl.-Ing. Nina Zitzer und Dr. Regina Ortmann durchgefiihrt. Die Messungen am
UltraShield Plus 500 Spektrometer der Firma BRUKER wurden von mir am Helmholtz-Institut fiir
Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) in Saarbriicken aufgenommen. Die chemischen Ver-
schiebungen sind auf der §-Skala in ppm (parts per million) angegeben und beziehen sich relativ zu
Tetramethylsilan. Die Zuordnung der 'H- und '3C-Signale erfolgte mittels 2p-Experimenten (COSY,
HMQC, HSQC, HMBC), wobei Standardpulssequenzen verwendet wurden. Aus den aufgel6sten
Kopplungsmustern der 'H-Spektren wurden die Kopplungskonstanten (J) aus den Multipletts er-
mittelt und werden in Hertz (Hz) angegeben. Dabei sind folgende Multiplizititen von Relevanz:
s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), quin (Quintett), sext (Sextett), sept (Septett), dd
(Dublett vom Dublett), ddd (Dublett vom Dublett vom Dublett), dt (Dublett vom Triplett). Bei nicht
aufgelosten Multipletts (m) erfolgt die Angabe der chemischen Verschiebung (6) als Mittelwert.
Die Signale der F- und 3 P-NMR-Spektren sind jeweils relativ zu CFCl; und konzentrierter Phos-
phorsdure als externer Standard angegeben. Fiir die Aufnahme der 1H-, 3C-, PF- und 3P-NMR-

Spektren wurden folgende Losungsmittel verwendet.

TH-NMR (ppm): (CD3),CO = 2.05, CDCl3 = 7.26, DMSO-d = 2.50, CsDg = 7.16.
BC-NMR (ppm): (CD3),CO = 29.84, CDCls = 77.16, DMSO-dg = 39.52, CsDg = 128.06.

Infrarotspektroskopie
Die IR-Spektren wurden mit einem ALPHA FT-IR Interferometer der Firma BRUKER aufgenommen.
Die Lage der Absorbtionsbanden ist in Wellenzahlen v (cm™1), die Intensitit mit br (breit), s (stark),

m (mittel) und w (schwach) angegeben.

Massenspektrometrie

Die Aufnahme der Massenspektren von leicht ionisierbaren Verbindungen erfolgte mit einem Fin-
nigan LTQ-FT mit einem ESI-Quelle der Firma THERMO FISHER SCIENTIFIC. Bei schwer ionisierbaren
Verbindungen erfolgte die Aufnahme mit einem AccuTOF-GCv der Firma Joer. Dabei wurden EI-
und LIFDI-Quellen verwendet. Sind hochauflosende Massenspektren erhalten worden, sind diese
separat gekennzeichnet (HRMS). Alle Messungen sind durch Mitarbeiter der analytischen Abtei-
lung des Fachbereichs der Pharmazeutischen Chemie der Philipps-Universitdt Marburg und mir am
Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) in Saarbriicken durchgefiihrt

worden.

Schmelzpunkte

Alle Schmelzpunkte wurden mit einem MP70 der Firma METTLER TOLEDO in einer einseitig offenen
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Kapillare bestimmt und wurden nicht korrigiert.

6.1.4 Physikochemische Daten

Die Bestimmung der cLogP- und cLogD-Werte wurde mit ACD/PEeRcEprTA (2012 Version) bestimmt.
Der cLogP-Wert wurde mit der ,GALAS” (Global Adjusted Locally According to Similarity). Dabei

werden cLogP-Werte von bereits Literatur bekannten Verbindungen fiir eine Vorhersage verwendet.

6.1.5 Sprache

Um eine spétere Publikation bislang unveroffentlichter Ergebnisse in den gangigen englischspra-
chigen Fachzeitschriften zu erleichtern, wurden die Versuchsbeschreibungen in englischer Sprache

verfasst.
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6.2 Versuchsbeschreibung zur synthetischen Darstellung v on nichtsteroidalen
selektiven 17 B-HSD14 Inhibitoren

6.2.1 2-Bromo-6-(4-methoxyphenyl)pyridine

OMe
OMe
| = . NaCl, NayCOs, Pd(PPha)s
Br N/ Br toluene/EtOH/H,0 (4/1/2)
40°C, 6 h, 79% N7
B(OH), “ |
Br
27 42 34

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[mi]

mol L
Pyridine 27 236.89 1.00 051 2.15 - -
Boronic acid 42 151.96 1.00 0.33 2.15 - -
NaCl 58.44 0.50 0.06 1.08 - -
Nay,COs3 105.99 4.00 0091 8.61 - -
Pd(PPh3), 1155.6 0.05 0.12 0.11 - -

A solution of toluene, EtOH and H,O (4/1/2, 25.0 mL) was degassed with argon for 30 min. After-
wards dibromopyridine 27 (0.51 g, 2.15 mmol, 1.00 eq), boronic acid 42 (0.33 g, 2.15 mmol, 1.00 eq),
NaCl (0.06 g, 1.08 mmol, 0.50 eq), Na,CO3; (0.91 g, 8.61 mmol, 4.00 eq) and Pd(PPh3z); (0.12 g,
0.11 mmol, 5mol%). The mixture was heated to 40 °C and left stirring for 6 h under argon atmo-
sphere. After the mixture cooled down to rt, it was extracted with EtOAc and washed with H,O,
brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash co-
lumn chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (5/1) giving bromopyridine 34 (0.45 g,
1.70 mmol, 79%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 8.01 (d, ] = 8.9 Hz, 2H), 7.94 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.78
(t, ] =7.8 Hz, 1H), 7.51 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.06 (d, ] = 8.9 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; é (ppm) = 161.1, 158.4, 142.2, 139.0, 128.5, 125.6, 118.3, 114.3, 55.5.

MS-ESI": m/z caled. for C1,H;oBrNO [M+H]™: 262.99; found: 264.11.
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6.2.2 2-Bromo-6-(4-methoxyphenyl)pyridine

OMe OMe

n-BuLi, DMAE, CBry4
Hexane, -78°C - 25°C,

N 12 h, 76% N7

[ |
= Br Z
38 34

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Pyridine 38 18523  1.00 0.49 2.66 - -
n-Buli 2.5 M 64.06 6.00 - 15.9 6.37 -
DMAE 89.14 3.00 - 7.97 0.80 0.89
CBry 331.63 3,50 3.08 9.30 - -

Under argon atmosphere, n-BuLi (6.37 mL, 15.9 mmol, 6.00 eq) was added dropwise at 0°C to a
solution of DMAE (0.80 mL, 7.97 mmol, 3.00eq) in hexane (3.00 mL) and left stirring for 30 min.
A solution of pyridine 38 (0.49 g, 2.66 mmol, 1.00 eq) in hexane (3.00 mL) was added dropwise
to the first prepared solutionand left stirring for 1 h. The mixture was cooled to —78°C and a
solution of CBry (3.08 g, 9.30 mmol, 3.50 eq) in hexane (3.00 mL) was added dropwise and left
stirring for over night at rt. The mixture was cooled to 0°C and H,O was added to quench the
reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers were washed
with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (5/1) giving bromopyridine 34
(0.57 g, 2.14 mmol, 76%) as a yellow solid.
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 8.01 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 7.93 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.77
(td,] =7.8,0.6 Hz, 1H), 7.51 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.05 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 160.7, 157.3, 141.3, 140.4, 129.3, 128.1, 125.7, 118.6, 114.3,
55.3.

MS-ESI": m/z caled. for C1o,H;oBrNO [M+H]™: 262.99; found: 264.03.
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6.2.3 2-Bromo-6-(3-methoxyphenyl)pyridine

OMe
OMe
| X . NaCl, Na,CO3, Pd(PPhs),
Br N/ B toluene/EtOH/H,0 (4/1/2) NG
B(OH), 40°C, 6 h, 85% |
X
Br
27 35
s g
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p [mL
Pyridine 27 236.89 1.00 0.50 2.11 - -
Boronic acid 43 151.96 1.00 0.32 2.11 - -
NaCl 58.44 0.50 0.06 1.06 - -
Na,COs3 105.99 4.00 0.89 8.44 - -
Pd(PPh3), 1155.6 0.05 0.12 0.11 - -

A solution of toluene, EtOH and H,O (4/1/2, 25.0 mL) was degassed with argon for 30 min. After-
wards dibromopyridine 27 (0.50 g, 2.11 mmol, 1.00 eq), boronic acid 43 (0.32 g, 2.11 mmol, 1.00 eq),
NaCl (0.06 g, 1.06 mmol, 0.50 eq), Na,COs3 (0.89 g, 8.44 mmol, 4.00 eq) and Pd(PPhs)s (0.12 g,
0.11 mmol, 5mol%). The mixture was heated to 40 °C and left stirring for 6 h under argon atmo-
sphere. After the mixture cooled down to rt, it was extracted with EtOAc and washed with H,O,
brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash co-

lumn chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (5/1) giving bromopyridine 35 (0.47 g,

1.78 mmol, 85%) as a white solid.

'H-NMR:

I3C-NMR:

115.7, 112.4, 55.6.

MS-ESI*:

m/z caled. for C1o,HjoBrNO [M+H]": 262.99; found: 264.11.

400 MHz, DMSO-d¢; § (ppm) = 8.03 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.83 (t, | = 7.8 Hz, 1H), 7.62
(dd, ] = 10.8, 4.3 Hz, 2H), 7.57 (m, 1H), 7.43 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.06 (m, 1H), 3.84 (s,
3H).

101 MHz, CDCl3;  (ppm) = 160.2, 158.5, 142.2, 139.2, 139.1, 129.9, 126.6, 119.5, 119.3,
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6.2.4 2-Bromo-6-(3-methoxyphenyl)pyridine

OMe OMe

n-BuLi, DMAE, CBry4
Hexane, -78°C - 25°C,

NS 12 h, 88% N
& Br =
39 35
8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Pyridine 39 185.23 1.00 0.33 1.79 - -
n-Buli 2.5 M 64.06 6.00 - 10.7 4.29 -
DMAE 89.14 3.00 - 5.37 0.54 0.89
CBry 331.63 3,50 2.08 6.26 - -

Under argon atmosphere, n-BuLi (4.29 mL, 10.7 mmol, 6.00 eq) was added dropwise at 0°C to a
solution of DMAE (0.54 mL, 5.37 mmol, 3.00eq) in hexane (3.00 mL) and left stirring for 30 min.
A solution of pyridine 39 (0.33 g, 1.79 mmol, 1.00 eq) in hexane (3.00 mL) was added dropwise
to the first prepared solutionand left stirring for 1 h. The mixture was cooled to —78°C and a
solution of CBry (2.08 g, 6.26 mmol, 3.50 eq) in hexane (3.00 mL) was added dropwise and left
stirring for over night at rt. The mixture was cooled to 0°C and H,O was added to quench the
reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers were washed
with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (5/1) giving bromopyridine 35
(0.42 g, 1.57 mmol, 88%) as a yellow solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; é (ppm) =8.02 (dd, ] =7.8, 1.2 Hz, 1H), 7.82 (td, ] = 7.8, 1.3 Hz,

1H), 7.59 (m, 3H), 7.42 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.05 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 159.7, 157.2, 141.3, 140.5, 138.3, 130.1, 126.9, 119.8, 119.0,
115.5, 111.8, 55.3.

MS-ESI": m/z caled. for C1oH1oBrNO [M+H]™: 262.99; found: 264.04.
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6.2.5 2-Bromo-6-(2-methoxyphenyl)pyridine

| = N NaCl, Na,COg, Pd(PPhs)s OMe
Br N/ Br OMe toluene/EtOH/H,0 (4/1/2) N7
B(OH), 40°C, 6 h, 81% |
Br X
27 44 36

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Pyridine 27 236.89 1.00 0.51 2.15 -
Boronic acid 44 151.96 1.00 0.33 2.15 - -
NaCl 58.44 0.50 0.06 1.08 - -
Nap;COs3 105.99 4.00 091 8.61 - -
Pd(PPh3), 1155.6 0.05 0.12 0.11 - -

A solution of toluene, EtOH and H,O (4/1/2, 25.0 mL) was degassed with argon for 30 min. After-
wards dibromopyridine 27 (0.51 g, 2.15 mmol, 1.00 eq), boronic acid 44 (0.33 g, 2.15 mmol, 1.00 eq),
NaCl (0.06 g, 1.08 mmol, 0.50 eq), Na,COs3 (0.91 g, 8.61 mmol, 4.00 eq) and Pd(PPhs), (0.12 g,
0.11 mmol, 5mol%). The mixture was heated to 40 °C and left stirring for 6 h under argon atmo-
sphere. After the mixture cooled down to rt, it was extracted with EtOAc and washed with H,O,
brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash co-
lumn chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (5/1) giving bromopyridine 36 (0.46 g,
1.74 mmol, 81%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) =7.45 (dd, ] = 7.7, 0.8 Hz, 1H), 7.32 (t, ] = 7.8 Hz, 1H),

7.26 (dd, ] = 7.9, 2.0 Hz, 1H), 7.11 (dd, ] = 7.8, 0.8 Hz, 1H), 6.99 (ddd, | = 8.3, 74,
1.8 Hz, 1H), 6.72 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 6.63 (td, ] = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 3.40 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 156.9, 156.3, 140.8, 139.4, 130.9, 130.6, 127.7, 126.1,
124.1,120.7, 112.1, 55.7.

MS-ESI*: m/z caled. for C;oH1oBrNO [M+H]™: 262.99; found: 264.09.
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6.2.6 2-(2-methoxyphenyl)pyridine

B(OH),
Br | Na . OMe  Cs2COs, Pd(PPhy), OMe
P DME/H,0, 100°C, N
3h, 91% |
=
41 40
8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Pyridine 41 158.00 1.00 - 3.24 0.32 1.62
Boronic acid 44 151.96 1.10 0.54 3.57 - -
CspCOs3 325.82 2.00 211 6.48 - -
Pd(PPhs), 1155.6 0.05 0.19 0.16 - -

A DME/H,O (15.0 mL, 1/1) mixture was prepared and degassed for 1 h with argon. Bromide 41
(0.32mL, 3.24 mmol, 1.00 eq), boronic acid 44 (0.54 g, 3.57 mmol, 1.10 eq), Cs,CO; (2.11 g, 6.48 mmol,

2.00 eq) and Pd(PPhz)4 (0.19 g, 0.16 mmol, 5mol%) were suspended in the solution. The mixture

was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After the mixture cooled

down to rt, the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed

with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by

flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (10/1) giving pyridine 40 (0.55 g,

2.96 mmol, 91%) as a pale oil.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 8.65 (d, | = 4.7 Hz, 1H), 7.80 (m, 2H), 7.73 (dd, | =
7.6, 1.1 Hz, 1H), 7.40 (dd, ] = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.30 (t, ] = 5.9 Hz, 1H), 7.15 (d, | =

8.3 Hz, 1H), 7.06 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 156.7, 155.2, 149.3, 135.9, 130.7, 130.1, 128.4, 124.8,

122.0, 120.6, 111.9, 55.6.

MS-ESIT: m/z caled. for C1,H;1NO [M+H]": 185.08; found: 186.12.
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6.2.7 2-(3-methoxyphenyl)pyridine

OMe
B(OH),
Br Ny . Cs,CO3, PA(PPh),
| 2 DME/H,0, 100°C, N
OMe 3 h, 85% | _
41 43 39
8 g
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Pyridine 41 158.00 1.00 - 3.22 0.31 1.62
Boronic acid 43 151.96 1.10 054 3.54 - -
Cs,CO3 325.82 2.00 2.10 6.43 - -
Pd(PPhs), 1155.6 0.05 0.19 0.16 - -

A DME/H,0O (15.0 mL, 1/1) mixture was prepared and degassed for 1 h with argon. Bromide 41
(0.31 mL, 3.22 mmol, 1.00 eq), boronic acid 43 (0.54 g, 3.54 mmol, 1.10 eq), Cs,CO; (2.10 g, 6.43 mmol,
2.00 eq) and Pd(PPhz)4 (0.19 g, 0.16 mmol, 5mol%) were suspended in the solution. The mixture
was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After the mixture cooled
down to rt, the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed
with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (10/1) giving pyridine 39 (0.51 g,
2.74 mmol, 85%) as a pale oil.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 8.67 (d, ] = 4.7 Hz, 1H), 7.96 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.87

(td, ] = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.65 (m, 2H), 7.40 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.35 (dd, ] = 7.4, 4.8 Hz,
1H), 7.01 (dd, ] = 8.2, 2.5 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H).

13C-NMR: 101 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 159.7, 155.7, 149.4, 140.1, 137.1, 129.8, 122.7, 120.4,
118.8, 114.8, 111.6, 55.1.

MS-ESIT: m/z caled. for C1,H;1NO [2M+H]": 185.08; found: 371.22.
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6.2.8 2-(4-methoxyphenyl)pyridine

OMe
B(OH),
Br | Nx N Cs,CO3, Pd(PPhs),
= DME/H,0, 100°C,
3h, 97% N7
OMe |
S
41 42 38
8 g
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Pyridine 41 158.00 1.00 - 3.17 0.31 1.62
Boronic acid 42 151.96 1.10 0.53 3.49 - -
Cs,CO3 325.82 2.00 2.07 6.34 - -
Pd(PPhs), 1155.6 0.05 0.18 0.16 - -

A DME/H,0O (15.0 mL, 1/1) mixture was prepared and degassed for 1 h with argon. Bromide 41
(0.31 mL, 3.22 mmol, 1.00 eq), boronic acid 43 (0.53 g, 3.49 mmol, 1.10 eq), Cs,CO3 (2.07 g, 6.34 mmol,
2.00 eq) and Pd(PPhz)4 (0.18 g, 0.16 mmol, 5mol%) were suspended in the solution. The mixture

was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After the mixture cooled

down to rt, the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed

with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by

flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (10/1) giving pyridine 38 (0.57 g,

3.07 mmol, 97%) as a pale solid.

TH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 8.61 (d, ] = 4.8 Hz, 1H), 8.04 (d, ] = 8.9 Hz, 2H), 7.87
(dd,J=8.0,09 Hz, 1H), 7.81 (td, ] = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.27 (m, 1H), 7.04 (d, ] = 8.8 Hz,

2H), 3.81 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 160.1, 155.8, 149.4, 137.1, 131.2, 127.9, 121.8, 119.4,

114.1, 55.2.

MS-ESIT: m/z caled. for C1,H;1NO [M+H]": 185.08; found: 186.01.
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6.2.9 6-Bromo-[1,2,4]triazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

Br X O
N
| NH 2. BN N//<
Z >N V2 MeCN, 90°C, _ NH
H 8 h, 80% XN
26 45

8 &
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Hydrazine 26 188.03 1.00 4.08 21.7 -

CDI 162.15 1.10 3.87 23.9 - -

To a suspension of hydrazine 26 (4.08 g, 21.7 mmol, 1.00 eq) in MeCN (50.0 mL), CDI (3.87 g,

23.9 mmol, 1.10 eq) was added. The reaction mixture was stirred for 1 h and then allowed to warm

up to rt. The mixture was heated to 90 °C and left stirring for 2 h under argon atmosphere. After

the mixture cooled down to rt, the precipitate was filtered, washed with cold MeCN and dried in

vacuo to give triazole 45 (3.71 g, 17.3 mmol, 80%) as a slightly yellow solid

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 4 (ppm) = 2.58 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.22 (dd, | = 4.2, 1.3 Hz,

2H).

I3C-NMR: 101 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 149.1, 140.8, 133.2, 123.9, 117.2, 104.5.

MS-ESI*: m/z caled. for CeHyBrNzO [M+H]": 212.95; found: 213.90.
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6.2.10 6-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-y 1)-[1,2,4]triazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

1,4-dioxolane, 100°C, o”
2 h, 83% P

Br B,pin,, KOAc, Pd(dppf)Cl, |
= . B
N NH = NJ<
. \Nf

45 37

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{mi]

mol L
Triazole 45 214.02 1.00 0.20 0.92 -
Bopiny 253.94 1.10 0.26 1.10 - -
KOACc 98.15 3.00 0.27 2.76 - -
Pd(dppf)2 731.70 0.03  0.02 0.03 - -

To a suspension of triazole 45 (0.20 g g, 0.93 mmol, 1.00 eq) in 1,4-dioxane (7.50 mL), Bopiny (0.26 g,
1.03 mmol, 1.10 eq) and KOAc (0.28 g, 2.80 mmol, 3.00 eq) were added. After the mixtures has been
degassed for 30 min with argon, Pd(dppf), (0.02 mg, 0.03 mmol, 3mol%) was added. The mixture
was heated to 100 °C and left stirring for 12 h under argon atmosphere. After the mixture cooled
down to rt, it was diluted with EtOAc and washed with H,O, brine, dried over MgSQOly, filtered and
concentrated in vacuo to give oxoborolane 37 (0.20 g, 0.78 mmol, 83%) was obtained as a pink solid.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 12.50 (s, 1H), 7.87 (s, 1H), 7.17 (q, ] = 9.4 Hz, 2H),
1.29 (s, 12H).

I3C-NMR: 101 MHz, DMSO-dg;  (ppm) = 149.4, 142.2, 132.3, 130.8, 115.2, 109.3, 84.2, 24.5.

MS-ESI—: m/z caled. for C1oH14BN3O3 [M-H]: 261.13; found: 260.10.
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6.2.11 6-(6-(4-Methoxyphenyl)pyridin-2-yl)-[1,2,4]tr  iazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

OMe
OMe
o o]
| Na,CO3, Pd(dppf)Cl,
.B /[< +
O"" NN DMF, 100°C, A N
\%\N,NH N7 12 h, 7% | o
9 sy A
Br NH
2SN
37 34 31

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p{mi]

mol L
Oxoborolane 37 261.09 1.00 0.25 0.96 - -
Bromopyridine 34 264.12 1.50 0.38 1.45 - -
Nay,COs3, 2 Mm 105.99 3.00 - 2.89 1.45 -
Pd(dppf)Cl, 731.70 0.03 0.02 0.03 - -

To a suspension of oxoborolane 37 (0.25 g g, 0.96 mmol mmol, 1.00 eq) in DMF (4.00 mL), bromo-
pyridine 34 (0.38 g, 1.45 mmol, 1.50 eq) and Na,COs (1.45 mL, 2.89 mmol, 2 M, 3.00 eq) were added.

After the mixtures has been degassed for 30 min with argon, Pd(dppf). (0.02 g, 0.03 mmol, 3mol%)

was added. The mixture was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After

the mixture cooled down to rt, it was diluted with EtOAc and washed with H,O, brine, dried over

MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography

on silica using cyclohexane/EtOAc (1/1) giving pyridinone 31 (0.24 g, 0.74 mmol, 77%) as a white

solid.
IH-NMR:

I3C-NMR:

MS-ESI*:

500 MHz, DMSO-d¢; é (ppm) = 12.56 (s, 1H), 8.57 (s, 1H), 8.14 (d, ] = 8.8 Hz, 2H),
8.07 (d, ] =99 Hz 1H),791 (d, ] =4.7 Hz, 2H), 7.86 (d, ] =4.3 Hz, 1H), 7.37 (d, | =
9.9 Hz, 1H), 7.08 (d, | = 8.8 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H).

126 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 160.4, 155.4, 151.8, 150.1, 142.1, 138.4, 130.9, 129.2,
128.0, 122.6, 121.9, 118.4, 117.6, 115.7, 114.2, 55.3.

m/z caled. for C1gH14N4O, [M+H]™: 318.11; found: 319.29.
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6.2.12 6-(6-(3-Methoxyphenyl)pyridin-2-yl)-[1,2,4]tr

OMe

Na,COgz, Pd(dppf)Cl,

tode
NN L

Br

DMF, 100°C,
12 h, 75%

37 35

“~ "N

iazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

OMe

| [¢]
h ~ NJ<NH

N

32

M[g} eq ml[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol

mL

Oxoborolane 37
Bromopyridine 35
Na,COs3, 2 Mm
Pd(dppf)Cl,

261.09 1.00 0.23 0.89
26412 150 0.35 1.33
10599  3.00 - 2.67
731.70  0.03 0.02 0.03

1.34

To a suspension of oxoborolane 37 (0.23 g g, 0.89 mmol mmol, 1.00 eq) in DMF (4.00 mL), bromo-
pyridine 35 (0.35 g, 1.33 mmol, 1.50 eq) and Na,COs3 (1.34 mL, 2.67 mmol, 2 M, 3.00 eq) were added.

After the mixtures has been degassed for 30 min with argon, Pd(dppf). (0.02 g, 0.03 mmol, 3mol%)

was added. The mixture was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After

the mixture cooled down to rt, it was diluted with EtOAc and washed with H,O, brine, dried over

MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography

on silica using cyclohexane/EtOAc (1/1) giving pyridinone 32 (0.22 g, 0.67 mmol, 75%) as a white

solid.
'H-NMR:

500 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 12.56 (s, 1H), 8.58 (m, 1H), 8.08 (dd, ] = 9.7, 1.7 Hz,

1H), 7.99 (dd, ] = 6.9, 2.0 Hz, 1H), 7.95 (dd, ] = 11.3, 4.4 Hz, 2H), 7.75 (dd, ] = 7.7,
0.9 Hz, 1H), 7.71 (m, 1H), 7.45 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.37 (dd, ] = 9.9, 1.0 Hz, 1H), 7.05
(m, 1H), 3.86 (s, 3H).

I3C-NMR:

126 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 159.7, 155.4, 151.9, 150.0, 142.1, 139.8, 138.4, 130.1,

129.9, 129.0, 123.7, 122.4, 122.0, 119.3, 118.9, 118.5, 115.7, 115.5, 114.6, 112.2, 1104,

55.2.

MS-ESI*:

m/z caled. for C1gH14N4O, [M+H]": 318.11; found: 319.21.
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6.2.13 6-(6-(2-Methoxyphenyl)pyridin-2-yl)-[1,2,4]tr  iazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

o OMe
3 /-/Zj . OMe  Na,COs, Pd(dppf)Cl,
0NN N DMF, 100°C, ~ N 0
A=y | 12 h, 63% = = N//<
Br e - NH
XN
37 36 33

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p{mi]

mol L
Oxoborolane 37 261.09 1.00 0.24 0.94 - -
Bromopyridine 36 264.12 1.50 0.37 141 - -
Nay,COg3, 2 Mm 105.99 3.00 - 2.81 141 -
Pd(dppf)Cl, 731.70 0.03 0.02 0.03 - -

To a suspension of oxoborolane 37 (0.24 g g, 0.94 mmol mmol, 1.00 eq) in DMF (4.00 mL), bromo-
pyridine 36 (0.37 g, 1.41 mmol, 1.50 eq) and Na,COs (1.41 mL, 2.81 mmol, 2 M, 3.00 eq) were added.

After the mixtures has been degassed for 30 min with argon, Pd(dppf). (0.02 g, 0.03 mmol, 3mol%)

was added. The mixture was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After

the mixture cooled down to rt, it was diluted with EtOAc and washed with H,O, brine, dried over

MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography

on silica using cyclohexane/EtOAc (1/1) giving pyridinone 33 (0.19 g, 0.67 mmol, 63%) as a white

solid.
IH-NMR:

I3C-NMR:

MS-ESI™:

500 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 12.55 (s, 1H), 8.54 (m, 1H), 8.03 (dd, ] = 10.0, 1.7 Hz,
1H), 7.95 (dd, | = 7.7, 0.9 Hz, 2H), 7.90 (t, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.86 (dd, | = 7.6, 1.9 Hz,
1H), 7.82 (dd, | = 7.7, 0.9 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H).

126 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 162.2, 156.9, 154.8, 151.8, 150.0, 142.1, 137.2, 130.6,
130.3, 129.1, 128.1, 123.7, 123.7, 122.6, 121.8, 120.7, 117.8, 115.6, 115.5, 112.0, 55.6, 35.7,
30.7.

m/z caled. for C1gH14N4O, [M+H]": 318.11; found: 319.24.
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6.2.14 6-(6-(4-Hydroxyphenyl)pyridin-2-yl)-[1,2,4]tr  iazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

BBI’3
"CH,Cl,, -78°C,
1h,91%
= =
N

M[i} eq mlg] n[mmol] V[mL] p[i]

mol mL
Pyridinone 31 318.34 1.00 0.14 0.45 - -
BBr3, 1 Mm 250.52 3.30 - 1.49 1.49 1.33

To a solution of pyridinone 31 (0.14 g, 0.45 mmol, 1.00 eq) in anhydrous CHCl, (13.0 mL), BBr3

(1.58 mL, 1.58 mmol, 1.00 M, 3.30 eq) was added dropwise at —78 °C. The reaction mixture was stir-
red for 1 h and then allowed to warm up to rt. The mixture was cooled to 0 °C and H,O was added
to quench the reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers
were washed with H,O, brine, dried over MgSOQly, filtered and concentrated in vacuo. The crude was
purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (1/1) giving phenole
23 (0.13 g, 0.41 mmol, 91%) as a white solid.

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 12.55 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.06 (dd, ] =

9.7,1.7 Hz, 1H), 8.03 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 7.93-7.84 (m, 2H), 7.80 (dd, ] = 6.6, 2.0 Hz,
1H), 7.36 (dd, ] = 9.7, 1.1 Hz, 1H), 6.91 (d, ] = 8.9 Hz, 2H).

I3C-NMR: 126 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 158.7, 155.8, 151.6, 150.0, 142.1, 138.2, 129.3, 129.1,
128.0, 122.6, 121.7, 118.0, 117.1, 115.6.

MS-ESI*: m/z calcd. for C17H12N4O, [M+H]": 304.10; found: 305.18.
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6.2.15 6-(6-(3-Hydroxyphenyl)pyridin-2-yl)-[1,2,4]tr  iazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

OMe
BBI’3
= |N 0 "CHLClp, -78°C,
0,
™ _ NJ< 1h, 79% _ N//<
NH
A=y <y

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL

Pyridinone 32 31834 1.00 0.14 0.46 - -
BBr3, 1 m 250.52  3.30 - 1.51 1.51 1.33

To a solution of pyridinone 32 (0.14 g, 0.46 mmol, 1.00 eq) in anhydrous CH,Cl, (13.0 mL), BBr3

(1.51 mL, 1.51 mmol, 1.00 M, 3.30 eq) was added dropwise at —78 °C. The reaction mixture was stir-
red for 1 h and then allowed to warm up to rt. The mixture was cooled to 0 °C and H,O was added
to quench the reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers
were washed with H,O, brine, dried over MgSOly, filtered and concentrated in vacuo. The crude was
purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (1/1) giving phenole
24 (0.11 g, 0.36 mmol, 79%) as a white solid.
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 12.57 (s, 1H), 9.61 (s, 1H), 8.58 (m, 2H), 8.07 (dd, ] =
9.9, 1.7 Hz, 1H), 7.96 (m, 3H), 7.85 (dd, | = 7.3, 1.1 Hz, 2H), 7.62 (m, 2H), 7.56 (d, | =

7.7 Hz, OH), 7.39 (dd, ] = 9.9 Hz, 1.0, 1H), 7.32 (t, ] = 7.9 Hz, 1H), 6.87 (dd, ] = 8.0 Hz,
2.5, 1H).

I3C-NMR: 126 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 157.8, 155.7, 151.8, 150.0, 142.1, 139.7, 138.4, 129.8,
129.0, 122.5, 121.9, 119.1, 118.4, 117.3, 116.3, 115.7, 113.3.

MS-ESIT: m/z caled. for C17H1oN4O, [M+H]™: 304.10; found: 305.21.
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6.2.16 6-(6-(2-Hydroxyphenyl)pyridin-2-yl)-[1,2,4]tr  iazolo[4,3- a]pyridin-3(2 H)-one

OMe OH
SN BBr3 NN
o CH,Cl,, -78°C, o
- 7 N/Q ih?@?% ~ % N/Q
NH NH
N \NI N \N,
33 25
8 &
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Pyridinone 33 318.34 1.00 0.15 0.47 - -
BBr3, 1 M 250.52 3.30 - 1.55 1.55 1.33

To a solution of pyridinone 33 (0.15 g, 0.47 mmol, 1.00 eq) in anhydrous CH,Cl, (13.0 mL), BBr3
(1.55 mL, 1.55 mmol, 1.00 M, 3.30 eq) was added dropwise at —78 °C. The reaction mixture was stir-
red for 1 h and then allowed to warm up to rt. The mixture was cooled to 0 °C and H,O was added
to quench the reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers
were washed with H,O, brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was
purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (1/1) giving phenole
25 (0.10 g, 0.31 mmol, 67%) as a white solid.

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 13.35 (s, 1H), 12.61 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 8.16 (d, ] =

8.0 Hz, 1H), 8.04 (m, 3H), 7.81 (dd, ] = 9.9, 1.6 Hz, 1H), 7.43 (d, ] = 9.9 Hz, 1H), 7.34
(t, ] = 7.7 Hz, 1H), 6.97 (d, ] = 7.8 Hz, 2H).

I3C-NMR: 126 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 158.7, 155.8, 151.6, 150.0, 142.1, 138.2, 129.3, 129.1,
128.0, 122.6, 121.7, 118.0, 117.1, 115.6.

MS-ESI*: m/z caled. for C17H;oN4O, [M+H]™: 304.10; found: 305.24.
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6.3 Versuchsbeschreibung nichtsteroidalen selektiven 17 B-HSD2 Inhibitoren

6.3.1 (5-bromothiophen-2-yl)(2,4,5-trifluoro-3-methox  yphenyl)methanone

o o
F F
Cl . S Br AICI3 \ S Br
@/ CH,Cl,, 0°C _ 25°C, /
F F 0.5 h, 83% F F
OMe OMe
47 46 48

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Acid chloride 47 224.56 1.00 50.0 212 - -
Thiophen 46 163,03 1.50 - 317 33.2 1.59
AlCl3 133.33 1.10 327 233 - -

A mixture of acid chloride 47 (50.0 g, 212 mmol, 1.00 eq), thiophene 46 (33.2 mL, 317 mmol, 1.50 eq)
and AICl3 (32.7 g, 233 mmol, 1.10 eq) in anhydrous CH,Cl, (1.18 L) was stirred at 0°C for 30

min under argon atmosphere. The reaction mixture was warmed to rt and left stirring for 1 h before

beeing quenched dropwise with HCI (1m). The mixture was washed with H,O and brine, dried over

MgSQOy filtered and concentrated in vacuo. After recrystallization from MeOH, bromide 48 (61.6 g,

175 mmol, 83%) was obtained as yellow crystals.

'H-NMR:

I3C-NMR:

9F-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 7.58 (m, 1H), 7.54 (m, 1H), 7.46 (dd, ] = 4.1, 1.1 Hz,
1H), 4.05 (s, 3H).

101 MHz, DMSO-ds; § (ppm) = 181.8, 151.3, 149.2, 148.1 (ddd, ] = 246.2, 11.6, 3.3 Hz),
147.0 (ddd, ] = 2534, 15.0, 5.5 Hz), 145.5, 139.2 (ddd, ] = 15.5, 11.1, 2.3 Hz), 137.8 (d,
] = 2.4 Hz), 133.3, 124.9, 122.9 (ddd, ] = 15.9, 6.4, 4.0 Hz), 62.7 (t, ] = 3.5 Hz).

376 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = -133.7 (s, 1F), -139.7 (m, 1F), -146.8 (m, 1F).

m/z caled. for C1oHgBrF30,S [M+H]™: 349.92; found: 350.98.
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6.3.2 ((5-(3-aminophenyl)thiophen-2-yl)(2,4,5-trifluo  ro-3-methoxyphenyl)methanone

i o B(OH), F i
\ S Br . « HCI Cs2CO0g3, Pd(PPhs), | S O
/ DME/H,0, 100°C, /
F F N, 3h, 87% F F NH,
OMe OMe

48 49 52

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Bromide 48 351.14 1.00 0.57 1.62 - -
Boronic acid 49 173.04 1.20 034 1.95 - -
Csp,COs3 325.82 4.00 212 6.49 - -
Pd(PPh3), 1155.6 0.05 0.09 0.08 - -

A DME/H;0 (17 mL, 1/1) mixture was prepared and degassed for 1 h with argon. Bromide 48
(0.57 g, 1.62 mmol, 1.00 eq), boronic acid 49 (0.34 g, 1.95 mmol, 1.20 eq), Cs,CO;3 (2.12 g, 6.49 mmol,
4.00 eq) and Pd(PPhz)4 (0.09 g, 0.08 mmol, 5mol%) were suspended in the solution. The mixture
was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After the mixture cooled
down to rt, the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed
with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (10/1) giving amine 52 (0.47 g,
1.30 mmol, 87%) as a yellow solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 7.68 (dd, | = 4.1, 1.6 Hz, 1H), 7.57 (ddd, ] = 9.9, 8.4,

5.8 Hz, 1H), 7.52 (d, ] = 4.1 Hz, 1H), 7.13 (t, | = 7.8 Hz, 1H), 6.95 (m, 2H), 6.65 (m,
1H), 5.33 (s, 2H), 4.06 (s, 3H).

13C-NMR: 101 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 181.8, 151.3, 149.2, 148.1 (ddd, ] = 246.2, 11.6, 3.3 Hz),
147.0 (ddd, | = 253.4, 15.0, 5.5 Hz), 145.5, 139.2 (ddd, ] = 15.5, 11.1, 2.3 Hz), 137.8 (d,
] =2.4 Hz), 133.3, 124.9, 122.9 (ddd, | = 15.9, 6.4, 4.0 Hz), 62.7 (t, ] = 3.5 Hz).

YE-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = -133.6 (s, 1F), -139.6 (m, 1F), -146.9 (m, 1F).

MS-ESIT: m/z caled. for C1gH2F3NO,S [M+H]™: 363.05; found: 364.11.
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6.3.3 (5-(5-amino-2,4-difluorophenyl)thiophen-2-yl)(2  ,4,5-trifluoro-3-methoxyphenyl)methan-

one
(@] F (@] E
F S B(OH), F S
(8 . el Cs,CO3, Pd(PPhs), O ) O F
= DME/H,0, 100°C, F F
F F 3h, 96% NH,
OMe NH, OMe
48 50 53
8 g
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Bromide 48 351.14 1.00 057 1.62 - -
Boronic acid 50 209.38 1.20 042 1.95 - -
Cs,CO3 325.82 400 212 6.49 - -
Pd(PPh3), 1155.6 0.05 0.09 0.08 - -

A DME/H,0 (17 mL, 1/1) mixture was prepared and degassed for 1 h with argon. Bromide 48
(0.57 g, 1.62 mmol, 1.00 eq), boronic acid 50 (0.42 g, 1.95 mmol, 1.20 eq), Cs,CO;3 (2.12 g, 6.49 mmol,
4.00 eq) and Pd(PPhz)s (0.09 g, 0.08 mmol, 5mol%) were suspended in the solution. The mixture
was heated to 100°C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After the mixture cooled
down to rt, the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed
with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (10/1) giving amine 53 (0.62 g,
1.56 mmol, 96%) as a yellow solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 7.72 (m, 1H), 7.58 (m, 1H), 7.51 (m, 1H), 7.25 (m, 2H),

5.26 (s, 2H), 4.06 (s, 3H).

BC-NMR: 101 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 183.0-157.9 (dd, | = 253.1, 11.1 Hz), 157.2 (dd, | =
254.2, 12.6 Hz), 148.1 (ddd, ] = 244.1, 11.0, 3.0 Hz), 147.1 (ddd, | = 244.3, 4.2, 2.9 Hz),
143.7 (ddd, ] = 248.7, 15.8, 5.8 Hz), 137.4 (d, ] = 1.9 Hz), 136.9 (d, ] = 3.1 Hz), 131.0
(d, ] = 9.6 Hz), 128.8 (d, ] = 4.9 Hz), 127.7 (dd, | = 4.2, 2.0 Hz), 122.8 (dd, | = 13.7,
3.6 Hz), 118.6 (dd, ] = 13.8, 4.2 Hz), 117.2 (d, ] = 23.0 Hz), 107.0 (dd, ] = 21.1, 3.0 Hz),
106.4 (dd, ] = 27.8, 24.7 Hz).

MS-ESI": m/z caled. for C1gH;oF50,S [M+H]": 399.04; found: 400.03.
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6.3.4 (5-(2-aminophenyl)thiophen-2-yl)(2,4,5-trifluor  0-3-methoxyphenyl)methanone

(@] (@]
F S B(OH), F S
\ / Br " ©i «HClI CSZCO3, Pd(PPh3)4 O \ / O
DME/H,0, 100°C,
F F NHz 3h, 87% F F H,N
OMe OMe
48 51 54
s g
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Bromide 48 351.14 1.00 425 121 - -
Boronic acid 51 173.04 1.20 25.2 145 - -
Cs,CO;3 325.82 400 158 484 - -
Pd(PPh3), 1155.6 0.05 6.99 6.05 - -

A DME/H,O (1.3 L, 1/1) mixture was prepared and degassed for 1 h with argon. Bromide 48
(42.5 g, 121 mmol, 1.00 eq), boronic acid 51 (25.2 g, 145 mmol, 1.20 eq), Cs,CO3 (158 g, 484 mmol,
4.00 eq) and Pd(PPhz)s (6.99 g, 6.05 mmol, 5mol%) were suspended in the solution. The mixture
was heated to 100 °C and left stirring for 3 h under argon atmosphere. After the mixture cooled
down to rt, the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed
with HyO, brine, dried over MgSOQly, filtered and concentrated in vacuo. After recrystallization from
cyclohexane, amine 54 (44.0 g, 121 mmol, 99%) was obtained as yellow crystals.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 7.70 (dd, | = 4.0, 1.5 Hz, 1H), 7.58 (ddd, ] = 9.9, 8.4,

5.8 Hz, 1H), 7.45 (d, ] = 4.1 Hz, 1H), 7.31-7.29 (dd, ] = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.14 (m, 1H),
6.85 (d, ] = 7.9 Hz), 6.67 (ddd, ] = 7.8, 7.4, 0.8 Hz), 5.35 (s, 2H), 4.06 (s, 3H).

BC.NMR: 101 MHz, DMSO-dy; § (ppm) = 148.5 (d, ] = 248.4), 147.8 (d, ] = 14.3 Hz), 146.4 (dd, |
=15.5, 5.8 Hz), 145.4 (d, ] = 11.3 Hz), 143.9 (dd, ] = 15.7, 4.8 Hz), 137.6 (dd, ] = 16.8,
11.2 Hz), 122.2 (m), 110.2 (dd, ] = 20.8, 3.0 Hz).

YE-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; & (ppm) =-134.0 (s, 1F),-139.8 (m, 1F),-147.6 (m, 1F).

MS-ESI*: m/z caled. for C;gH1,FsNO,S [M+H]™: 363.05; found: 364.12.
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6.3.5 4-cyano- N-(3-(5-(2,4,5-trifluoro-3-methoxybenzoyl)thiophen-2-  yl)phenyl)benzenesulfon-

amide

93%

(0]
F \ S O . SOCl Pyridine F o /NH
/ 25°C, 24 h, OMe "5
F F NH, NC
OMe

NC

52 55 57

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Amine 52 363.35 1.00 0.31 0.85 - -
Sulfonyl chloride 55 201.62 150 0.27 1.28 - -

Under argon atmosphere, amine 52 (0.31 g, 0.85 mmol, 1.00 eq) was dissolved in pyridine (5.84 mL)
and spiked with sulfonyl chloride 55 (0.27 g, 1.28 mmol, 1.50 eq). The mixture was left stirring
overnight at rt and was quenched by adding HCl (6 m). The mixture was extracted with EtOAc
and the combined organic layers were washed with sat. NaHCO3, brine, dried over MgSQOy, filtered
and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using
cyclohexane/EtOAc (2/1) giving amide 57 (0.42 g, 0.79 mmol, 93%) as a yellow solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 10.94 (s, 1H), 8.06 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.95 (d, | =

8.4 Hz, 2H), 7.66 (d, | = 2.7 Hz, 1H), 7.55 (dd, ] = 11.8, 5.9 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H), 7.38
(t, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.19 (m, 2H), 4,05 (s, 3H).

BC.NMR: 101 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 82.8, 153.7, 148.1 (ddd, ] = 244.4, 10.9, 3.2 Hz), 148.1-
145.96 (m), 144.5-142.4 (m), 143.1-138.2 (d, | = 2.1 Hz), 137.0 (ddd, ] = 17.9, 12.9,
2.9 Hz), 135.0, 134.1, 131.4, 128.8, 126.2, 123.7, 123.0 (ddd, ] = 15.2, 6.6, 3.9 Hz), 122.6,
119.3, 118.0, 117.3, 106.9 (dd, ] = 21.1, 3.0 Hz).
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6.3.6 N-(2,4-difluoro-5-(5-(2,4,5-trifluoro-3-methoxybenzoyl  )thiophen-2-yl)phenyl)-4-fluoro-

benzenesulfonamide

H

O R
F S F SOLCl Pyridine
\ / + Tof o oan SSa
25°C,24h 3
F F NH, F
OMe

, o)
98% Q

o) F
F s .
O L/ Q
F F N
OMe Osd

F
53 56 58
8 8
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Amine 53 399.34  1.00 0.35 0.88 - -
Sulfonyl chloride 56 194.60 150 0.26 1.31 - -

Under argon atmosphere, amine 53 (0.35 g, 0.88 mmol, 1.00 eq) was dissolved in pyridine (6.01 mL)
and spiked with sulfonyl chloride 56 (0.26 g, 1.31 mmol, 1.50 eq). The mixture was left stirring
overnight at rt and was quenched by adding HCl (6 m). The mixture was extracted with EtOAc
and the combined organic layers were washed with sat. NaHCO3, brine, dried over MgSQOy, filtered
and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using

cyclohexane/EtOAc (2/1) giving amide 58 (0.46 g, 0.82 mmol, 94%) as a yellow solid.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-ds; 6 (ppm) = 10.39 (s, 1H), 7.80 (dd, | = 8.7, 5.2 Hz, 2H), 7.70 (d,
] =3.7 Hz, 1H), 7.65 (t, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.58 (d, ] = 4.0 Hz, 1H), 7.51 (t, ] = 10.4 Hz,
1H), 7.42 (t, ] = 8.8 Hz, 2H), 7.22 (dt, ] = 13.9, 6.9 Hz, 1H), 4,05 (s, 3H).

13C-NMR: 101 MHz, DMSO-de; 6 (ppm) = 183.0-157.9 (dd, | = 253.1, 11.1 Hz), 157.2 (dd, ] =
254.2,12.6 Hz), 148.1 (ddd, | = 244.1, 11.0, 3.0 Hz), 147.1 (ddd, ] = 244.3, 4.2, 2.9 Hz),
144.7 (m), 143.7 (ddd, | = 248.7, 15.8, 5.8 Hz), 137.4 (d, ] = 1.9 Hz), 137.1 (m), 136.9 (d,
] =3.1Hz),131.0 (d, ] =9.6 Hz), 128.8 (d, ] = 4.9 Hz), 127.7 (dd, | = 4.2, 2.0 Hz), 123.0
(m), 122.8 (dd, | = 13.7, 3.6 Hz), 118.6 (dd, | = 13.8, 4.2 Hz), 117.2 (d, ] = 23.0 Hz),
107.0 (dd, | = 21.1, 3.0 Hz), 106.4 (dd, | = 27.8, 24.7 Hz).
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6.3.7 4-fluoro- N-(2-(5-(2,4,5-trifluoro-3-methoxybenzoyl)thiophen-2-

yl)phenyl)benzenesulfon-

amide
(0]
F S
F i SO,Cl O L/ O
S O 2 Pyridine = F
| + — o HN_ 0
- c . 25°C, 24 h, e s
H,>N 98% O Q
OMe
F
54 56 59
8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Amine 54 363.35 1.00 35.7 98.1 - -
Sulfonyl chloride 56 194.60 150 29.2 147 - -

Under argon atmosphere, amine 54 (35.7 g, 98.1 mmol, 1.00 eq) was dissolved in pyridine (700 mL)

and spiked with sulfonyl chloride 56 (29.2 g, 147 mmol, 1.50 eq). The mixture was left stirring

overnight at rt and was quenched by adding HCl (6 Mm). The mixture was extracted with EtOAc and

the combined organic layers were washed with sat. NaHCO3, brine, dried over MgSOQly, filtered and

concentrated in vacuo. After recrystallization from MeOH, amide 59 (50.2 g, 96.3 mmol, 98%) was

obtained as yellow crystals.

'H-NMR:

I3C-NMR:

9F-NMR:

400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 10.03 (s, 1H), 7.79 (m, 4H), 7.53 (m, 2H), 7.36 (m, 4H),
6.85 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 4.08 (s, 3H).

101 MHz, DMSO-ds; § (ppm) = 182.0, 165.6, 163.1, 150.5, 148.5 (dd, | = 248.6, 2.5 Hz),
146.8 (ddd, ] = 245.7, 11.4, 2.7 Hz), 146.5 (m), 144.0 (m), 142.1, 137.6 (m), 137.1, 136.5
(d, ] = 2.1 Hz), 132.9, 131.5, 130.2, 129., 129.8, 129.7, 128.6, 128.1, 122.5 (m), 116.5,
116.3, 110.3 (dd, | = 3.8, 2.9 Hz), 62.3.

376 MHz, CDCl3; § (ppm) = -103.5 (s, 1F), -131.8 (s, 1F), -138.5 (s, 1F), -145.1 (s, 1F).
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6.3.8 4-cyano- N-(3-(5-(2,4,5-trifluoro-3-hydroxybenzoyl)thiophen-2-  yl)phenyl)benzenesulfon-

amide
o) o)
F S F S
Sava® Sava®,
F F NH BB F F NH
O\\ ! —3> O\\ /
OMe Ss0  CH,Cl,, -78°C, OH Sso
Q 1h, 93% Q
NC NC
57 28
8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Amide 57 528.52 1.00 0.25 0.48 - -
BBr3, 1 M 250.52 3.30 - 1.58 1.58 1.33

To a solution of methoxybenzene 57 (0.25 g, 0.48 mmol, 1.00 eq) in anhydrous CH,Cl, (1.26 mL),
BBrs3 (1.58 mL, 1.58 mmol, 1.00 M, 3.30 eq) was added dropwise at —78 °C. The reaction mixture was
stirred for 1 h and then allowed to warm up to rt. The mixture was cooled to 0 °C and H,O was ad-
ded to quench the reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers
were washed with H,O, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was
purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (2/1) giving phenole
28 (0.23 g, 0.45 mmol, 93%) as a orange solid.

TH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; é (ppm) = 10.94 (s, 2H), 8.06 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.95 (d, | =

8.4 Hz, 2H), 7.66 (d, ] = 2.7 Hz, 1H), 7.55 (dd, ] = 11.8, 5.9 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H), 7.38
(t, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.19 (m, 2H).

BC.NMR: 101 MHz, acetone-de; & (ppm) = 82.8, 153.7, 148.1 (ddd, | = 244.4, 10.9, 3.2 Hz), 148.1-
145.96 (m), 144.5-142.4 (m), 143.1-138.2 (d, ] = 2.1 Hz), 137.0 (ddd, ] = 17.9, 12.9,
2.9 Hz), 135.0, 134.1, 131.4, 128.8, 126.2, 123.7, 123.0 (ddd, ] = 15.2, 6.6, 3.9 Hz), 122.6,
119.3, 118.0, 117.3, 106.9 (dd, ] = 21.1, 3.0 Hz).

MS-ESIT: m/z caled. for CosH3F4NO4S, [M+NH4]': 514.03; found: 532.15.
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6.3.9 N-(2,4-difluoro-5-(5-(2,4,5-trifluoro-3-hydroxybenzoyl  )thiophen-2-yl)phen-yl)-4-fluoro-

benzenesulfonamide

O R O R
F S = F S F
Ay Ay
F F o NH BB F F o NH

OMe g OH g

<0 CH,Cl,, -78°C, 0
Q 1h, 94% Q

F F

58 29

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL

Amide 58 557.48  1.00 0.25 0.45 - -
BBr3, 1 m 250.52  3.30 - 1.50 1.50 1.33

To a solution of methoxybenzene 58 (0.25 g, 0.45 mmol, 1.00 eq) in anhydrous CH>Cl, (1.19 mL),
BBrs3 (1.50 mL, 1.50 mmol, 1.00 M, 3.30 eq) was added dropwise at —78 °C. The reaction mixture was
stirred for 1 h and then allowed to warm up to rt. The mixture was cooled to 0 °C and H,O was ad-
ded to quench the reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic layers
were washed with H,O, brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was
purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (2/1) giving phenole
29 (0.23 g, 0.43 mmol, 94%) as a orange solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 11.27 (s, 1H), 10.39 (s, 1H), 7.80 (dd, ] = 8.7, 5.2 Hz,

2H), 7.70 (d, ] = 3.7 Hz, 1H), 7.65 (t, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.58 (d, ] = 4.0 Hz, 1H), 7.51 (t, |
=10.4 Hz, 1H), 7.42 (t, ] = 8.8 Hz, 2H), 7.22 (dt, ] = 13.9, 6.9 Hz, 1H).

BC-NMR: 101 MHz, acetone-dg; § (ppm) = 183.0-157.9 (dd, ] = 253.1, 11.1 Hz), 157.2 (dd, | =
254.2,12.6 Hz), 148.1 (ddd, ] = 244.1, 11.0, 3.0 Hz), 147.1 (ddd, ] = 244.3, 4.2, 2.9 Hz),
145.7-143.7 (m), 143.7 (ddd, ] = 248.7, 15.8, 5.8 Hz), 137.4 (d, ] = 1.9 Hz), 137.2-137.0
(m), 136.9 (d, ] = 3.1 Hz), 131.0 (d, ] = 9.6 Hz), 128.8 (d, ] = 4.9 Hz), 127.7 (dd, ] = 4.2,
2.0 Hz), 123.1-122.8 (m), 122.8 (dd, ] = 13.7, 3.6 Hz), 118.6 (dd, ] = 13.8, 4.2 Hz), 117.2
(d, ] =23.0 Hz), 107.0 (dd, ] = 21.1, 3.0 Hz), 106.4 (dd, ] = 27.8, 24.7 Hz).

MS-ESI": m/z caled. for Co3Hi1FgNO4S, [M+H]™: 543.00; found: 544.20.
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6.3.10 4-fluoro- N-(2-(5-(2,4,5-trifluoro-3-hydroxybenzoyl)thiophen-2-  yl)phenyl)benzenesulfon-

amide
o] o]
F S F S
O W O O L/ O
F F BBrs F F
OMe N0 CH,Cl, -78°C, OH N0
o” Q 1h, 97% o~ Q
F F
59 30
8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Amide 59 521.50 1.00 20.2 38.7 - -
BBr3, 1 m 250.52  3.30 - 128 128 1.33

To a solution of methoxybenzene 58 (20.2 g, 38.7 mmol, 1.00 eq) in anhydrous CH,Cl, (101 mL),
BBr3 (128 mL, 128 mmol, 1.00 M, 3.30 eq) was added dropwise at —78 °C. The reaction mixture was
stirred for 1 h and then allowed to warm up to rt. The mixture was cooled to 0°C and H,O was
added to quench the reaction. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic
layers were washed with HyO, brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. After
recrystallization from toluene, phenole 30 (19.3 g, 37.7 mmol, 97%) was obtained as orange crystals.
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 11.31 (s, 1H), 10.04 (s, 1H), 7.69 (m, 3H), 7.62 (m, 1H),
7.53 (m, 1H), 7.36 (m, 4H), 7.20 (dd, ] = 14.2, 8.6 Hz, 1H), 6.88 (d, ] = 7.7 Hz, 1H).

BC-NMR: 101 MHz, DMSO-d; & (ppm) = 150.2, 142.3, 136.8, 136.6-136.2 (m), 133.1-132.9 (m),
131.6, 130.2, 129.8, 129.8, 128.6, 128.1, 122.5-121.5 (m), 116.4 (d, ] = 22.9 Hz), 105.49
(dd, ] = 21.3, 2.5 Hz).

YE-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = -106.09 (s, 1F), -137.14 (s, 1F), -140.96 (s, 1F), -151.27
(s, 1F).

MS-ESI*: m/z calcd. for Co3H3F4NO4S, [M+H]™: 507.02; found: 508.40.
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6.4 Versuchsbeschreibung zur synthetischen Darstellung e ines Drugs

6.4.1 ethyl 3,3-bis(diethoxyphosphoryl)propanoate

o) o
1 1
Eto\ﬂA Br P(OEt), NaH EtO P(OEY);
o) THF, 0°C - 25°C,
o-P(OEY:2 5 h, 99% O -P(OEN),
61 62 65

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonate 62 282.22 1.00 1.00 3.40 - -
Bromoacetate 61 167.00 1.20 - 4.08 0.46 1.51
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.60 0.16 3.74 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 62 (1.00 g, 3.40 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THEF (3.00 mL) and the solution was cooled to 0°C. Sodium hydride (0.16 g, 3.74 mmol, 1.10 eq)
was added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed
to warm up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0°C and a solution
of bromoacetate 61 (0.46 mL, 4.08 mmol, 1.20 eq) in THF (2 mL) was added dropwise. The mixture
was left stirring over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day.
The mixture was diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with
EtOAc and the combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and
concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using
cyclohexane/EtOAc (1/1) giving phosphonate 65 (1.26 g, 3.37 mmol, 99%) as a yellow viscous oil.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; J (ppm) = 4.07 (m, 10H), 2.88 (tt, ] = 23.4, 6.3 Hz, 1H), 2.67 (td,

J =158, 6.3 Hz, 2H), 1.21 (m, 15H).

I3C-NMR: 101 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 170.3 (t, ] = 9.2 Hz), 62.2 (dd, | = 14.4, 6.4 Hz), 60.7 ,
33.9 (t, ] =134.6 Hz), 30.2 (t, ] = 3.7 Hz), 16.1 (d, ] = 5.7 Hz), 13.9.

3IP.NMR: 202 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 22.5 (s, 2P).

MS-ESIT: m/z caled. for C13Hp30gP> [M+H]": 374.13; found: 375.13.



87

6.4.2 ethyl 3,3-bis(diisopropoxyphosphoryl)propanoate

o} 0
1] I
Eto\nﬂBr . rP(OiPr)2 NaH EtO P(OIPY),
o) . THF, 0°C - 25°C, .
o/,P(OIPI')z 5 h, 99% (o] O/,P(olpl’)z
61 63 66

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 63 344.32 1.00 1.00 2.85 - -
Bromoacetate 61 167.00 1.20 - 3.42 0.39 1.51
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.60 0.13 3.13 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 63 (1.00 g, 2.85 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (3.00 mL) and the solution was cooled to 0°C. Sodium hydride (0.13 g, 3.13 mmol, 1.10 eq)
was added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to
warm up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0°C and a solution of
bromoacetate 61 (0.39 mL, 3.42 mmol, 1.20 eq) in THF (3.00 mL) was added dropwise. The mixture
was left stirring over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day.
The mixture was diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with
EtOAc and the combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and
concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using
cyclohexane/EtOAc (1/1) giving phosphonate 66 (1.22 g, 2.84 mmol, 99%) as a white solid.

IH-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 4.64 (m, 4H), 4.09 (q, ] = 7.2 Hz, 2H), 2.73 (tt, | = 23.5,
5.9 Hz, 1H), 2.60 (td, ] = 15.9, 6.0 Hz, 2H), 1.25 (m, 24H), 1.20 (t, ] = 7.0 Hz, 4H).

BC-NMR: 126 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 170.3 (t, ] = 9.0 Hz), 70.8 (d, ] = 6.0 Hz), 70.6 (d, ] =
7.2 Hz), 60.7, 33.9 (t, ] = 136.2 Hz), 30.6 (t, ] = 4.2 Hz), 23.7 (dd, ] = 9.0, 3.0 Hz), 23.4
(dd, ] = 4.8, 2.4 Hz), 13.9.

3IP_.NMR: 202 MHz, DMSO-d; 6 (ppm) = 20.6 (s, 2P).

MS-ESIT: m/z caled. for C17H3zOgP> [M+H]": 430.19; found: 431.33.
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6.4.3 ethyl 3,3-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)propanca te

o} 0
1] I
Eto\nﬂBr . rP(osn)2 NaH EtO P(OBn),
o) THF, 0°C - 25°C,
o~ P(OBn); 5 h, 09% O -P(0Bn),
61 64 67

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 64 536.50 1.00 1.00 1.83 - -
Bromoacetate 61 167.00 1.20 - 3.42 0.39 1.51
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.60 0.13 3.13 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (1.00 g, 1.83 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (4.00 mL) and the solution was cooled to 0°C. Sodium hydride (0.13 g, 3.13 mmol, 1.10 eq)
was added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to
warm up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0°C and a solution of
bromoacetate 61 (0.39 mL, 3.42 mmol, 1.20 eq) in THF (3.00 mL) was added dropwise. The mixture
was left stirring over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day.
The mixture was diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with
EtOAc and the combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and
concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using
cyclohexane/EtOAc (1/1) giving phosphonate 67 (1.13 g, 1.82 mmol, 99%) as a yellow viscous oil.
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; J (ppm) = 7.30 (m, 20H), 5.02 (m, 8H), 3.93 (q, ] = 7.1 Hz, 2H),
3.30 (tt, ] = 23.8, 6.3 Hz, 1H), 2.86 (td, | = 16.2, 6.3 Hz, 2H), 1.11 (t, ] = 7.1 Hz, 3H).

BC-NMR: 126 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 170.7 (t, ] = 9.1 Hz), 136.1 (d, ] = 5.5 Hz), 128.7 , 128.5
(d,] =18 Hz), 1282 (d, ] = 6.9 Hz), 685 (d, ] = 6.3 Hz), 68.3 (d, ] = 6.2 Hz), 61.3,
33.6 (t, ] = 135.7 Hz), 30.6 (t, ] = 4.1 Hz), 14.1.

3IP_.NMR: 202 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 23.6 (s, 2P).

MS-ESI*: m/z caled. for C3zsHzsOgP> [M+H]": 622.19; found: 623.29.
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6.4.4 2,6-difluorophenyl 3,3-bis(diethoxyphosphoryl)pr opanoate

i) NaOH, EtOH, 80 °C, 1 h
ii) SOCl,, CH,Cly, 45 °C, 3 h
o iii) NEts, DEE, 0°C - 25°C, F

o)
I 3h, 47% I
EtO P(OEt), ' _ o) P(OEt),
Y'Y F Y'Y
O ,P(OEY, £ O o7 P(OE),

@iOH 60
65 F 70

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 65 374.13 1.00 643 17.2 - -
NaOH, 2m 140.00 1.20 - 20.6 10.3 1.00
SOCl, 118.97  4.00 - 68.7 4.99 1.64
NEt; 101.19 1.50 - 25.8 3.57 0.73
2,6-dfp 60 130.09 1.50 3.42 25.8 - -

NaOH (10.3 mL, 20.6 mmol, 1.20 eq, 2 M) was added to a solution of phosphonate 65 (6.43 g,
17.2 mmol, 1.00 eq) in EtOH (23.0 mL) and was left stirring for 1 h at 80 °C. After cooling to rt, the
mixture was concentrated in vacuo and acidified with HCl (12 m). The aqueous layer was saturated
with solid NaCl, extracted with EtOAc and the combined organic layers were washed with brine,
dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was dissolved in dry CH,Cl,
(112 mL) and SOCI; (4.99 mL, 68.7 mmol, 4.00 eq) was added to the solution. The mixture was left
stirring for 3 h at 45°C and concentrated in vacuo. NEt3 (3.57 mL, 25.8 mmol, 1.50 eq) was added
to a solution of 2,6-dfp 60 (3.42 g, 25.8 mmol, 1.50 eq) in DEE (25 mL). The mixture was added to
a solution of the crude acid chloride in DEE (15 mL) at 0°C and was left stirring at rt for 3 h. The
mixture was diluted with DEE (50 mL) and washed with HCI (70 mL, 1 m), NaHCO3; and brine. The
organic layer was dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using CH,Cl, /MeOH (20/1) giving phenoleester 70 (3.73 g,
8.14 mmol, 47%) as a yellow viscous oil.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 7.31 (m, 2H), 7.40 (m, 1H), 4.09 (m, 8H), 3.05 (m, 3H),
1.25 (td, ] = 7.0, 2.3 Hz, 12H).

BC-NMR: 101 MHz, DMSO-de; & (ppm) = 167.7 (t, | = 9.4 Hz), 164.7 (t, | = 11.6 Hz), 155.6 (d, |
=34 Hz), 153.1 d, ] = 3.5 Hz), 127.7 (t, ] = 9.0 Hz), 126.2 (t, ] = 16.1 Hz), 112.6 (d, |
=21.1 Hz), 62.5 (dd, ] = 13.7, 6.3 Hz), 32.1 (t, ] = 134.6 Hz), 29.7, 16.0 (d, ] = 5.3 Hz).

3IP_.NMR: 162 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 21.8 (s, 2P).
YF-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = -126.5 (s, 2F).

MS-ESIT: m/z caled. for C17HpFoOgP> [M+H]™: 458.11; found: 459.09.
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6.4.5 2,6-difluorophenyl 3,3-bis(diisopropoxyphosphory lpropanoate

i) NaOH, EtOH, 80 °C, 1 h
ii) SOCI,, CH,Cly, 45 °C, 3 h
o iii) NEts, DEE, 0°C - 25°C, F

o}
no . 3h, 74% (L,
EtOWP(OlPr)Z ' . OWP(OlPr)Z
O O/,P(inr)z F = (6] O/,P(inl')z

o
66 F 71

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonate 66 43041 1.00 123 28.6 - -
NaOH, 2m 40.00 1.20 - 34.3 17.1 1.00
SOCl, 118.97  4.00 - 114 8.29 1.64
NEt3 101.19  1.50 - 57.1 7.92 0.73
2,6-dfp 60 130.09 150 7.59 57.1 - -

NaOH (17.1 mL, 34.3 mmol, 1.20 eq, 2 M) was added to a solution of phosphonate 66 (12.3 g,
28.6 mmol, 1.00 eq) in EtOH (40.0 mL) and was left stirring for 1 h at 80 °C. After cooling to rt, the
mixture was concentrated in vacuo and acidified with HCl (12 m). The aqueous layer was saturated
with solid NaCl, extracted with EtOAc and the combined organic layers were washed with brine,
dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was dissolved in dry CH,Cl,
(180 mL) and SOCI, (8.29 mL, 114 mmol, 4.00 eq) was added to the solution. The mixture was left
stirring for 3 h at 45°C and concentrated in vacuo. NEt3 (1.70 mL, 57.1 mmol, 1.50 eq) was added
to a solution of 2,6-dfp 60 (7.59 g, 57.1 mmol, 1.50 eq) in DEE (65 mL). The mixture was added to
a solution of the crude acid chloride in DEE (15 mL) at 0°C and was left stirring at rt for 3 h. The
mixture was diluted with DEE (50 mL) and washed with HCI (70 mL, 1 m), NaHCO3; and brine. The
organic layer was dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using CH,Cl, /MeOH (20/1) giving phenoleester 71 (10.9 g,
21.2 mmol, 74%) as a yellow viscous oil.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 7.40 (m, 1H), 7.30 (m, 2H), 4.68 (m, 4H), 3.04 (td, ] =
15.6, 5.8 Hz, 2H), 2.81 (tt, | = 24.0 Hz, 5.8 Hz, 1H), 1.27 (m, 24H).

BC-NMR: 101 MHz, DMSO-ds; § (ppm) = 23.3 (t, ] = 6 Hz), 23.7 (dd, ] = 13.2, 3.6 Hz), 30.0, 33.5
(t, ] = 136 Hz), 71.0 (dd, ] = 27.0, 6.6 Hz), 112.6 (dd, ] = 17.4, 4.2 Hz), 1262 d, ] =
12.6 Hz), 127.7 (t, ] = 9.0 Hz), 153.3 (d, ] = 3.6 Hz), 155.3 (d, ] = 3.6 Hz), 167.8 (t, ] =
9.0 Hz).

3IP.NMR: 202 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 19.8 (s, 2P).
9F-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = -126.5 (s, 2F).

MS-ESIT: m/z caled. for Co;HayFoOgP> [M+H]™: 514.17; found: 515.30.
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6.4.6 2,6-difluorophenyl 3,3-bis(bis(benzyloxy)phospho ryl)propanoate

i) NaOH, EtOH, 80 °C, 1 h
ii) SOCI,, CH,Cl,, 45 °C, 3 h
o iii) NEts, DEE, 0°C - 25°C, E

O
i 3 h, 83% n
Etoj(\/P(OBn)z : A OWP(OBH)Z
(0] O/,P(OBn)z F | = E (6] O//P(OBI"I)Z

67 Z e 72

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonate 67 622.59 1.00 5.10 8.19 - -
NaOH, 2m 40.00 1.20 - 9.83 491 1.00
SOCl, 118.97  4.00 - 32.8 2.63 1.64
NEt3 101.19  1.50 - 12.3 1.70 0.73
2,6-dfp 60 130.09 150 1.63 12.3 - -

NaOH (4.91 mL, 9.83 mmol, 1.20 eq, 2 M) was added to a solution of phosphonate 67 (5.10 g,
8.19 mmol, 1.00 eq) in EtOH (10.0 mL) and was left stirring for 1 h at 80 °C. After cooling to rt, the
mixture was concentrated in vacuo and acidified with HCl (12 m). The aqueous layer was saturated
with solid NaCl, extracted with EtOAc and the combined organic layers were washed with brine,
dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was dissolved in dry CH,Cl,
(50.0 mL) and SOCI; (2.63 mL, 32.8 mmol, 4.00 eq) was added to the solution. The mixture was left
stirring for 3 h at 45°C and concentrated in vacuo. NEt3 (1.70 mL, 12.3 mmol, 1.50 eq) was added
to a solution of 2,6-dfp 60 (1.63 g, 12.3 mmol, 1.50 eq) in DEE (65 mL). The mixture was added to
a solution of the crude acid chloride in DEE (15 mL) at 0°C and was left stirring at rt for 3 h. The
mixture was diluted with DEE (50 mL) and washed with HCI (70 mL, 1 m), NaHCO3; and brine. The
organic layer was dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using CH,Cl, /MeOH (20/1) giving phenoleester 72 (4.83 g,

6.84 mmol, 83%) as a yellow viscous oil.

IH-NMR: 400 MHz, CDCl3; § (ppm) = 7.29 (s, 20H), 7.17 (m, 1H), 6.95 (t, ] = 8.0 Hz, 2H), 5.03
(dd, ] = 8.7, 2.4 Hz, 8H), 3.24 (m, 3H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCl3; & (ppm) = 167.8 (t, ] = 9.6 Hz), 156.5 (d, ] = 3.5 Hz), 154.0 (d, ] =
4.1 Hz), 136.0 (d, ] = 6.0 Hz), 128.7, 128.6, 128.6, 128.3, 128.2, 127.1 (t, ] = 5.3 Hz),
126.7 (t, ] = 8.9 Hz), 112.3 (d, ] = 4.7 Hz), 112.1 (d, ] = 4.3 Hz), 68.7 (d, ] = 6.3 Hz),
68.5 (d, ] = 6.4 Hz), 335 (t, ] = 135.7 Hz), 30.1 (t, | = 4.0 Hz).

3IP_.NMR: 162 MHz, CDCl3; § (ppm) = 22.8 (s, 2P).
F-NMR: 376 MHz, CDCls; § (ppm) = -125.4 (s, 2F).

MS-ESIT: m/z caled. for C3yHzyFoOgP> [M+H]™: 706.17; found: 707.47.
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6.4.7 tetraethyl ((dibenzylamino)methylene)bis(phosph  onate)

N~ HC(OEt)s, HPO(OEt), i W 0
H Y
170°C, 5 h, 54% Q\/ N \( P(OEY),

79 81

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzylamine 79 197.28 1.00 - 50.4 10.0 1.03
Orthoformate 148.20 1.20 - 60.5 10.2 0.90
Diethyl phosphite 138.10  3.10 - 156 20.6 1.07

Under argon atmosphere, a solution of benzylamine 79 (10.0 mL, 50.4 mmol, 1.00 eq), orthoformate

(10.2 mL, 60.5 mmol, 1.20 eq) and phosphite (20.6 mL, 156 mmol, 3.1 eq) was prepared and left

stirring at 170 °C. The mixture was concentrated in vacuo to remove the formed EtOH. The crude

was diluted with CHCl3 and washed with NaOH (2 m) and brine. The organic layer was dried over

MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography

on silica using EtOAc giving aminophosphonate 81 (13.2 g, 27.3 mmol, 54%, 3 steps) as a yellow oil.

IH-NMR:

I3C-NMR:

SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, DMSO-dg; é (ppm) = 7.31 (m, 10H), 4.01 (m, 12H), 3.32 (t, ] = 24.5 Hz, 1H),
1.23 (td, ] = 7.0, 1.2 Hz, 12H).

126 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 138.8, 128.9, 128.2, 127.2, 61.8 (d, | = 11.2 Hz), 55.7
(d, ] =5.8 Hz), 16.2 .

162 MHz, DMSO-d¢;  (ppm) = 19.9 (s, 2P).

m/z caled. for Co3HzsNOgP> [M+H] ™ : 483.19; found: 484.32.
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6.4.8 tetraethyl (aminomethylene)bis(phosphonate)

O

11

: ] 9 Hp PdIC HZNYP(OEt)z
N P(OEt), MeOH, 24 h,
he o~ P(OED,

25°C, 24 h, 99%

o° P(OEt),
81 82
8 &
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phosphonate 65 48348 1.00 273 13.2 - -
Pd on C, 10 wt. % 106.42 0.10 2.73 2.90 - -

A flask was flushed three times with argon and phosphonate 81 (1.00 g, 2.07 mmol, 1.00 eq) was
soluted in MeOH (3.00 mL). Palladium on carbon (0.22 g, 0.21 mmol, 10mol%) was added and the

mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension was filtered and concentrated in vacuo giving

amine 82 (0.62 g, 2.04 mmol, 99%) as a yellow oil.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 4.06 (m, 8H), 3.53 (t, | = 21.2 Hz, 1H), 1.83 (s, 2H),
1.24 (td, ] = 12.0, 1.3 Hz, 12H).

13C-NMR: 126 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 62.2 (d, | = 24.4 Hz), 46.5 (t, | = 142.8 Hz), 16.2.
3IP.NMR: 162 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 21.4 (s, 2P).

MS-ESI*: m/z calcd. for CoHx3sNOgP> [M+H]™: 303.10; found: 304.25.
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6.4.9 tetraethyl ((2-chloroacetamido)methylene)bis(ph ~ osphonate)

O
i H 1
H,N._P(OED), L Na;CO3 . N P(OEt)
o > CI/}(
Cl MeCN, -78°C - 25°C, .
o° P(OEt), 4 h, 96% O o° P(OEt),
82 85 86
8 8
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phosphonate 82 303.23 1.00 1.00 3.30 - -
Acetyl chloride 85 11249  3.50 - 11.5 0.92 1.42

Na2CO3

10599  6.00 2.10 19.8 - -

Under argon atmosphere, a solution of amine 82 (1.00 g, 3.30 mmol, 1.00 eq) in MeCN (25 mL) was

prepared which was cooled to —78 °C. Nap,COs (2.10 g, 19.8 mmol, 6.00 eq) was added in portions

and acetyl chloride 85 (0.92 mL, 11.5 mmol, 3.50 eq) was added dropwise. The mixture was allowed

to warm up to rt and left stirring over night. EtOAc was added and the mixture was washed with

H,O and brine. The organic layer was dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The

crude was purified by flash column chromatography on silica using CH>Cl, /MeOH (10/1) giving

acetamide 86 (1.20 g, 3.17 mmol, 96%) as a yellow solid.

'H-NMR:

I3C-NMR:

SIP-NMR:

400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 9.06 (d, ] = 9.9 Hz, 1H), 4.80 (td, | = 22.3, 9.9 Hz, 1H),
4.20 (s, 2H), 4.07 (m, 8H), 1.23 (td, ] = 7.0, 3.1 Hz, 12H).

126 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 166.0 (t, ] = 4.4 Hz), 62.9 (d, | = 16.7 Hz), 436 (t, ] =
146.6 Hz), 41.7, 16.1 (d, ] = 9.2 Hz).

162 MHz, DMSO-d¢;  (ppm) = 16.7 (s, 2P).
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6.4.10 tetraethyl ((2-(2,6-difluorophenoxy)acetamido)m  ethylene)bis(phosphonate)

F
i OH H IIO?I>(OEt) K»CO3, Nal o9
NS + 2 #» N P(OEt)z
| C'/Y T DMF, 40°C, O/\[f he

2 O o-P(OE): 18 h, 71% F O - P(OE,

60 86 87

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
2,6-dfp 60 130.09 1.00 046 3.50 - -
Acetamide 86 379.71 1.50 2.01 5.30 - -
K>,COs3 138.20 1.20 0.59 4.30 - -
Nal 149.89 1.20 0.64 4.30 - -

Under argon atmosphere, 2,6-dfp 60 (0.46 g, 3.50 mmol, 1.00 eq), acetamide 86 (2.01 g, 5.30 mmol,
1.50 eq), K,CO3 (0.59 g, 4.30 mmol, 1.20 eq) and Nal (0.64 g, 4.30 mmol, 1.20 eq) were suspended in
DMEF (5.00 mL) and left stirring for 18 h at 40 °C. The mixture was diluted with EtOAc and washed
with HyO, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was purified by
flash column chromatography on silica using EtOAc giving amide 87 (1.19 g, 2.50 mmol, 71%) as a
yellow solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 8.62 (d, | = 10.0 Hz, 1H), 7.11 (m, 3H), 4.83 (m, 3H),

4.04 (m, 8H), 1.21 (td, ] = 7.0, 2.9 Hz, 12H).

13C-NMR: 126 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 166.9 (t, ] = 3.9 Hz), 155.9 (d, ] = 5.6 Hz), 153.5 (d, |
=5.3 Hz), 134.3, 1234 (t, ] = 9.4 Hz), 112.6 (d, ] = 6.0 Hz), 112.4 (d, | = 6.1 Hz), 70.7,
62.8 (dd, ] = 15.3, 2.7 Hz), 42.9 (t, | = 146.8 Hz), 16.1.

3IP.NMR: 162 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 16.8 (s, 2P).

YE-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; & (ppm) =-128.0 (s, 2F).



96

6.4.11 ethyl (bis(diethoxyphosphoryl)methyl)carbamate

(@] (@]
1 o) H 1]
HN_P(OEY), )]\ Na,CO3 . EtO._ __N._ _P(OEt),
Cl OEt MeCN, -78°C - 25°C
- P(OEt ' ! O - P(OEt
o7 P(OED)2 24 h. 99% o~ P(OEY):
82 83 84

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonate 82 303.23  1.00 1.00 3.30 - -
Formate 83 108.52  3.50 - 11.5 1.10 1.14
Na,CO3 10599  6.00 2.10 19.8 - -

Under argon atmsophere, a solution of amine 82 (1.00 g, 3.30 mmol, 1.00 eq) in MeCN (25 mL) was
prepared which was cooled to —78 °C. Nap,COs (2.10 g, 19.8 mmol, 6.00 eq) was added in portions
and formate 83 (1.10 mL, 11.5 mmol, 3.50 eq) was added dropwise. The mixture was allowed to
warm up to rt and left stirring over night. EtOAc was added and the mixture was washed with
H,O and brine. The organic layer was dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The
crude was purified by flash column chromatography on silica using CH,Cl, /MeOH (10/1) giving
carbamate 84 (1.20 g, 3.17 mmol, 99%) as a yellow solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢; 6 (ppm) = 4.06 (m, 10H), 1.22 (td, ] = 7.0, 2.0 Hz, 12H), 1.18 (t,

J =7.1 Hz, 3H).

BC.NMR: 126 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 156.4 (t, | = 5.1 Hz), 62.7 (d, ] = 24.2 Hz), 60.8, 46.0
(t, 1H, | = 147.6 Hz), 16.2, 14.6.

3IP.NMR: 162 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 24.7 (s, 2P).

MS-ESIT: m/z caled. for C1,H7NOgP, [M+Na]™': 375.12; found: 398.80.
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6.4.12 2,6-difluorophenyl chloroformate

F F
OH Triphosgene, NEt3 O. _ClI
THF, 25°C, \([)(
F 2 h, 69% F
60 91
8 &
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
2,6-dfp 60 130.09 1.00 0.20 1.54 -
Triphosgene 296.75 0.60 0.27 0.92 - -
NEt; 101.19 1.00 - 1.54 0.21 0.73

Under argon atmosphere, a solution of 2,6-dfp 60 (0,20 g, 1.54 mmol, 1.00 eq) in anhydrous THF
(10 mL) was prepared and cooled to 0°C. NEt3 (0.21 ml, 1.54 mmol, 1.00 eq) was added and the
mixture was left stirring for 15 min. Triphosgene (0.27 g, 0.92 mmol, 0.60 eq) was added in portions
and the mixture was left stirring for 2 h. The crude was concentrated in vacuo, dissolved in a small
amount of THF and purified by filtration on a small silica plug giving chloroformate 91 (0.20 g,

1.1 mmol, 69%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 7.50 (m, 1H), 7.40 (m, 2H).

BC.NMR: 126 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 155.2 (d, | = 2.4 Hz, 152.8 (d, ] = 2.5 Hz), 149.0, 128.9
(t, ] = 9.3 Hz), 126.4 (t, | = 15.7 Hz), 113.2, 113.0.

IPF-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = -128.1 (s, 2F).
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6.4.13 O-ethyl 2-bromoethanethioate

EtO EtO
\n/\Br LAWESSON \H/\Br

) Toluene, 100°C, s
4h, 70%

61 68

M[g} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Bromoacetate 61 167.00 1.00 250 14.8 1.69 1.51
LAWESSON reagent 404.47 1.20 742 17.8 - -

Under argon atmosphere, a solution of bromoacetate 61 (1.69 mL, 14.8 mmol, 1.00 eq) and LAWESSON
reagent (7.42 g, 17.8 mmol, 1.20 eq) was prepared. The mixture was left stirring at 100 °C for 4 h. The
excess of LAWESSON reagent was filtered and the filtrate was fractionally distilled giving thioester

68 (1.90 g, 10.4 mmol, 70%) as a yellow oil.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 4.14 (m, 4H), 1.21 (t, ] = 7.1 Hz, 3H).

I3C-NMR: 126 MHz, DMSO-ds; 6 (ppm) = 213.8, 69.8, 37.0, 13.2.
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6.4.14 2,6-difluorophenyl 2-chloroacetate

F F
OH o NEts o)
+ —_— C|
C[ C|)K/C' DEE, 25°C, @i \([)(\
F 1h, 77% F

60 85 90

M [L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {i]

mol mL
2,6-dfp 60 130.09 1.00 2.07 15.6 - -
Acetyl chloride 85 112.94 1.50 - 23.3 1.90 1.42
NEt; 101.19 1.1.10 - 17.1 1.24 1.40

Under argon atmosphere, a solution of 2,6-dfp 60 (2.07 g, 15.6 mmol, 1.00 eq) in anhydrous DEE
(15 mL) was prepared. Acetyl chloride 85 (1.90 mL, 23.3 mmol, 1.50 eq) was added dropwise and the
mixture was left stirring for 1 h at rt. The mixture was diluted with DEE and washed with HCI (1 m),
NaHCO3;, H,O and brine. The organic layer was dried over MgSQy, filtered and concentrated in
vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane /EtOAc

(10/1) giving chloroacetate 90 (3.15 g, 15.2 mmol, 77%) as pale crystals.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 7.42 (m, 1H), 7.31 (m, 2H), 4.91 (s, 2H).

BC.NMR: 126 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 165.1, 155.4 (d, | = 3.9 Hz), 152.9 (d, | = 3.9 Hz), 128.0
(t, ] = 9.6 Hz), 125.9 (t, ] = 15.9 Hz), 112.7 (dd, ] = 17.3, 4.8 Hz).

MS-ESIT: m/z caled. for CsHsCIF,O, [M+H]™: 205.99; found: 207.20.
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6.4.15 dibenzyl ((2,6-difluorophenoxy)methyl) phosphate

F

Cl O.
OH + ~ Illj(OBn)z K2C03 \/ P(OBn)2
(0] DMF, 25°C,
F 12 h, 78%

60 96

M[i} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 96 32671  1.00 047 1.44 - -
2,6-dfp 60 130.09 1.10 0.21 1.58 - -
K>,CO3 13820  2.00 0.40 2.88 - -

To a suspension of 2,6-dfp 60 (0.21 g g, 1.58 mmol mmol, 1.10 eq) and K,CO3 (0.40 g, 2.88 mmol,
2.00 eq) in DMF (4.00 mL), phosphonate 96 (0.47 g, 1.44 mmol, 1.00 eq) was added and the mixture

was left stirring over night at rt. The suspension was diluted with H,O and extracted with EtOAc.

The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQy, filtered and concentra-

ted in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexa-

ne/EtOAc (5/1) giving phenole 97 (0.47 g, 1.11 mmol, 78%) as a colourless oil.

IH-NMR:

I3C-NMR:

SIpP_NMR:
YF-NMR:

MS-ESI*:

500 MHz, CDCl3; é (ppm) = 7.33 (m, 10H), 7.04 (m, 1H), 6.90 (t, ] = 8.3 Hz, 2H), 5.59
(d, J =125 Hz, 2H), 5.04 (dd, | = 7.8, 1.4 Hz, 4H).

126 MHz, CDCl3; ¢ (ppm) = 157.1 (d, ] = 4.6 Hz), 155.1 (d, ] = 4.6 Hz), 135.6 (d, | =
7.3 Hz),132.8 (t, ] = 144 Hz), 1249 (t, ] = 9.3 Hz), 1125 (d, ] = 5.5 Hz), 1124 (d, ] =
5.2 Hz),92.6 (d, ] =3.7 Hz), 69.6 (d, ] = 5.6 Hz).

202 MHz, CDCl3; d (ppm) = -2.06 (s, 1P).
376 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = -127.1 (s, 2F).

m/z caled. for Co1Hi9FoOsP [M+H]™': 420.09; found: 421.16.
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6.4.16 methyl 2-(2,2-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)eth  yl)benzoate

9 MeO
MeO . hoem: Nah - Q
. . o] P(OBn),
o O/,P(OBn)z THF, 0°C - 25°C,
r

5h, 65% O;P(OBn)z

125 64 126

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonate 64 536.50  1.00 0.45 0.85 - -
Benzoate 125 227.98 2.00 0.40 1.69 - -
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 0.05 1.10 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (0.45 g, 0.85 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (3.00 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (0.05 g, 1.10 mmol, 1.30 eq) was
added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm
up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate
125 (0.40 g, 1.69 mmol, 2.00 eq) in THF (3.00 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring
over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day. The mixture was
diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in
vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc
(1/1) giving phosphonate 126 (0.38 g, 0.55 mmol, 65%) as a yellow viscous oil.

IH-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) =7.84 (dd, ] =7.8, 1.2 Hz, 1H), 7.34 (m, 1H), 7.24 (m, 22H),

498 (dd, | = 8.2, 3.8 Hz, 4H), 4.88 (qd, | = 11.9, 8.3 Hz, 4H), 3.77 (s, 2H), 3.65 (ddd, |
=16.6, 13.5, 7.7 Hz, 2H), 3.39 (tt, ] = 23.2, 7.6 Hz, 1H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCls; § (ppm) = 167.6, 140.3 (t, ] = 9.6 Hz), 136.4 (d, | = 6.5 Hz), 136.3
(d, ] = 6.8 Hz), 133.3, 132.0, 131.0, 129.5, 128.5, 128.3, 128.3, 128.1, 127.0, 68.2 (d, ] =
6.4 Hz), 67.7 (d, ] = 6.5 Hz), 52.2, 38.7 (t, ] = 131.6 Hz), 31.3.

3IP.NMR: 202 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 24.3 (s, 2P).

MS-ESI": m/z caled. for CzgHagOgP> [M+H]™: 684.20; found: 685.30.
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6.4.17 ethyl 4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)ethy  I)benzoate

o Q
Br n P(OBnN),
Eto\[H@ﬂ . (P(OBn)z NaH .
THF, 0°C - 25°C, EtO o~ P(0BN),

o o#P(OB): 5 h, 60% X

127 64 128

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 64 536.50 1.00 0.25 0.47 - -
Benzoate 127 229.07 1.50 0.17 0.70 - -
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 0.03 0.61 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (0.25 g, 0.47 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (1.50 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (0.03 g, 0.61 mmol, 1.30 eq) was
added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm
up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate
127 (0.17 g, 0.70 mmol, 1.50 eq) in THF (1.50 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring
over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day. The mixture was
diluted with EtOAc and washed with H;O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in
vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane /EtOAc
(1/1) giving phosphonate 128 (0.20 g, 0.28 mmol, 60%) as a yellow viscous oil.
'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 7.79 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.29 (m, 10H), 7.22 (m, 10H),
7.10 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 4.97 (dd, ] = 8.6, 2.5 Hz, 4H), 492 (d, ] = 8.4 Hz, 4H), 4.35 (q,

J =7.1Hz, 2H), 3.29 (td, ] = 16.6, 6.6 Hz, 2H), 2.73 (tt, ] = 23.9, 6.5 Hz, 1H), 1.39 (t, ]
= 7.1 Hz, 3H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCls; § (ppm) = 166.5, 144.3 (t, ] = 7.4 Hz), 136.0 (t, | = 6.9 Hz), 129.6,
129.0, 128.9, 128.7, 128.6, 128.3, 128.3, 68.5 (d, | = 6.6 Hz), 68.1 (d, ] = 6.6 Hz), 61.0,
39.7 (t, ] = 132.4 Hz), 31.4, 14.5.

3IP_.NMR: 162 MHz, CDCl3; § (ppm) = 23.9 (s, 2P).

MS-ESI: m/z caled. for C39HyOgP> [M+H]": 698.22; found: 699.38.
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6.4.18 2,6-difluorophenyl 4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)pho  sphoryl)ethyl)benzoate

F Br o
i le) . rP(OBn)z

P(OBn)z
THF, 0°C - 25°C, @ \'mOB”)z

£© o®P(OBM: 5h, 60%
151 64
s g
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phosphonate 64 536.50 1.00 040 0.75 - -
Benzoate 151 325.98 1.50 044 1.12 - -
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 0.04 0.97 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (0.40 g, 0.75 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (1.50 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (0.04 g, 0.97 mmol, 1.30 eq) was

added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm

up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate

151 (0.44 g, 1.12 mmol, 1.50 eq) in THF (1.50 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring

over night and the reaction was quenched by adding H>O at 0°C the next day. The mixture was

diluted with EtOAc and washed with H;O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the

combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in

vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane /EtOAc

(1/1) giving phosphonate 131 (0.20 g, 0.28 mmol, 60%) as a yellow viscous oil.

IH-NMR: 400 MHz, CDCl3; § (ppm) = 7.93 (d, ] = 8.2, 2H), 7.29 (m, 21H), 7.15 (d, ] = 8.2 Hz,
2H), 7.03 (t, | = 8.0 Hz, 2H), 4.98 (m, 8H), 3.32 (td, ] = 16.5, 6.6 Hz, 2H), 2.74 (tt, | =

23.7, 6.5 Hz, 1H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; ¢ (ppm) = 163.2 (d, | = 4.4 Hz), 156.9 (d, ] = 3.8 Hz), 1544 (d, | =
3.9 Hz), 1459, 136.0 (dd, | = 8.8, 6.4 Hz), 130.6 , 129.4 , 128.7 , 128.3 (d, ] = 7.9 Hz),
1124 (d, | = 4.6 Hz), 112.2 (d, | = 4.6 Hz), 68.6 (d, | = 6.5 Hz), 68.2 (m), 39.6 (t, ] =

132.7 Hz), 31.5 (t, ] = 4.6 Hz).

IF-NMR: 376 MHz, CDCls; § (ppm) = -125.8 (s, 2F).

3IP-NMR: 162 MHz, CDCl3; & (ppm) = 23.8 (s, 2P).

MS-ESI*: m/z caled. for C43H3gFoOgP> [M+H]": 782.20; found: 783.31.
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6.4.19 Ethyl-4-(azidomethyl)benzoate

Br N3
EtO NaNs EtO
MeOH, 25°C,

O 1h, 99% O

127 152

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Benzoate 127 243.10 1.00 0.88 3.62 - -
NaNj3 65.01 3.00 0.71 10.9 - -

NaN3 (0.71 g, 10.9 mmol, 3.00 eq) was added to a solution of benzoate 127 (0.88 g, 3.62 mmol,
1.00 eq) in MeOH (9.00 mL) and was left stirring for 24 h at rt. The resulted suspension was diluted
with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the combined
organic layers were washed with brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The
crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (15/1)
giving azide 152 (0.74 g, 3.61 mmol, 99%) as a yellow solid.

TH-NMR: 500 MHz, DMSO-d; ¢ (ppm) =7.99 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.51 (d, ] = 0.6 Hz, 1H), 7.50
(d, ] =0.6 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 4.32 (q, ] = 7.1 Hz, 2H), 1.32 (t, ] = 7.1 Hz, 3H).

I3C-NMR: 126 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 165.3, 141.0, 129.5, 129.4, 128.4, 60.7, 53.0, 14.1.
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6.4.20 4-(bromomethyl)-3-nitrobenzoic acid

Br Br
HO HNOs HO
-10°C, 1 h, 49% NO,

0] O

100 153

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzoic acid 100 213.96 1.00 1.52 7.08 - -
HNO3, 95% 63.01 39.0 - 276 13.1 1.40

HNO; (13.1 mL, 276 mmol, 39.0 eq) was cooled to —10°C and the benzoic acid 100 (1.52 g,
7.08 mmol, 1.00 eq) was added in portions. The mixture was left stirring for 1 h and poured onto
crushed ice and the crude was collected via filtration. After recrystallization from CH,CI2/hexane

(1/1), benzoic acid 153 (0.90 g, 3.49 mmol, 49%) was obtained as slightly yellow crystals.

IH-NMR: 400 MHz, CDCl3; & (ppm) = 10.43 (s, 1H), 8.75 (d, ] = 1.7 Hz, 1H), 8.33 (dd, | = 8.0,
1.7 Hz, 1H), 7.74 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 4.87 (s, 2H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 169.5, 148.2, 138.3, 134.8, 133.2, 130.8, 127.3, 27.9.

MS-ESI—: m/z caled. for CgHgBrNO,4 [M-H]: 258.95; found: 257.93.
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6.4.21 2,6-difluorophenyl-4-methylbenzoate

F
i \’(©/ _ DCC,DMAP O\ﬂ)©/
T CHCl, 0°C,
2%12, . o

16 h, 99%

101

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{mi]

mol L
Benzoic acid 101 136.05 1.00 0.50 3.68 - -
2,6-dfp 60 130.09 2.00 0.96 7.35 - -
DCC 206.33 1.50 1.14 5.51 - -
DMAP 122.17 0.20 0.09 0.74 - -

DCC (1.14 g, 5.51 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.09 g, 0.74 mmol, 0.20 eq) were added to a solution
of benzoic acid 101 (0.50 g, 3.68 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.96 g, 7.35 mmol, 2.00 eq) in

CH,Cl, (40.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 102 (0.90 g, 3.63 mmol, 99%) as a white solid.

IH-NMR:

I3C-NMR:

19F-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 8.12 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.33 (d, ] = 8.0 Hz, 3H), 7.20 (m,
1H), 7.02 (m, 3H), 2.46 (s, 3H).

101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 163.5, 156.9 (d, | = 3.9 Hz), 154.4 (d, ] = 3.9 Hz), 1452,
130.8, 129.6, 127.7 (t, ] = 15.8 Hz), 126.4 (t, ] = 9.1 Hz), 125.4, 112.3 (d, ] = 4.8 Hz),
1122 (d, ] = 4.9 Hz), 22.0.

376 MHz, CDCl3; § (ppm) = -125.9 (s, 2F)

m/z caled. for C14H1oF2O, [M+H]T: 248.06; found: 249.14.
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6.4.22 2,6-difluorophenyl-4-(bromomethyl)benzoate

F Br F Br
OH . 1o DCC, DMAP O\l
R CH,Cly, 0°C,
F r©

(6] 16 h, 92%

60 100 103

M[i} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Benzoic acid 100 215.05 1.00 1.52 7.05 - -
2,6-dfp 60 130.09 200 1.84 14.1 - -
DCC 206.33 1.50 218 10.6 - -
DMAP 122.17 0.20 0.17 1.41 - -

DCC (2.18 g, 10.6 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.17 g, 1.41 mmol, 0.20 eq) were added to a solution

of benzoic acid 100 (1.52 g, 7.05 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (1.84 g, 14.1 mmol, 2.00 eq) in

CHCl, (80.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 103 (2.12 g, 6.48 mmol, 92%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 8.21 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.55 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.22 (m,
1H), 7.03 (t, ] = 8.1 Hz, 2H), 4.54 (s, 2H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 162.9, 156.8 (d, ] = 3.9 Hz), 154.3 (d, | = 3.7 Hz), 144.1,
131.2, 129.5, 128.0, 127.5 (t, ] = 16.2 Hz), 126.7 (t, ] = 9.0 Hz), 112.4 (d, ] = 4.9 Hz),
1122 (d, ] = 4.8 Hz), 32.1.

IF-NMR: 376 MHz, CDCl3; § (ppm) = -125.9 (s, 2F)

MS-ESI": m/z caled. for C14HgBrF,O, [M+NH4]": 325.96; found: 344.13.
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6.4.23 2,6-difluorophenyl-4-methyl-3,5-dinitrobenzoat e

NO, NO,
F
F

@OH . \'(Ejf DCC, DMAP 5
HO CH,ClI,, 0°C, NO.
ar NO 16 h, 95% S 2

o
F
105

60 104

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzoic acid 104 226.02 1.00 0.70 3.04 - -
2,6-dfp 60 130.09 2.00 0.79 6.07 - -
DCC 206.33 1.50 0.94 4.55 - -
DMAP 122.17 0.20 0.07 0.61 - -

DCC (0.94 g, 4.55 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.07 g, 0.61 mmol, 0.20 eq) were added to a solution

of benzoic acid 104 (0.70 g, 3.04 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.79 g, 6.07 mmol, 2.00 eq) in

CHCl, (30.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 105 (0.97 g, 2.87 mmol, 95%) as a brown solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; § (ppm) = 8.78 (s, 2H), 7.29 (tt, ] = 8.2, 59 Hz, 1H), 7.07 (t, | =
8.2 Hz, 2H), 2.70 (s, 3H).

BC.NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 159.7, 156.4 (d, ] = 3.5 Hz), 153.9 (d, | = 3.2 Hz), 152.0,
133.1, 128.8, 128.3, 127.6 (t, ] = 9.0 Hz), 126.7 (t, ] = 16.0 Hz), 112.6 (d, ] = 4.5 Hz),
1125 (d, ] = 4.4 Hz).

YE-NMR: 376 MHz, CDCls; 6 (ppm) = -125.7 (s, 2F)

MS-ESI—: m/z caled. for C14,HgFoN>Og [M-H]™: 338.04; found: 337.17.
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6.4.24 2,6-difluorophenyl-4-methyl-3-nitrobenzoate

F
OH
X HO
(j: + TH@\/NOZ
ZNp o

DCC DMAP

T CH,Cl, 0°C,
16 h, 97%

o

60 99 106
M [%} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {%]
Benzoic acid 99 181.04 1.00 0.60 3.31 - -
2,6-dfp 60 130.09 2.00 0.86 6.63 - -
DCC 206.33 1.50 1.03 4.97 - -
DMAP 122.17 020 0.08 0.66 - -

DCC (1.03 g, 4.97 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.08 g, 0.66 mmol, 0.20 eq) were added to a solu-
tion of benzoic acid 99 (0.60 g, 3.31 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.86 g, 6.63 mmol, 2.00 eq) in

CH)Cl, (36.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 106 (0.95 g, 3.23 mmol, 97%) as a slightly brown solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; ¢ (ppm)

= 8.80 (d, ] = 1.8 Hz, 1H), 8.32 (dd, ] = 8.0, 1.8 Hz, 1H),
7.54 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.24 (m, 1H), 7.05 (m, 1H), 2.72 (s, 3H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 161.6, 156.6 (d, ] = 3.5 Hz), 154.1 (d, | = 3.6 Hz), 149.5,
140.0, 134.3, 133.6, 127.4, 127.0 (t, ] = 9.1 Hz), 126.9, 112.5 (d, ] = 4.6 Hz), 112.3 (d, ] =

4.7 Hz), 20.9.
YF-NMR: 376 MHz, CDCls; § (ppm) =

MS-ESI—: m/z caled. for C14,HoFoNOy4 [M-H] ™ : 293.05; found: 292.04.

-125.8 (s, 2F)
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6.4.25 2,6-difluorophenyl-3,5-dimethoxy-4-methylbenzo  ate

OMe OMe

F
OH DCC, DMAP F
+ it R
o o]
HO OMe CH,Cl,, 0°C, OMe
E 16 h, 99%
0 F 0

60 107 108

M[g} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzoic acid 107 196.07 1.00 1.00 5.10 - -
2,6-dfp 60 130.09 1.10 0.73 6.63 - -
DCC 206.33 1.50 1.58 7.65 - -
DMAP 122.17 0.20 0.12 1.02 - -

DCC (1.58 g, 7.65 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.12 g, 1.02 mmol, 0.20 eq) were added to a solution

of benzoic acid 107 (1.00 g, 5.10 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.73 g, 5.61 mmol, 1.10 eq) in

CH)Cl, (56.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 108 (1.56 g, 5.06 mmol, 99%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, CDCl3; § (ppm) = 7.39 (s, 2H), 7.21 (m, 1H), 7.02 (t, ] = 8.1 Hz, 2H), 3.90 (s,
6H), 2.17 (s, 3H).

13C-NMR: 101 MHz, CDCl3; § (ppm) = 163.6, 158.4, 157.0 (d, ] = 3.9 Hz), 154.5 (d, ] = 3.9 Hz),
127.8 (t, ] = 15.9 Hz), 126.5 (t, ] = 9.1 Hz), 126.1, 122.2, 112.3 (d, ] = 4.9 Hz), 112.2 (d,
] =4.9 Hz), 105.7, 56.1, 9.0.

YE-NMR: 376 MHz, CDCls; 6 (ppm) = -125.8 (s, 2F)

MS-ESIT: m/z caled. for C1H14F>O4 [M+H]™: 308.09; found: 309.19.
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6.4.26 2,6-difluorophenyl-3-methoxy-4-methylbenzoate

i Lo X
OH DCC, DMAP o
+ HO —_—
C[ \y(@(()Me CHChy, 0°C, @: OMe
F o £ 0

16 h, 99%

60 109 110

M[g} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzoic acid 109 166.06 1.00 1.00 6.02 -
2,6-dfp 60 130.09 1.10 0.86 6.62 - -
DCC 206.33 1.50 1.86 9.03 - -
DMAP 122.17 0.20 0.15 1.20 - -

DCC (1.86 g, 9.03 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.15 g, 1.20 mmol, 0.20 eq) were added to a solution
of benzoic acid 109 (1.00 g, 6.02 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.86 g, 6.62 mmol, 1.10 eq) in
CHCl, (66.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the
tiltrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography
cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 110 (1.66 g, 5.97 mmol, 99%) as a white solid.
TH-NMR: 400 MHz, CDCl3; é (ppm) = 7.77 (dd, ] = 7.7, 1.4 Hz, 1H), 7.62 (d, | = 1.2 Hz, 1H),
727 (d, ] =7.7 Hz, 1H), 7.21 (m, 1H), 7.02 (t, ] = 8.2 Hz, 2H), 3.92 (s, 3H), 2.31 (s, 3H).

BC.NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 163.6, 157.9, 156.9 (d, | = 3.9 Hz), 154.4 (d, ] = 3.9 Hz),
1343, 130.8, 127.7 (t, ] = 16.2 Hz), 126.7, 1265 (t, ] = 9.1 Hz), 1232, 1123 (d, J =
5.0 Hz), 112.2 (d, ] = 5.0 Hz), 111.2, 55.7, 16.8.

YE-NMR: 376 MHz, CDCls; 6 (ppm) = -125.9 (s, 2F)

MS-ESI": m/z caled. for C;sH1,FoO3 [M+H]T: 278.08; found: 279.20.
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6.4.27 2,6-difluorophenyl-4-acetylbenzoate

O
F
OH
)
F
(0]

60

111

DCC, DMAP

CH,Cly, 0°C
16 h, 99%

O
F
o
(@]
F
112

M[i

mol

} eq mlg] n[mmol] V [mL] p[

)

Benzoic acid 111
2,6-dfp 60

DCC

DMAP

164.16
130.09
206.33
122.17

1.00
1.10
1.50
0.20

1.04
0.91
1.96
0.15

6.33
6.96
9.49
1.27

DCC (1.96 g, 9.49 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.15 g, 1.27 mmol, 0.20 eq) were added to a solution
of benzoic acid 111 (1.04 g, 6.33 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.91 g, 6.96 mmol, 1.10 eq) in

CHxCl, (70.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 112 (1.74 g, 5.97 mmol, 99%) as a white solid.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 8.30 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 8.17 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 7.45
(m, 1H), 7.35 (m, 2H), 2.67 (s, 3H).

BC.NMR: 101 MHz, DMSO-ds; 6 (ppm) = 197.6, 162.3, 155.7 (d, ] = 3.8 Hz), 153.2 (d, ] = 3.7 Hz),
141.3,130.5,130.2, 128.8, 127.9 (t, ] = 9.2 Hz), 126.3 (t, ] = 16.0 Hz), 112.8 (d, ] = 4.4 Hz),
112.6 (d, ] = 4.3 Hz), 27.1.

YE-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = -127.0 (s, 2F)

MS-ESI": m/z caled. for C;sH1oF2O3 [M+H]T: 276.06; found: 277.03.
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6.4.28 2,6-difluorophenyl-2-methoxy-4-methylbenzoate

F
_ DCC,DMAP O\ﬂ)@/
CHZCIZ 0°C,
E O OMe

16 h, 99%

113

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{mi]

mol L
Benzoic acid 113 166.18 1.00 1.09 6.58 - -
2,6-dfp 60 130.09 1.10 094 7.23 - -
DCC 206.33 1.50 2.04 9.86 - -
DMAP 122.17 0.20 0.16 1.32 - -

DCC (2.04 g, 9.86 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.16 g, 1.32 mmol, 0.20 eq) were added to a solution

of benzoic acid 113 (1.09 g, 6.58 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.94 g, 7.23 mmol, 1.10 eq) in

CHCl, (55.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 114 (1.82 g, 6.54 mmol, 99%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; ¢ (ppm) = 8.03 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.18 (m, 1H), 7.00 (m, 2H), 6.86
(m, 2H), 3.93 (s, 3H), 2.43 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 161.9, 160.8, 157.0 (d, | = 4.0 Hz), 154.5 (d, ] = 4.3 Hz),
146.6, 133.0, 127.7 (t, ] = 15.9 Hz), 126.2 (t, ] = 9.1 Hz), 121.2, 114.3, 113.1, 112.2 (d, |
=5.0 Hz), 112.0 (d, ] = 5.1 Hz), 56.1, 22.3.

YE-NMR: 376 MHz, CDCls; 6 (ppm) = -125.8 (s, 2F)

MS-ESI*: m/z caled. for CisH1,F,O3 [M+H]T: 278.08; found: 279.09.
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6.4.29 2,6-difluorophenyl-2,6-dimethoxy-4-methylbenzo  ate

E MeO
__DCC,DMAP O\[(\E;/
CHZCI2 0°C,
E (0] OMe

16 h, 99%

60 115

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{mi]

mol L
Benzoic acid 115 196.20 1.00 1.31 6.69 - -
2,6-dfp 60 130.09 1.10 0.96 7.36 - -
DCC 206.33 1.50 2.07 10.0 - -
DMAP 12217 020 0.16 1.34 - -

DCC (2.07 g, 10.0 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.16 g, 1.34 mmol, 0.20 eq) were added to a solution

of benzoic acid 115 (1.31 g, 6.69 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.96 g, 7.36 mmol, 1.10 eq) in

CHxCl, (75.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 116 (2.05 g, 6.65 mmol, 99%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 7.17 (m, 1H), 6.99 (m, 2H), 6.43 (s, 2H), 3.87 (s, 6H), 2.38
(s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 163.1, 158.3, 156.9 (d, | = 4.0 Hz), 154.4 (d, ] = 4.2 Hz),
143.3, 127.5 (t, ] = 16.0 Hz), 126.3 (t, ] = 8.9 Hz), 112.2 (d, ] = 5.0 Hz), 1121 (d, | =
4.9 Hz), 108.2, 105.0, 56.3, 22.6.

YE-NMR: 376 MHz, CDCly; 6 (ppm) = -124.8 (s, 2F)

MS-ESI*: m/z caled. for C1H4F2O4 [M+H]™: 308.09; found: 309.13.
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6.4.30 2,6-difluorophenyl-4-formylbenzoate

0
|
_ DCC,DMAP F
T CH,Clp, 0°C, o
16 h, 99% 0

60 117

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p{mi]

mol L
Benzoic acid 117 150.13 1.00 1.04 6.91 -
2,6-dfp 60 130.09 1.10 0.99 7.60 - -
DCC 206.33 1.50 214 10.4 - -
DMAP 122.17 0.20 0.17 1.38 - -

DCC (2.14 g, 10.4 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.17 g, 1.38 mmol, 0.20 eq) were added to a solution

of benzoic acid 117 (1.04 g, 6.91 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.99 g, 7.60 mmol, 1.10 eq) in

CHxCl, (75.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 118 (1.80 g, 6.87 mmol, 99%) as a white solid.

IH-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 10.16 (s, 1H), 8.39 (m, 2H), 8.05 (m, 2H), 7.26 (m, 1H),
7.05 (m, 2H).

BC.NMR: 101 MHz, CDCls; 6 (ppm) = 191.6 (t, ] = 30.0 Hz), 162.5, 156.7 (d, | = 3.7 Hz), 154.2
(d, J = 3.8 Hz), 140.0, 133.0, 131.3, 129.8, 127.3 (t, ] = 15.8 Hz), 126.9 (t, ] = 9.1 Hz),
1125 (d, ] = 4.7 Hz), 112.3 (d, ] = 4.7 Hz).

YE-NMR: 376 MHz, CDCls; 6 (ppm) = -125.8 (s, 2F)

MS-ESIT: m/z caled. for C14HgF,O3 [M+H]": 262.04; found: 263.03.
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6.4.31 Methyl-4-(bromomethyl)benzoate

| Br Br
HO MeOH, DCC, DMAP MeO
CH,Cls,, 0°C,

o 16 h, 99% o

/

\

100 129

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzoic acid 100 215.05 1.00 3.02 14.0 - -
MeOH 32.04 1.30 - 18.2 0.74 0.79
DCC 206.33 1.50 4.34 21.0 - -
DMAP 122.17 0.20 0.34 2.81 - -

DCC (4.34 g, 21.0 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.34 g, 2.81 mmol, 0.20 eq) were added to a solu-
tion of benzoic acid 100 (3.02 g, 14.0 mmol, 1.00 eq) and MeOH (0.74 mL, 18.2 mmol, 1.30 eq) in
CH)Cl, (38.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 129 (3.18 g, 13.9 mmol, 99%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, CDCl3; é (ppm) = 8.01 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.45 (d, | = 8.3 Hz, 2H), 4.49 (s,
2H), 3.91 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; J (ppm) = 166.6, 142.7, 130.2, 129.1, 52.3, 32.4.

MS-ESI*: m/z calcd. for CoHgBrO, [M+H]": 227.98; found: 228.92.
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6.4.32 methyl 4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)eth  yl)benzoate

Q
Br 2 P(0Bn)
MeO N P(OBn), NaH
r THF, 0°C - 25°c, ~ MeO o?P(OBM:

°© o~ POBM: 5 h, 60% o

129 64 130

M[g} eq ml[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 64 536.50 1.00 1.27 2.36 - -
Benzoate 129 229.07 1.50 0.84 3.54 - -
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 0.13 3.07 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (1.27 g, 2.36 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (5.00 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (0.13 g, 3.07 mmol, 1.30 eq) was
added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm
up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate
129 (0.84 g, 3.54 mmol, 1.50 eq) in THF (5.00 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring
over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day. The mixture was
diluted with EtOAc and washed with H;O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in
vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane /EtOAc
(1/1) giving phosphonate 130 (0.97 g, 1.41 mmol, 60%) as a pale viscous oil.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 7.74 (d, | = 6.9 Hz, 2H), 7.28 (m, 22H), 4.96 (m, 8H),

3.83 (s, 3H), 3.38 (m, 1H), 3.22 (td, J] = 16.1, 6.6 Hz, 2H).

BC-NMR: 101 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 166.0, 144.4, 1443 (t, ] = 8.1 Hz), 144.2, 1362 (t, ] =
6.4 Hz), 129.2, 128.8, 128.5, 128.3, 128.1, 127.7, 127.7, 67.4 (d, ] = 6.2 Hz) 67.3, 67.1 (d,
J = 6.0 Hz), 51.9, 38.6, 37.3 (t, ] = 130.4 Hz), 36.0, 30.9.

3IP-NMR: 162 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 24.2 (s, 2P).

MS-ESI": m/z caled. for C3gH3zgOgP> [M+H]": 684.66; found: 685.14.
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6.4.33 2,6-difluorophenyl 4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)pho

O OMe o*P(OBN) 5 h, 59%

123 64

F Br Q
fo) . rP(onsn)2 NaH
THF, 0°C - 25°C,

sphoryl)ethyl)-2-methoxybenzoate

?
P(0BN),

07 y)@i.?&osn)2
E O OMe

8

M [—} eq m|[g] n[mmol] V[mL] p {i]

mol

mL

Phosphonate 64 536.50 1.00 0.67

Benzoate 123

35715 1.50 0.69

NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 0.07

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (0.67 g, 1.25 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous

THF (2.50 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (0.07 g, 1.63 mmol, 1.30 eq) was

added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm

up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate

123 (0.69 g, 1.88 mmol, 1.50 eq) in THF (2.50 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring

over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day. The mixture was

diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the

combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in

vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane /EtOAc

(1/1) giving phosphonate 134 (0.60 g, 0.74 mmol, 59%) as a pale solid.

'H-NMR:

I3C-NMR:

PE-NMR:
SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, CDCl3; & (ppm) = 7.86 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.28 (m, 22H), 7.00 (m, 2H), 6.71
(m, 2H), 5.00 (m, 8H), 3.61 (s, 3H), 3.29 (td, | = 16.6, 6.4 Hz, 2H), 2.75 (tt, | = 24.1,

6.6 Hz, 1H).

101 MHz, CDCl3; § (ppm) = 161.7, 160.6, 157.0, 157.0 (d, | = 3.4 Hz), 1545 (d, | =
3.9 Hz), 1545, 147.3, 147.2 (t, ] = 7.2 Hz), 147.1, 136.0 (m), 132.9, 128.7, 128.7, 128.4,
128.3,126.3 (t, ] = 9.0 Hz), 120.8, 115.3, 113.1, 112.3 (d, ] = 4.8 Hz), 112.1 (d, ] = 4.8 Hz),
68.6 (d, ] = 6.5 Hz), 68.5, 68.3 (d, ] = 6.4 Hz), 68.2, 56.0, 40.9, 39.6 (t, ] = 132.9 Hz),

38.3, 31.8.
376 MHz, CDCl3; J (ppm) = -125.7(s, 2F)

162 MHz, CDCl3;  (ppm) = 23.8 (s, 2P).

m/z caled. for Cy4HyoF2OoP, [M+H]": 812.74; found: 813.26.
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6.4.34 2,6-difluorophenyl 4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)pho  sphoryl)ethyl)-3,5-dimethoxybenzoate

o

OMe O
o P(OBn),
F Br i 3
O\n/ﬁj\/\ + (P(OBn)z :\‘aH o OmOBn)z
OMe O/,P(OBn)z THF, 0°C - 25°C, OMe
E F
32

5 h, 59%

(o]
119 64 1

M[g} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL

Phosphonate 64 536.50 1.00 0.38 0.71 -

Benzoate 119

387.18 1.50 042 1.06 - -

NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 0.04 0.92 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (0.38 g, 0.71 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous

THF (2.50 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (0.04 g, 0.92 mmol, 1.30 eq) was

added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm

up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate

119 (0.42 g, 1.06 mmol, 1.50 eq) in THF (2.50 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring

over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day. The mixture was

diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the

combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in

vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc

(1/1) giving phosphonate 132 (0.36 g, 0.42 mmol, 59%) as a pale solid.

IH-NMR:

I3C-NMR:

YF-NMR:

3SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, CDCl3; 8 (ppm) = 7.35 (m, 22H), 7.12 (t, | = 7.9 Hz, 2H), 5.08 (m, 8H), 3.73
(s, 6H), 3.52 (m, 3H).

101 MHz, CDCl3; § (ppm) = 163.3, 158.4, 156.9, 156.9 (d, | = 3.2 Hz), 154.4, 154.4 (d,
] = 3.7 Hz), 136.6, 136.5 (m), 136.4, 128.6, 128.4, 128.3, 128.1, 127.9, 127.2, 126.7, 126.6
(t, ] = 8.9 Hz), 126.5, 122.1, 122.0 (m), 121.9, 112.3 (d, ] = 21.8 Hz), 105.7, 68.1 (d, | =
6.1 Hz), 68.0, 67.9, 67.8 (d, | = 6.5 Hz), 55.8, 37.1, 35.8 (t, ] = 132.3 Hz), 34.5, 20.2.

376 MHz, CDCls; 6 (ppm) = -125.7(s, 2F)
162 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 24.6 (s, 2P).

m/z caled. for C45sHppFoO19P2 [M+H]T: 842.22; found: 843.29.
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6.4.35 2,6-difluorophenyl 4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)pho  sphoryl)ethyl)-3-methoxybenzoate

o

0 P(OBN),
F Br n NaH 3
° + rP(OB”)Z — - o o P(OBN)
SPOB,  THROC - 25T
E

5 h, 60%

OMe
(o]
154 64 133

M[g} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL

Phosphonate 64 536.50 1.00 0.67 1.24 -

Benzoate 154

357.15 1.50 0.69 1.87 - -

NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 0.07 1.62 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (0.67 g, 1.24 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (5.00 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (0.07 g, 1.62 mmol, 1.30 eq) was

added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm

up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate

154 (0.69 g, 1.87 mmol, 1.50 eq) in THF (5.00 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring

over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day. The mixture was

diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the

combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in

vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc

(1/1) giving phosphonate 133 (0.61 g, 0.75 mmol, 59%) as a pale solid.

IH-NMR:

I3C-NMR:

9F-NMR:

SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, CDCl3; é (ppm) = 7.59 (dd, ] = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.41 (d, ] = 1.5 Hz, 1H),
7.27 (m, 24H), 7.04 (m, 2H), 4.98 (m, 8H), 3.70 (s, 3H), 3.34 (m, 3H).

101 MHz, CDCls; 6 (ppm) = 163.2, 157.7, 156.9 (d, | = 4.1 Hz), 156.9, 154.4 (d, | =
3.9 Hz), 154.4, 136.2 (m), 133.7, 133.6 (t, | = 8.7 Hz), 133.5, 131.9, 128.6, 128.5, 128.2,
128.1, 127.7, 126.6 (t, | = 9.0 Hz), 122.9, 112.4, (d, ] = 4.7 Hz), 112.2 (d, | = 4.5 Hz),
1114, 68.3, 68.3 (d, | = 6.4 Hz), 68.0, 67.9 (d, | = 6.7 Hz), 55.5, 37.9, 36.6 (t, | =
132.6 Hz), 35.3, 28.4, 28.3, 28.3 (t, | = 4.5 Hz).

376 MHz, CDCl3; J (ppm) = -125.8(s, 2F)
162 MHz, CDCl3;  (ppm) = 24.2 (s, 2P).

m/z caled. for C4uHygFoO9P> [M+H]": 812.21; found: 813.23.
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6.4.36 methyl 4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)eth  ylI)-3,5-dimethoxybenzoate

OMe o OMe 9
P(OBN
YCC o o, e .
MeO THF, 0°C - 25°C MeO - P(0Bn);
. , , o)
I OMe o7P(0BN); 5h, 67% \[o OMe
143 64 141

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL

Phosphonate 64 536.50 1.00 26.7 49.7 - -

Benzoate 143

229.07 150 222 74.6 - -

NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 272 64.6 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (26.7 g, 49.7 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (200 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (2.72 g, 64.6 mmol, 1.30 eq) was

added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm

up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate

143 (22.2 g, 74.6 mmol, 1.50 eq) in THF (200 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring

over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day. The mixture was

diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the

combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in

vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane /EtOAc

(1/1) giving phosphonate 130 (24.9 g, 33.4 mmol, 67%) as a pale viscous oil.

'H-NMR:

I3C-NMR:

SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 7.48 (m, 22H), 5.18 (m, 8H), 4.12 (s, 3H), 3.87 (s, 6H),
3.64 (m, 3H).

101 MHz, DMSO-d; 6 (ppm) = 166.0, 144.4, 1443 (t, ] = 8.1 Hz), 144.2, 1362 (t, ] =
6.4 Hz), 129.2, 128.8, 128.5, 128.3, 128.1, 127.7, 127.7, 67.4 (d, ] = 6.2 Hz) 67.3, 67.1 (d,
J = 6.0 Hz), 55.8, 51.9, 38.6, 37.3 (t, ] = 130.4 Hz), 36.0, 30.9.

162 MHz, DMSO-d¢;  (ppm) = 24.0 (s, 2P).

m/z caled. for C4oHyO19P2 [M+H]": 744.23; found: 745.19.
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6.4.37 3,3-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)propanoic aci d

1 1
EtO P(OBn), KOH HO P(OBn),
MeOH, 0°C - 25°C,
O 5~P(OBN); 16 h, 76% O 4#P(0Bn);
67 78

M[i} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL

Phosphonate 67 622.59 1.00 3.23 5.20 - -
KOH, 0.2 M in MeOH 56.11 1.20 - 6.24 31.2 -

Phosphonate 67 (3.23 g, 5.20 mmol, 1.00 eq) was dissolved in MeOH (10.0 mL) and added to a
premixed KOH solution (31.2 mL, 6.24 mmol, 0.2 M, 1.20 eq) at 0°C. The mixture was allowed to

warm up to rt and was left stirring for 16 h. The crude was concentrated in vacuo and dissolved

in DEE. H,O was added and the aqueous layer was acidified to pH = 2. The aqueous layer was

extracted with EtOAc and the combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy,

tiltered and concentrated in vacuo giving acid 78 (2.35 g, 3.95 mmol, 76%) as a viscous oil.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 7.26 (m, 20H), 4.98 (dd, | = 8.3, 5.7 Hz, 8H), 3.28 (tt, | =
24.0, 6.3 Hz, 1H), 2.91 (td, | = 16.4, 6.3 Hz, 2H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCls; 6 (ppm) = 172.8 (t, ] = 9.1 Hz), 135.9 (d, ] = 5.9 Hz), 128.4 (m), 68.7
(d, ] = 6.6), 68.6 (d, ] = 6.6 Hz), 33.4 (t, ] = 136.3 Hz), 30.4.

3IP-NMR: 162 MHz, CDCls; & (ppm) = 24.7 (s, 2P).

MS-ESI—: m/z caled. for C31H3,OgP> [M-H]: 594.16; found: 593.28.
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6.4.38 2,6-dimethoxy-4-methylbenzoic acid

MeO MeO
NaOH
Meo\[ MeoH, 40°C, 1O
O OMe 1d,96% O OMe
155 115

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Ester 155 210.23 1.00 152 7.22 - -
NaOH, 10 M in MeOH 40.00 30.0 - 217 21.7 -

Ester 155 (1.52 g, 7.22 mmol, 1.00 eq) was dissolved in MeOH (75.0 mL) and added to a premixed
NaOH solution (21.7 mL, 217 mmol, 10.0 M, 30.0 eq) and left stirring at 40 °C for 24 h. The crude was
concentrated in vacuo and dissolved in DEE. H,O was added and the aqueous layer was acidified to
pH = 2. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the combined organic layers were washed
with brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo giving acid 115 (1.35 g, 6.89 mmol,
96%) as a white solid.

IH-NMR: 400 MHz, CDCls; § (ppm) = 12.5 (s, 1H), 6.5 (s, 2H), 3.7 (s, 6H), 2.3 (s, 3H).
BC.NMR: 101 MHz, CDCls; § (ppm) = 166.8, 156.0, 140.4, 111.7, 104.8, 55.6, 21.7.

MS-ESI": m/z caled. for C1oH19O4 [M+H]: 196.07; found: 197.04.
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6.4.39 methylenebis(phosphonic acid)

Q 9
P(OIPF)Z HCI . P(OH)2
L 120°C, 12 h, b (OH
O// ( I r)2 97% O// ( )2
63 144

M[i} eq m[g] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonic ester 63 34432  1.00 5.06 14.7 - -
HCl, 6 M in H,O 36.46  41.0 - 602 100 -

Phosphonic ester 63 (5.07 g, 14.7 mmol, 1.00 eq) was dissolved in 6 M HCl (100 mL, 602 mmaol,
41.0 eq) and left stirring at 120 °C for 12 h. The crude was concentrated in vacuo giving phosphonic
acid 144 (2.50 g, 14.2 mmol, 97%) as a white solid.

'H-NMR: 500 MHz, D;O; § (ppm) = 2.49 (t, ] = 20.8 Hz, 2H).

I3C-NMR: 126 MHz, D,0; 6 (ppm) = 27.2 (t, ] = 129.0 Hz).

3IP.NMR: 202 MHz, D;0; § (ppm) = 18.7 (s, 2P).

MS-ESI : m/z caled. for CHgOgP> [M-H]™: 175.96; found: 174.86.
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6.4.40 tetraisopropyl ((methylsulfonyl)methylene)bis( phosphonate)

O O
I I
P(OiPr), NaH, MeSO,Cl — MeO,S.__P(OiPr),
) THF, 0°C - 25°C, \( )
O// P(OiPr), 5h, 68% O// P(OiPr),
63 88

M[g} eq mlg] n[mmol] V [mL] p[i]

ol mL
Phosphonic ester 63 34432 1.00 279 7.95 - -
Mesyl chloride 11455  1.50 - 11.9 0.92 1.48
NaH 23.99 110 0.37 8.74 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 63 (2.79 g, 7.95 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THEF (10.0 mL) and the solution was cooled to 0°C. Sodium hydride (0.37 g, 8.74 mmol, 1.10 eq)
was added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed
to warm up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0°C and a solution
of mesylchloride (0.92 mL, 11.9 mmol, 1.50 eq) in THF (5.00 mL) was added dropwise. The mixture
was left stirring over night and the reaction was quenched by adding H,O at 0°C the next day.
The mixture was diluted with EtOAc and washed with H,O. The aqueous layer was extracted with
EtOAc and the combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and
concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using

cyclohexane/EtOAc (1/1) giving phosphonate 88 (2.28 g,5.40 mmol, 68%) as a pale solid.

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 5.20 (t, ] = 21.7, 1H), 4.76 (m, 4H), 3.28 (s, 3H), 1.29
(m, 24H).

BC-NMR: 126 MHz, DMSO-dg; § (ppm) = 72.1, 71.8, 62.7 (t, ] = 123.7), 44.0, 24.0, 23.9, 23.4, 23.2.
3IPB-NMR: 202 MHz, DMSO-de; & (ppm) = 8.5 (s, 2P).

MS-ESI": m/z caled. for C14HzOgP,S [M+H]™: 422.13; found: 423.39.
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6.4.41 tetraethyl ethene-1,1-diylbis(phosphonate)

o 1) H,CO, DEA, MeOH, 0
P(OEt), 24 h, 70°C P(OEY),
2) pTsOH, Toluene, ﬁ/
O//P(OEt)Z 14 h, llooC’ 80% O// P(OEt)z
2 steps
62 89

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonic ester 62 288.22 1.00 - 11.7 3.00 1.16
Paraformaldehyde 30.03 500 1.95 58.6 - -
DEA 73.14 1.05 - 12.3 1.27 0.71
pTsOH 17220 0.02 0.04 0.23 - -

Phosphonate 62 (3.00 mL, 11.7 mmol, 1.00 eq) was added to a premixed solution of paraformalde-
hyde (1.95 g, 58.6 mmol, 5.00 eq) and DEA (1.27 mL, 12.3 mmol, 1.05 eq) in MeOH (35.0 mL). The
mixture was stirred for 24 h at 70 °C and concentrated in vacuo. The crude was dissolved in toluene
(17 mL) and pTsOH (0.04 g, 0.23 mmol, 2mol%) was added. MeOH was removed by collection in
a DEAN StTARK trap at 140 °C. The crude was concentrated in vacuo, dissolved in chloroform and
washed with H,O, brine, dried over MgSQy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was pu-
rified by flash column chromatography on silica using DCM/MeOH (60/1) giving phosphonate 89
(2.81 g, 9.36 mmol, 80%) as a pale liquid in 2 steps.

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 6.83 (m, 2H), 4.02 (m, 8H), 1.25 (t, | = 7.0 Hz, 12H).
13C-NMR: 126 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 148.5, 131.9 (t, ] = 164.0 Hz), 62.1, 16.0.
3IP.NMR: 202 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 13.4 (s, 2P).

MS-ESI: m/z caled. for C1oH»nOgP> [M+H]™: 300.09; found: 301.28.



127

6.4.42 (2,6-difluorophenoxy)methyl dihydrogen phosphate

F F
(0] O. H,, Pd/C O O.
~""P(0OBn), 2 I T(e T
6 MeOH, 24 h, 6
F 25°C, 98% F
97 98
8 g
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phosphonate 97 42035 1.00 0.17 0.41 - -
Pd on C, 10 wt. % 106.42  0.10 0.04 0.04 - -

A flask was flushed three times with argon and phosphonate 97 (0.17 g, 0.41 mmol, 1.00 eq) was
soluted in MeOH (1.00 mL). Palladium on carbon (0.04 g, 0.04 mmol, 10mol%) was added and the

mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension was filtered and concentrated in vacuo giving

phosphate 98 (0.10 g, 0.40 mmol, 98%) as a pale yellow oil.

'H-NMR:

I3C-NMR:

19F-NMR:
3SIP-NMR:

MS-ESI™:

500 MHz, D,0; é (ppm) = 7.21 (m, 1H), 7.08 (m, 2H), 5.57 (d, ] = 13.0 Hz, 2H).

126 MHz, D,0; 6 (ppm) = 157.1 (d, | = 4.4 Hz), 155.1 (d, ] = 43 Hz), 132.1 (t, ] =
14.7 Hz), 125.6 (t, ] = 9.6 Hz), 112.7 (d, ] = 4.9 Hz), 112.5 (d, ] = 5.0 Hz), 92.4.

471 MHz, D,O; § (ppm) = -128.2 (s, 2F)
202 MHz, D,0O; 6 (ppm) = -1.0 (s, 2P).

m/z caled. for C;H7F,OsP [M-H]~: 240.00; found: 238.95.
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6.4.43 ((2-(4-((2,6-difluorophenoxy)carbonyl)phenyl)e  thane-1,1-diyl)bis(phosphonic acid)

(0]

P(OBN), P(OH)Z
F _ HpPdC
O\[ O// P(OBI’])z MeOH, 24 h / P(OH)2
. o 25°C, 89%

131

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonate 131 78271  1.00 0.23 0.29 - -
Pd on C, 10 wt. % 10642  0.10 0.03 0.03 - -

A flask was flushed three times with argon and phosphonate 131 (0.23 g, 0.29 mmol, 1.00 eq) was
soluted in MeOH (1.00 mL). Palladium on carbon (0.03 g, 0.03 mmol, 10mol%) was added and the
mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension was filtered and concentrated in vacuo giving
bisphosphonic acid 135 (0.11 g, 0.26 mmol, 89%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 10.66 (s, 4H), 8.07 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.53 (d, | =

8.2 Hz, 2H), 7.43 (tt, ] = 9.4, 6.2 Hz, 1H), 7.33 (t, ] = 8.0 Hz, 2H), 3.19 (td, ] = 16.1,
5.9 Hz, 2H), 2.38 (tt, | = 22.7, 5.8 Hz, 1H).

BC.NMR: 101 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 162.9, 155.9 (d, | = 3.7 Hz), 153.4 (d, | = 3.6 Hz), 148.6
(t, ] = 7.0 Hz), 130.0, 129.7, 127.6 (t, ] = 9.1 Hz), 1265 (t, ] = 16.0 Hz), 124.5, 112.7 (d,
J = 4.4 Hz), 112.6 (d, ] = 3.8 Hz), 41.2, 31.0.

YE-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = -127.1 (s, 2F)
3IP-NMR: 162 MHz, DMSO-de; & (ppm) = 20.6 (s, 2P).

MS-ESI—: m/z caled. for Ci5H14F2OgP> [M-H]™: 422.01; found: 421.17.
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6.4.44 (2-(4-((2,6-difluorophenoxy)carbonyl)-2,6-dime  thoxyphenyl)ethane-1,1-
diyl)bis(phosphonic

acid)

P(OBn)2 P(OH)z
H2 Pd/C

o P(OBn)2 MeOH, 24 . o P(OH)2
25°C, 88%

M[i} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 132 842.77 1.00 0.29 0.34 - -
Pdon C, 10 wt. % 106.42 0.10 0.04 0.03 - -

A flask was flushed three times with argon and phosphonate 132 (0.29 g, 0.34 mmol, 1.00 eq) was

soluted in MeOH (1.00 mL). Palladium on carbon (0.04 g, 0.03 mmol, 10mol%) was added and the

mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension was filtered and concentrated in vacuo giving

bisphosphonic acid 136 (0.15 g, 0.30 mmol, 89%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, DMSO-d¢; é (ppm) = 10.25 (s, 4H), 7.43 (m, 1H), 7.34 (t, ] = 8.7 Hz, 2H),
7.31 (s, 2H), 3.86 (s, 6H), 3.18 (m, 2H), 2.69 (tt, ] = 22.3, 7.2 Hz, 1H).

BC.NMR: 101 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 163.1, 158.5, 155.9 (d, | = 3.9 Hz), 153.4 (d, ] = 3.6 Hz),
127.7 (t, ] = 8.9 Hz), 126.6 (t, ] = 15.8 Hz), 125.7, 123.8 (t, ] = 8.6 Hz), 105.3, 56.1, 48.6,
36.7 (t, ] = 124.9 Hz), 19.2.

YF-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = -127.0 (s, 2F)
3IP.NMR: 162 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 21.7 (s, 2P).

MS-ESI—: m/z caled. for C17H 1gF2O19P> [M-H]™: 482.03; found: 481.24.
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6.4.45 (2-(4-((2,6-difluorophenoxy)carbonyl)-2-methox  yphenyl)ethane-1,1-
diyl)bis(phosphonic

acid)

P(OBn)2 P(OH)z
H2 Pd/C

o7 P(0BN); MeOH, 24 . o-P(OH),
25°C, 87%

M[i} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 133 812.74 1.00 0.31 0.37 - -
Pdon C, 10 wt. % 106.42 0.10 0.04 0.04 - -

A flask was flushed three times with argon and phosphonate 133 (0.31 g, 0.37 mmol, 1.00 eq) was
soluted in MeOH (1.00 mL). Palladium on carbon (0.04 g, 0.04 mmol, 10mol%) was added and the
mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension was filtered and concentrated in vacuo giving
bisphosphonic acid 137 (0.15 g, 0.32 mmol, 87%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) =9.43 (s, 4H), 7.70 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.44

(m, 2H), 7.34 (m, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.14 (td, ] = 15.2, 6.9 Hz, 2H), 2.63 (tt, ] = 22.4,
6.9 Hz, 1H).

BC-NMR: 101 MHz, DMSO-de; 6 (ppm) = 163.0, 157.6, 155.9 (d, | = 3.6 Hz), 153.4 (d, ] = 3.5 Hz),
135.8 (t, ] = 8.4 Hz), 131.3, 127.6 (t, ] = 9.2 Hz), 126.5, 125.9, 122.2, 112.7 (d, ] = 21.0 Hz),
110.8, 55.7, 48.6, 37.1 (t, | = 122.6 Hz), 26.6.

IF-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = -127.1 (s, 2F)
SIP-NMR: 162 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 21.1 (s, 2P).

MS-ESI: m/z caled. for C1sH16F2O9P> [M+H]™: 452.02; found: 453.01.
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6.4.46 (2-(4-((2-(4-((2,6-difluorophenoxy)carbonyl)-3  -methoxyphenyl)ethane-1,1-

diyl)bis(phosphonic
acid)
. MeO P(OBn), o P(OH)z
2
o\[ o> P(OBN), MeOH. 24 o-POH),
o 25°C, 88%
F
134
8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phosphonate 134 812.74 1.00 0.11 0.13 - -
Pd on C, 10 wt. % 106.42  0.10 0.01 0.01 - -

A flask was flushed three times with argon and phosphonate 134 (0.11 g, 0.13 mmol, 1.00 eq) was
soluted in MeOH (1.00 mL). Palladium on carbon (0.01 g, 0.01 mmol, 10mol%) was added and the

mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension was filtered and concentrated in vacuo giving

bisphosphonic acid 138 (0.05 g, 0.11 mmol, 88%) as a white solid.

IH-NMR:

I3C-NMR:

YE-NMR:

3SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 7.94 (s, 4H), 7.89 (d, ] = 8.0, 1H), 7.40 (m, 1H), 7.30
(m, 2H), 7.19 (s, 1H), 7.02 (dd, ] = 7.8, 3.8, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.14 (dt, ] = 16.2, 8.1, 2H),
2.39 (dt, ] =22.7, 6.0, 1H).

101 MHz, DMSO-de; 6 (ppm) = 168.1, 159.7, 156.0 (d, ] = 4.0 Hz), 153.6 (d, ] = 4.0 Hz),
149.8 (t, ] = 7.2 Hz), 131.9, 127.4 (m), 126.6 (t, ] = 16.1 Hz), 120.9, 112.6 (d, ] = 21.5 Hz),
112.0, 55.9, 41.1, 38.7, 21.3.

376 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = -127.0 (s, 2F)
162 MHz, DMSO-dg; J (ppm) = 20.6 (s, 2P).

m/z caled. for C1sH16F2O9P> [M+H]™: 452.02; found: 453.26.
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6.4.47 tert-butyl carbamate

NS i 1 e
O)J\O)ko EtOH/H,0, -10°C - 25°C, HoN O

18 h, 90%
156 157
8 g
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Boc,O 156 21825  1.00 5.00 229 - -
NHj3;, 13.5 M in H,O 17.03 4.00 - 91.6 6.79 0.91

Di-tert-butyl dicarbonate 156 (5.00 g, 22.9 mmol, 1.00 eq) was dissolved in EtOH (30.0 mL) at —10°C.

NH; (6.79 mL, 91.6 mmol, 13.5 M, 4.00 eq) was added and the mixture was left stirring for 18 h at

rt. The suspension was concentrated in vacuo and suspended in cyclohexane. After recrystallization

from cyclohexane, carbamate 157 (2.41 g, 20.6 mmol, 90%) was obtained as white crystals.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 6.10 (s, 2H), 1.37 (s, 9H).
13C-NMR: 101 MHz, DMSO-d; J (ppm) = 156.2, 77.0, 28.2.

MS-ESIT: m/z caled. for CsH1;NO, [M+H]": 117.08; found: 118.80.
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6.4.48 tert-butyl ((4-fluorophenyl)sulfonyl)(2-(5-(2,4,5-trifluor ~ 0-3-hydroxybenzoyl)thiophen-2-

yl)phenyl)carbamate
o
F s s
o0 owe e
F F N 2) MeOH, K»COg, 25°C, 2 h F o
OH ) \ /o
O/,S 93%, 2 steps (
F
30
8 g
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phenole 30 507.47 1.00 0.32 0.64 - -
Boc,O 156 218.25 210 0.29 1.34 - -
DMAP 122.17 0.10 0.01 0.06 - -
NEt; 101.19 2.05 - 1.31 0.18 0.73
KyCOs3 138.20 2.00 0.18 1.28 - -

Under argon atmosphere phenole 30 (0.32 g, 0.64 mmol, 1.00 eq) was dissolved in THF (3.00 mL)
and treated with NEt3 (0.18 mL, 1.31 mmol, 2.05 eq), DMAP (0.01 g, 0.06 mmol, 10mol%) and Boc,O
156 (0.29 g, 1.34 mmol, 2.10 eq) and left stirring for 24 h at rt. The mixture was diluted with EtOAc
and washed with saturated NaHCQO3,,, brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo.
The crude was dissolved in MeOH (4.00 mL) and treated with K,CO3 (0.18 g, 1.28 mmol, 2.00 eq)
and left stirring for 2 h. The precipitation was filtered off, the filtrate was concentrated in vacuo and
redissolved in EtOAc and H,O. The aqueous was extracted with EtOAc and the combined organic
layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude was
purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (3/1) giving phenole
158 (0.36 g, 0.59 mmol, 93%) as a yellow solid.

TH-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) =11.29 (s, 1H), 7.76 (m, 3H), 7.68 (m, 1H), 7.56 (m, 2H),

7.38 (m, 4H), 7.12 (m, 1H), 1.25 (s, 9H).

BC.NMR: 101 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 182.1, 166.3, 163.8, 149.9, 148.9, 147.8 (m), 147.1 (m),
145.4 (m), 144.7 (m), 143.7 (m), 142.8, 136.8, 136.2 (m), 134.5 (d, ] = 2.4 Hz), 133.1 (d,
J = 8.5 Hz), 131.6 (d, ] = 10.0 Hz), 131.0, 130.8, 130.4, 130.2, 128.9, 121.6 (m), 105.3 (d,
] = 21.6 Hz), 85.0.

IF-NMR: 376 MHz, DMSO-d; 6 (ppm) = -103.4 (s, 1F), -137.0 (m, 1F), -140.9 (m, 1F), -151.0 (m,
1F).

MS-ESI*: m/z caled. for CogHy F4NOgS, [M+Na]™: 607.07; found: 630.00.
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6.4.49 tris(benzyloxy)methane

OH ~o
©/\ * ~ )\ ~ °© 9
80°C, 48 h,
o © 9 )\
145

146 147

M[g} eq ml[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
ortho ester 147 106.12  1.00 94.5 10.3 0.97
benzyl alcohol 146 108.14  4.00 - 378 39.3 1.04

Ortho ester 147 (10.3 mL, 94.5 mmol, 1.00 eq) and benzyl alcohol 146 (39.3 mL, 378 mmol, 4.00 eq)
were mixed and stirred for 48 h at 80 °C. The formed MeOH was removed by collection in a DEaN
StARK trap. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexa-
ne/EtOAc (40/1) giving ortho benzyl ester 145 (23.6 g, 70.4 mmol, 75%) as a pale liquid.

TH-NMR: 500 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 7.35 (m, 15H), 5.45 (s, 1H), 4.69 (s, 6H).

I3C-NMR: 126 MHz, CDCl3;  (ppm) = 137.5, 128.6, 128.0, 127.1, 111.6, 66.4.

MS-ESIT: m/z caled. for CooHy» O3 [M+NH4]: 334.16; found: 352.31.
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6.4.50 tetrabenzyl methylenebis(phosphonate)

o\\P(OH)z O\\P(OBn)z
P(OH), i 150°C, 2 h, P(OBn);
° @o o@ 99% o
144 145 64
8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Bisphosphonic acid 144 176.00 1.00 3.90 22.2 - -
(BnO)3CH 145 334.42 850 63.0 188 - -

Under argon atmosphere bisphosphonic acid 144 (3.90 g, 22.2 mmol, 1.00 eq) was dissolved in
(BnO)3CH 145 (63.0 g, 188 mmol, 8.50 eq) and left stirring for 2 h at 150 °C. The crude was diluted
with EtOAc and purified on a short silica plug giving phosphonate 64 (11.8 g, 21.9 mmol, 99%) as a

clear oil.

TH-NMR: 400 MHz, CDCl3; ¢ (ppm) = 7.30 (m, 12H), 5.03 (m, 8H), 2.52 (t, ] = 21.1 Hz, 2H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCls; § (ppm) = 136.0 (t, ] = 3.0 Hz), 128.7, 128.6, 128.2, 68.2 (m), 26.4 (t,
] = 136.8 Hz).

3IP.NMR: 162 MHz, CDCl3; § (ppm) = 20.8 (s, 2P).

MS-ESIT: m/z caled. for Co9HzgOgP> [M+H]": 536.15; found: 537.09.
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6.4.51 dibenzyl (chloromethyl) phosphate

/P\ P
© o oH NaHCO3 (BusN),SO, © 0 o e
? + Cl_-SO.Cl 34 2R ?

CH,CIy/H,0, 0°C - 25°C,
24 h, 83%

94 95 96

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphate 94 278.24 1.00 0.52 1.86 - -
Sulfonyl chloride 95 148.99 1.20 - 2.23 0.20 1.63
Sulfate, 50% in H,O 580.99 0.10 - 0.19 0.21 1.01
NaHCO3 84.01 4.00 0.62 7.42 - -

Phosphate 94 (0.52 g, 1.86 mmol, 1.00 eq), NaHCO3 (0.62 g, 7.42 mmol, 4.00 eq) and (BusN)>SO4
(0.21 mL, 0.19 mmol, 10mol%) were dissolved in H,O (15.0 mL). DCM (8.00 mL) was added and
the mixture was vigorously stirred at 0°C for 10 min, followed by the addition of chlorosulfate 95
(0.20 mL, 2.23 mmol, 1.20 eq) in DCM (2.00 mL) with continuous vigorous stirring overnight at rt.
The organic layer was separated, washed with brine, dried and evaporated in vacuo. The residue
was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (5/1) giving
phosphate 96 (0.50 g, 1.53 mmol, 83%) as a pale oil.

IH-NMR: 500 MHz, CDCls; 6 (ppm) = 7.36 (m, 10H), 5.62 (d, ] = 15.7 Hz, 2H), 5.10 (d, | =
8.0 Hz, 4H).

BC-NMR: 126 MHz, CDCls; 6 (ppm) = 135.3 (d, ] = 7.2 Hz), 1289, 128.8, 1282, 73.6 (d, | =
6.8 Hz), 70.0 (d, ] = 5.8 Hz).

3IPB-NMR: 162 MHz, CDCls; § (ppm) = -1.7 (s, 1P).

MS-ESI*: m/z caled. for C15H16ClO4P [M+H]™: 326.05; found: 327.17.
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6.4.52 methyl((p-tolyloxy)methyl)sulfane

OH NaH OS5\
+ _S_JCl
DMF, 0°C - 25°C,

4 h, 99%
159 160 161

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Cresol 159 108.14 1.00 3.36 31.0 - -
Methyl sulfide 160 96.57 1.30 - 40.3 3.38 1.15
NaH, 57% in min. oil 23.99 2.00 2.65 63.0 - -

Under argon atmosphere textitpara cresol 159 (3.36 g, 31.0 mmol, 1.00 eq) was dissolved in DMF
(60.0 mL). The mixture was cooled to 0°C and NaH (2.65 g, 63.0 mmol, 2.00 eq) was added slowly.
Methyl sulfide 160 (3.38 mL, 40.3 mmol, 1.30 eq) was added and the mixture was left stirring for 4 h
at rt. The mixture was poured onto crushed ice and extracted with EtOAc. The combined organic
layer was dried over MgSO, and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column
chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (60/1) giving cresol 161 (5.15 g, 30.6 mmol,
99%) as a pale oil.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; ¢ (ppm) = 7.11 (d, ] = 8.1 Hz, 2H), 6.87 (d, | = 8.6 Hz, 2H), 5.13 (s,
2H), 2.30 (s, 3H), 2.25 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 154.9, 131.3, 130.0, 116.1, 72.7, 20.7, 14.7.

MS-ESI": m/z caled. for C9H1,04S [M+H]": 168.06; found: 169.07.



138

6.4.53 4-(bromomethyl)benzoic acid

Br

HO NBS, DBPO HO

CCly, 80°C,
O 4 h, 96% O

101 162

M[g} eq mlg] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Benzoic acid 101 136.05 1.00 5.00 36.8 - -
NBS 177.99 1.10 7.20 40.4 - -
DBPO 242.23 0.01 0.09 0.37 - -

Benzoic acid 101 (5.00 g, 36.8 mmol, 1.00 eq), NBS (7.20 g, 40.4 mmol, 1.10 eq) and DBPO (0.09 g,
0.37 mmol, 1mol%) were dissolved in CCly (60 mL) and the mixture was left stirring for 4 h at 80 °C.
The reaction was quenched by addition of H,O and the aqueous layer was extracted with DCM.
The combined organic layer were washed with H,O, brine, dried over Na,SO4 and concentrated in

vacuo giving bromide 162 (7.54 g, 35.3 mmol, 96%) as a yellow solid.

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-ds; 6 (ppm) = 7.92 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.56 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 4.74
(s, 2H).

I3C-NMR: 101 MHz, DMSO-dg; J (ppm) = 167.0, 142.9, 130.6, 129.8, 129.5, 33.4.

MS-ESI: m/z caled. for CgH7BrO, [M-H]: 213.96; found: 213.03.
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6.4.54 2,6-difluorophenyl 4-(bromomethyl)-3-nitrobenzo  ate

F YC( 1 L
o NBS, DBPO o P
AN
EI I NO2  ~ca,. soc, NO
=
106

4 h, 66%

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL

Benzoate ?

NBS
DBPO

293.05 1.00 0.55 1.88 -
177.99 1.10 037 2.07 - -
24223  0.01 0.01 0.02 - -

Benzoate 106 (0.55 g, 1.88 mmol, 1.00 eq), NBS (0.37 g, 2.07 mmol, 1.10 eq) and DBPO (0.01 g,

0.02 mmol, 1mol%) were dissolved in CCly (5.00 mL) and the mixture was left stirring for 4 h

at 80°C. The reaction was quenched by addition of H,O and the aqueous layer was extracted

with DCM. The combined organic layer were washed with H,O, brine, dried over Na,SO, and

concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography on silica using

cyclohexane/EtOAc (40/1) giving bromide 124 (0.46 g, 1.24 mmol, 66%) as a yellow solid.

'H-NMR:

I3C-NMR:

YE-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, CDCl3; é (ppm) = 8.86 (d, ] = 1.7 Hz, 1H), 8.42 (dd, ] = 8.0 Hz, 1.8, 1H),
7.78 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 7.27 (m, 1H), 7.06 (m, 1H), 4.89 (s, 2H).

101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 161.0, 156.5 (d, ] = 3.6 Hz), 154.0 (d, ] = 3.5 Hz), 1483,
1385, 135.1, 133.4, 129.7, 127.6, 127.2 (t, ] = 8.9 Hz), 112.5 (d, ] = 4.6 Hz), 1124 (d, ] =
4.4 Hz), 27.9.

376 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = -125.7 (s, 2F).

m/z caled. for CsHyBrO, [M+NH,]": 370.96; found: 390.68.
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6.4.55 2,6-difluorophenyl 4-(bromomethyl)-3,5-dimethox  ybenzoate

OMe OMe
F NBS, DBPO F Br
saaa Tl onans
y 0
P F (@] E (0]
119 120
- g
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]
Benzoate ? 308.09 1.00 0.55 1.79 - -
NBS 177.99 1.10 0.35 1.97 - -
DBPO 242.23 0.01 0.02 0.07 - -

Benzoate 119 (0.55 g, 1.79 mmol, 1.00 eq), NBS (0.35 g, 1.97 mmol, 1.10 eq) and DBPO (0.02 g,
0.07 mmol, 1mol%) were dissolved in CCly (2.50 mL) and the mixture was left stirring for 4 h
at 80°C. The reaction was quenched by addition of H,O and the aqueous layer was extracted
with DCM. The combined organic layer were washed with HO, brine, dried over NaSO, and
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography on silica using
cyclohexane/EtOAc (50/1) giving bromide 120 (0.61 g, 1.57 mmol, 88%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 7.40 (s, 2H), 7.23 (m, 1H), 7.04 (t, ] = 7.9 Hz, 2H), 4.67 (s,

2H), 3.98 (s, 6H).

BC.NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 163.1, 158.4, 156.8 (d, | = 3.7 Hz), 154.3 (d, | = 3.7 Hz),
129.3,127.5 (t, ] = 15.8 Hz), 126.7 (t, ] = 9.0 Hz), 120.8, 112.4 (d, ] = 4.7 Hz), 112.2 (d,
] = 4.8 Hz), 105.9, 56.4, 22.0.

YE-NMR: 376 MHz, CDCly; 6 (ppm) = -125.8 (s, 2F).

MS-ESI": m/z caled. for C1gH13BrF,O4 [M+H]": 386.00; found: 387.00.
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6.4.56 2,6-difluorophenyl 4-(bromomethyl)-3-methoxyben  zoate

! YCH 1 L
o NBS, DBPO o P
XN
Ej: I OMe CCly, 80°C, OMe
Z
110

4 h, 86%
121

M [%} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {%]

Benzoate ?

NBS
DBPO

278.08  1.00 0.70 2.52 -
177.99 1.10 0.49 2.77 - -
24223  0.01 0.01 0.03 - -

Benzoate 119 (0.70 g, 2.52 mmol, 1.00 eq), NBS (0.49 g, 2.77 mmol, 1.10 eq) and DBPO (0.01 g,

0.03 mmol, 1mol%) were dissolved in CCly (2.50 mL) and the mixture was left stirring for 4 h

at 80°C. The reaction was quenched by addition of H,O and the aqueous layer was extracted

with DCM. The combined organic layer were washed with H,O, brine, dried over Na,SO, and

concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography on silica using

cyclohexane/EtOAc (70/1) giving bromide 121 (0.77 g, 2.16 mmol, 86%) as a white solid.

'H-NMR:

I3C-NMR:

YE-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, CDCl3; é (ppm) =7.79 (dd, ] = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.68 (m, 2H), 7.44 (m, 1H),
7.34 (m, 2H), 4.71 (s, 2H), 3.98 (s, 3H).

101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 163.6, 157.9, 156.9 (d, | = 3.9 Hz), 154.4 (d, | = 3.9 Hz),
1343, 130.8, 127.7 (t, ] = 16.2 Hz), 126.7, 1265 (t, ] = 9.1 Hz), 123.2, 1123 (d, ] =
5.0 Hz), 112.2 (d, ] = 5.0 Hz), 111.2, 55.7, 28.1.

376 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = -127.0 (s, 2F)

m/z caled. for C1sH13BrF,O4 [M+H]™: 355.99; found: 356.96.
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6.4.57 2,6-difluorophenyl 4-(bromomethyl)-2-methoxyben  zoate

4 h, 90%

F F | N Br
O NBS, DBPO o _
| CCly, 80°C,
5 o OMe
F
163

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL

Benzoate 163

NBS
DBPO

278.08  1.00 1.48 5.32 - -
177.99 1.10 1.04 5.85 - -
24223  0.01 0.01 0.05 - -

Benzoate 163 (1.48 g, 5.32 mmol, 1.00 eq), NBS (1.04 g, 5.85 mmol, 1.10 eq) and DBPO (0.01 g,

0.05 mmol, 1mol%) were dissolved in CCly (5.00 mL) and the mixture was left stirring for 4 h

at 80°C. The reaction was quenched by addition of H,O and the aqueous layer was extracted

with DCM. The combined organic layer were washed with H,O, brine, dried over Na;SO,; and

concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography on silica using

cyclohexane/EtOAc (15/1) giving bromide 123 (1.70 g, 4.76 mmol, 90%) as a white solid.

'H-NMR:

I3C-NMR:

19F-NMR:

MS-ESI*:

500 MHz, CDCls; § (ppm) = 8.08 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.20 (m, 1H), 7.08 (dd, ] = 7.9,
1.5 Hz, 1H), 7.06 (d, | = 1.3 Hz, 1H), 7.00 (m, 2H), 4.49 (s, 2H), 3.97 (s, 3H).

101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 161.6, 160.7, 156.7 (d, | = 4.2 Hz), 154.7 (d, ] = 4.0 Hz),
145.1, 133.4, 127.5 (t, ] = 16.0 Hz), 126.4 (t, ] = 9.0 Hz), 120.9, 117.2, 112.9, 112.2 (dd, |
=18.0, 4.6 Hz), 56.3, 32.3.

471 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = -125.7 (s, 2F)

m/z caled. for C1gH13BrF,O4 [M+H]": 355.99; found: 357.02.



143

6.4.58 methyl 4-(bromomethyl)-3,5-dimethoxybenzoate

OMe OMe
NBS, DBPO Br
MeO CCly, 80°C, MeO
OMe 4h, 63% OMe
O @]
142 143

M[L} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzoate 142 210.23 1.00 143 6.77 -
NBS 177.99 1.10 1.33 7.45 - -
DBPO 242.23 0.01 0.02 0.07 - -

Benzoate 142 (1.43 g, 6.77 mmol, 1.00 eq), NBS (1.33 g, 7.45 mmol, 1.10 eq) and DBPO (0.02 g,
0.07 mmol, 1mol%) were dissolved in CCly (7.00 mL) and the mixture was left stirring for 4 h
at 80°C. The reaction was quenched by addition of H,O and the aqueous layer was extracted
with DCM. The combined organic layer were washed with H;O, brine, dried over Na,SO, and
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography on silica using

cyclohexane/EtOAc (50/1) giving bromide 143 (1.23 g, 4.25 mmol, 63%) as a white solid.

IH-NMR: 400 MHz, CDCls; 6 (ppm) = 7.22 (s, 2H), 4.64 (s, 2H), 3.94 (s, 6H), 3.92 (s, 3H).
BC.NMR: 101 MHz, CDCls; § (ppm) = 166.8, 158.3, 131.6, 119.4, 105.0, 56.3, 52.5, 22.4.

MS-ESI": m/z caled. for C;1H13BrO4 [M+H]™: 288.00; found: 289.15.
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6.4.59 methyl 2,6-dimethoxy-4-methylbenzoate

HO MeO
DMS, K,CO3

HO\[ Acetone, 60°C, MeO\[

@) OH @)

24 h, 97%

OMe

164 155

M[i} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Benzoic acid 164 168.15 1.00 223 13.3 - -
DMS 126.13 4.00 - 53.1 5.04 1.33
K>COs3 138.20 400 7.34 53.1 - -

A solution of benzoic acid 164 (2.23 g, 13.3 mmol, 1.00 eq) and K,CO3 (7.34 g, 53.1 mmol, 4.00 eq)
in acetone (30.0 mL) was treated with DMS (5.04 mL, 53.1 mmol, 4.00 eq). The mixture was left
stirring for 4 h at 60 °C. The precipitation was filtered off and washed with acetone. The organic
layer was concentrated in vacuo and the residue was dissolved in acetone. The crude was washed
with NaHCO;3 and the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layer were
washed with H,O, brine, dried over Na;SO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified
by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (10/1) giving benzoate 155
(2.71 g, 12.9 mmol, 97%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 6.37 (s, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.80 (s, 6H), 2.34 (s, 3H).
13C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 167.4, 157.3, 141.9, 110.3, 104.8, 56.1, 52.5, 22.5.

MS-ESI*: m/z caled. for C;1H1404 [M+H]": 210.09; found: 211.04.
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6.4.60 methyl 4-methylbenzoate

HO cat. H,SO4 . MeO

MeOH, 80°C,
@) 4 h, 99% @)

101 165

M[g} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Benzoic acid 101 136.15 1.00 5.01 36.8 - -

A solution of benzoic acid 101 (5.01 g, 36.8 mmol, 1.00 eq) in MeOH (40.0 mL) was treated with a

catalytic amount of H>SOy4 and left stirring for 4 h at 80 °C. The crude was washed with NaHCO3
and the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layer were washed with
H>O, brine, dried over MgSOy4 and concentrated in vacuo giving benzoate 165 (5.49 g, 36.6 mmol,
99%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; ¢ (ppm) =7.93 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.23 (d, | = 8.3 Hz, 2H), 3.90 (s,
3H), 2.41 (s, 3H).

I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 167.3, 143.7, 129.7, 129.2, 127.5, 52.1, 21.8.

MS-ESI*: m/z caled. for CoH19O, [M+H]": 150.07; found: 151.03.
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6.4.61 methyl 3,5-dimethoxy-4-methylbenzoate

OMe OMe
cat. H,SO,
HO MeOH, 80°C, MeO
OMe 4 h, 99% \[ OMe
O
107 142

8 g

M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]

Benzoic acid 107 196.20 1.00 142 7.23 - -

A solution of benzoic acid 107 (1.42 g, 7.23 mmol, 1.00 eq) in MeOH (7.00 mL) was treated with a
catalytic amount of HySO4 and left stirring for 4 h at 80 °C. The crude was washed with NaHCO3
and the aqueous layer was extracted with EtOAc. The combined organic layer were washed with
H>O, brine, dried over MgSO,4 and concentrated in vacuo giving benzoate 142 (1.51 g, 7.20 mmol,
99%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 7.22 (s, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.87 (s, 6H), 2.13 (s, 3H).
I3C-NMR: 101 MHz, CDCl3; J (ppm) = 167.4, 158.2, 128.3, 120.4, 104.8, 56.0, 52.3, 8.8.

MS-ESIT: m/z caled. for C11H1404 [M+H]™: 210.09; found: 211.09.
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6.4.62 2-(2-bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyran

e Br + | Br
HO CH,Cl,, 25°C,
10 h, 99%
166 167 168

8 &
M [mol} eq ml[g] n[mmol] V[mL] p {mL]

Bromoethanol 166 124.97 1.00 - 7.84 0.56 1.76

Pyrane 167 84.12 1.50 - 11.8 1.06 0.93

PPTS 14899  0.10 0.12 0.78 - -

A solution of Dihydropyrane 167 (1.06 mL, 11.8 mmol, 1.50 eq) in DCM (19.0 mL) was treated with
PPTS (0.12 g, 0.78 mmol, 10mol%) and left stirring at rt. After 15 min. Bromoethanol 166 (0.56 mL,
7.84 mmol, 1.00 eq) and the mixture was left stirring for 10 h at rt. The solvent was removed in
vacuo and the crude was dissolved in EtOAc, washed with NaHCOj3 brine, dried over MgSO, and

concentrated in vacuo giving pyrane 168 (1.63 g, 7.80 mmol, 99%) as colourless liquid.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; J (ppm) = 4.67 (m, 1H), 4.01 (dt, ] = 11.3, 6.2 Hz, 1H), 3.89 (ddd, |
=114, 84,34 Hz, 1H), 3.77 (dt, ] = 11.3, 6.4 Hz, 3H), 3.50 (m, 3H), 1.64 (m, 7H).

BC.NMR: 101 MHz, CDCly; 6 (ppm) = 99.1, 67.7, 62.4, 31.0, 30.6, 25.5, 19.4.

MS-ESI": m/z caled. for C;H13BrO, [M+H]™: 208.01; found: 209.15.



148

6.4.63 2,3,6-trifluoro-5-(5-(2-((4-fluorophenyl)sulfon

carbonyl)phenyl

amido)phenyl)thiophene-2-

4-(2,2-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)ethyl)-3,5-dime  thoxybenzoate
(0]
F —
(0]
Wan W,
F F HN. o + Y@/P(OBn)z DCC, DMAP o>
OH 57 HO ~ P(OBn), CH,Cly, 0°C,
© ON(IJe 16 h, 93% OMe Q
Q o MeO o F
= P(OBnN),
o7 P(OBN),
30 149 140
8 g
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Benzoic acid 149 730.69 1.00 6.00 8.21 - -
Phenol 30 507.47 1.10 4.58 9.03 - -
DCC 206.33 1.50 254 12.3 - -
DMAP 122.17 020 0.20 1.64 - -

DCC (2.54 g, 12.3 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.20 g, 1.64 mmol, 0.20 eq) were added to a solution
of benzoic acid 149 (6.00 g, 8.21 mmol, 1.00 eq) and phenol 30 (4.58 g, 9.03 mmol, 1.10 eq) in

CH,Cl, (100 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 140 (10.0 g, 8.20 mmol, 99%) as a yelloq solid.

IH-NMR:

I3C-NMR:

19F-NMR:

SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 10.09 (s, 1H), 797 (q, ] = 8.7 Hz, 1H), 7.74 (d, | =
7.7 Hz, 1H), 7.68 (m, 3H), 7.61 (d, ] = 3.8 Hz, 1H), 7.29 (m, 29H), 6.83 (d, | = 7.9 Hz,
1H), 4.97 (m, 8H), 3.72 (s, 6H).

126 MHz, DMSO-ds; 6 (ppm) = 181.2, 170.4, 165.4, 163.4, 162.4, 158.2, 150.9, 149.2,
147.4 (dd, ] = 10.9 Hz, 2.6), 147.2, 146.0 (dd, ] = 16.1, 3.7 Hz), 145.4 (d, ] = 10.2 Hz),
143.9 (dd, ] = 15.8, 4.1 Hz), 141.9, 137.2, 136.4 (m), 132.9, 132.1 (d, ] = 10.5 Hz), 131.6,
130.2, 130.0, 129.9, 129.8, 128.8, 128.3 (d, ] = 2.5 Hz), 128.2, 128.1 (d, ] = 2.8 Hz), 127.7,
127.7, 127.6, 125.6, 122.6 (dt, | = 15.8, 5.4, 4.1 Hz), 122.2 (t, | = 8.4 Hz), 116.9, 116.7,
116.5,116.3, 115.0 (d, ] = 20.3 Hz), 105.5, 67.3 (d, ] = 5.8 Hz), 67.1 (d, ] = 6.5 Hz), 59.8,
56.0, 34.7 (t, ] = 130.6 Hz), 19.7.

470 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm)

1F).

= -106.1 (s, 1F), -131.1 (s, 1F), -138.7 (m, 1F), -143.5 (s,

202 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 23.4 (s, 2P).

m/z caled. for CepHs1F4NO13P>S, [M+H]™: 1219.22; found: 1220.18.
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6.4.64 2,6-difluorophenyl 4-(azidomethyl)benzoate

F Br
(o) NaN3
o MeOH 25°C
E

1h, 99%

M[i} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL

Bromide 103 327.12 1.00 0.54 1.67 - -
NaN3 65.01 2.00 0.22 3.33 - -

NaN3 (0.22 g, 3.33 mmol, 2.00 eq) was added to a solution of bromide 103 (0.54 g, 1.67 mmol,

1.00 eq) in MeOH (9.00 mL) and was left stirring for 24 h at rt. The resulted suspension was diluted

with EtOAc and washed with H>O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the combined

organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in vacuo. The

crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc (15/1)

giving azide 169 (0.48 g, 1.64 mmol, 99%) as a white solid.

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 8.17 (d, ] = 8.0, 2H), 7.60 (d, ] = 7.9, 2H), 7.41 (t, m,
1H), 7.31 (m, 2H), 4.62 (s, 2H).

BC-NMR: 101 MHz, DMSO-de; 6 (ppm) = 163.2, 156.4 (d, | = 4.0 Hz), 153.9 (d, ] = 4.0 Hz), 143.6,
131.2, 1283, 126.6 (t, ] = 9.1 Hz), 112.2 (d, ] = 4.8 Hz), 112.3 (d, ] = 4.9 Hz), 53.44.

YE-NMR: 376 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = -125.9 (s, 2F).

MS-ESI": m/z caled. for C14HoF,N30, [M+H]™: 289.07; found: 290.13.
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6.4.65 2,6-difluorophenyl 3,3-bis(bis(benzyloxy)phosph  oryl)propanoate

F o) F o
1 I
OH HO P(OBn), DCC, DMAP o P(OBn);
+ - .
C[ T CHiaClz 96, \é(j;OB
F O o= P(OBN); 16 h, 99% F © o7 POBN:
60 78 72

M[g} eq mlg] n[mmol] V[mL] p{i]

mol mL
Phosphonate 78 59454 1.00 091 1.53 - -
2,6-dfp 60 130.09 110 0.22 1.68 - -
DCC 206.33 150 047 2.29 - -
DMAP 122.17 020 0.04 0.31 - -

DCC (0.47 g, 2.29 mmol, 1.50 eq) and DMAP (0.04 g, 0.31 mmol, 0.20 eq) were added to a solu-

tion of phosphonate 78 (0.91 g, 1.53 mmol, 1.00 eq) and 2,6-dfp 60 (0.22 g, 1.68 mmol, 1.10 eq) in

CHCl, (40.0 mL) and the mixture was left stirring for 16 h. The suspension was filtered and the

filtrate was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash column chromatography

cyclohexane/EtOAc (50/1) to obtain benzoate 72 (1.07 g, 1.51 mmol, 99%) as a white solid.

TH-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 8.12 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.33 (d, ] = 8.0 Hz, 3H), 7.20 (m,
1H), 7.02 (m, 3H), 2.46 (s, 3H).

BC.NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 163.5, 156.9 (d, ] = 3.9 Hz), 154.4 (d, | = 3.9 Hz), 1452,
130.8, 129.6, 127.7 (t, ] = 15.8 Hz), 126.4 (t, ] = 9.1 Hz), 125.4, 112.3 (d, ] = 4.8 Hz),
112.2 (d, ] = 4.9 Hz), 22.0.

YE-NMR: 376 MHz, CDCls; 6 (ppm) = -125.9 (s, 2F)

MS-ESIT: m/z caled. for C14HgF2O, [M+H]™: 248.06; found: 249.14.
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6.4.66 pent-4-ynoic acid

0]
///\/\OH CI’Og, H,SO,4
H,O/acetone, 0°C, 4 OH
1h, 74%
170 171

M [%} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {i]

mL
Pentinol 170 84.12 1.00 - 53.7 5.00 0.904
CrO, 83.99 240 10.8 129 - -
H>SO04, w = 97% 98.08 3.80 - 204 10.9 1.84

CrO; (10.8 g, 129 mmol, 2.40 eq) was premixed in H,SO4 (10.9 mL, 204 mmol, 3.80 eq) H>O (32.0 mL)
was cooled to 0°C followed by slow addition of the previous created mixture. Pentinol (5.00 mL,
53.7 mmol, 1.00 eq) was soluted in acetone (540 mL) and cooled to 0 °C. Under vigorously stirring,
the JoNEs reagent was added until the mixture became orange. The mixture was allowed to warm
up to rt by followed addition of the JoNEs reagent. The mixture was diluted with H,O und extracted
with EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQy, filtered and
concentrated in vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using

cyclohexane/EtOAc (7/1) giving acid 171 (3.90 g, 39.7 mmol, 74%) as a colourless solid.

TH-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 12.23 (s, 1H), 2.75 (t, ] = 2.6 Hz, 1H), 2.38 (m, 4H)
13C-NMR: 101 MHz, CDCl3; d (ppm) = 178.2, 82.2, 69.4, 33.2, 14.1.

MS-ESI—: m/z caled. for CsHgO, [M-H]: 98.04; found: 97.01.
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6.4.67 2-(2,2-bis(bis(benzyloxy)phosphoryl)ethyl)ben  zoic acid

MeO _ HO
- LiOH -
o P(OBn); MeOH/H,0, 25°C, o P(OBn);
16 h, 83%
o7 P(0BN), o~ P(OBN),
126 148

M[L} eq m[g] n[mmol] V [mL] p[i]

mol mL
Phosphonate 64 536.50 1.00 26.7 49.7 - -
Benzoate 143 229.07 1.50 222 74.6 - -
NaH, 57% in min. oil 23.99 1.30 272 64.6 - -

Under argon atmosphere, phosphonate 64 (26.7 g, 49.7 mmol, 1.00 eq) was dissolved in anhydrous
THF (200 mL) and the solution was cooled to 0 °C. Sodium hydride (2.72 g, 64.6 mmol, 1.30 eq) was
added to the solution and the mixture was left stirring for 30 min. The solution was allowed to warm
up to rt and it was left stirring for 1 h. The suspension was cooled to 0 °C and a solution of benzoate
143 (22.2 g, 74.6 mmol, 1.50 eq) in THF (200 mL) was added dropwise. The mixture was left stirring
over night and the reaction was quenched by adding H>O at 0°C the next day. The mixture was
diluted with EtOAc and washed with H;O. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the
combined organic layers were washed with brine, dried over MgSQOy, filtered and concentrated in
vacuo. The crude was purified by flash column chromatography on silica using cyclohexane/EtOAc
(1/1) giving phosphonate 130 (24.9 g, 33.4 mmol, 67%) as a pale viscous oil.

'H-NMR: 400 MHz, CDCl3; 6 (ppm) =7.93 (d, ] =7.7 Hz, 1H), 7.24 (m, 24H), 5.00 (m, 4H), 4.88

(m, 2H), 4.78 (m, 2H), 3.72 (m, 3H).

BC-NMR: 101 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 169.6, 139.6 (t, ] = 10.1 Hz), 136.1 (d, | = 6.8 Hz), 136.0
(d, ] = 6.6 Hz), 132.7, 131.9, 131.5, 130.3, 128.4 (m), 127.2, 68.4 (d, ] = 6.4 Hz), 68.0 (d,
J =65 Hz),38.2 (t, ] = 131.4 Hz), 31.1.

3IP_.NMR: 162 MHz, CDCl3; 6 (ppm) = 24.6 (s, 2P).

MS-ESIT: m/z caled. for C3yH3zOgP> [M+H]": 670.19; found: 671.35.
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6.4.68 (2-(2,6-dimethoxy-4-((2,3,6-trifluoro-5-(5-(2- ((4-
fluorophenyl)sulfonamido)phenyl)thiophene-2-
carbonyl)phenoxy)carbonyl)phenyl)ethane-1,1-diyl)bi s(phosphonic

acid)
o} o}
F S F S
SaaY; SavaY,
F F F F
(0] (e} H’\j\S//O (o) o) HI\}S//O
o° Hy, Pd/C, 1,4-CHD o°
OMe 25°C, 99% OMe
MeO o F MeO 0 F
P(OBn), P(OH),
o~P(0Bn), o~ P(OH)2
140 139
8 8
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phosphonate 140 1220.15 1.00 10.3 8.44 - -
Pd on C, 10 wt. % 106.42 020 1.80 1.69 - -
1,4-CHD 80.12 5.00 - 42.2 3.99 0.847

An autoclave was filled with phosphonate 140 (10.3 g, 8.44 mmol, 1.00 eq), Palladium on carbon
(1.80 g, 1.69 mmol, 20mol%), 1,4-CHD (3.99 mL, 42.2 mmol, 5.00 eq) and MeOH (50.0 mL). The
system was closed and flushed several times with hydrogen. After flushing, the autoclave was
charged with 40 bar of hydrogen and the mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension
was filtered and concentrated in vacuo giving bisphosphonic acid 139 (7.16 g, 8.33 mmol, 99%) as a
white solid.
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-dg; ¢ (ppm) = 10.08 (s, 1H), 8.28 (s, 4H), 7.97 (ddd, | = 9.9, 8.3,
5.7Hz, 1H), 7.74 (dd, ] = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.68 (m, 3H), 7.60 (d, ] = 4.1, 1H), 7.36 (m,

6H), 6.81 (dd, ] = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 3.87 (s, 6H), 3.18 (ddd, ] = 21.0, 14.2, 7.0 Hz, 2H),
2.69 (tt, ] = 22.2, 7.2 Hz, 1H).

BC.NMR: 126 MHz, DMSO-dg; 6 (ppm) = 206.6, 181.2, 165.4, 163.4, 162.6, 158.5, 147.4 (m), 146.4
(ddd, J = 247.0, 11.1, 2.3 Hz), 1449 (ddd, ] = 255.7, 15.6, 3.3 Hz), 141.9, 137.2, 136.5
(d, ] = 3.2 Hz), 132.9, 131.6, 130.2, 130.0, 129.9 (d, ] = 9.4 Hz), 128.7 (d, ] = 9.9 Hz),
1282, 125.0, 124.3 (t, ] = 8.4 Hz), 122.6 (dt, ] = 16.0, 4.7 Hz), 116.4 (d, | = 22.9 Hz),
115.0 (d, ] = 20.4 Hz), 105.5, 56.2, 36.7 (t, ] = 125.1 Hz), 30.7.

YE-NMR: 470 MHz, DMSO-ds; § (ppm) = -106.1 (s, 1F), -131.3 (m, 1F), -138.8 (m, 1F), -143.5 (m,
1F).

3IP-NMR: 202 MHz, DMSO-dg; & (ppm) = 21.1 (s, 2P)

MS-ESI*: m/z caled. for Ca4HpyF4NO13P,S, [M+H]*: 859.03; found: 860.09.
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6.4.69 (3-(2,6-difluorophenoxy)-3-oxopropane-1,1-diyl  )bis(phosphonic acid)

F Q F Q
o} P(OBn), Hz, Pd/C 0 P(OH),
@E mosn MeOH, 25 °C, mOH
F O oPOBN: 24 h, 92% g O oP(OH):

72 92
8 8
M [mol} eq mlg] n[mmol] V[mL] p {mL]
Phosphonate 134 706.17  1.00 0.20 0.28 - -
Pd on C, 10 wt. % 106.42  0.10 0.03 0.03 - -

A flask was flushed three times with argon and phosphonate 72 (0.20 g, 0.28 mmol, 1.00 eq) was
soluted in MeOH (1.0 mL). Palladium on carbon (0.03 g, 0.03 mmol, 10mol%) was added and the

mixture was left stirring for 24 h at rt. The suspension was filtered and concentrated in vacuo giving

bisphosphonic acid 92 (0.09 g, 0.26 mmol, 92%) as a white solid.

'H-NMR:

I3C-NMR:

YE-NMR:

3SIP-NMR:

MS-ESI*:

400 MHz, D,O; é (ppm) = 6.91 (m, 2H), 6.81 (m, 1H), 3.27 (s, 2H), 2.82 (s, 1H).
101 MHz, D,O; 6 (ppm) = 174.2 (t, ] = 9.8 Hz), 153.6 (d, ] = 5.8 Hz), 151.2 (d, | =

6.0 Hz), 1194 (t, ] = 8.8 Hz), 111.8 (d, ] = 6.9 Hz), 111.6 (d, ] = 6.7 Hz), 34.7 (t, | =
127.8 Hz), 30.8 (t, ] = 3.1 Hz).

376 MHz, D,0O;  (ppm) = -134.5 (s, 2F)

162 MHz, D,0; § (ppm) = 20.3 (s, 2P).

m/z caled. for CoH1oF,OgP, [M+H]™: 345.98; found: 347.09.



155

7 Literaturverzeichnis

[1]

2]

[3]

[4]
[5]

[17]

[18]

[19]

[20]

F. Leidenberger, T. Strowitzki, O. Ortmann, Klinische Endokrinologie fiir Fraueniirzte, Springer

Medizin, Heidelberg, 2009.

S. Nussey, S. Whitehead, Endocrinology : an integrated approach, Bios NCBI, Oxford, UK Be-
thesda, Md, 2001.

F. Labrie, V. Luu-The, S.-X. Lin, J. Simard, C. Labrie, Trends Endcrinol. Metab. 2000, 11, 421-
427.

M. C. Carr, | Clin Endocrinol Metab. 2003, 88, 2404-2411.
M. N. Weitzmann, R. Pacifici, J. Clin. Invest. 2006, 116, 1186-1194.

B. Husen, K. Huhtinen, M. Poutanen, L. Kangas, J. Messinger, H. Thole, Mol Cell Endocrinol
2006, 248, 109-113.

D. Poirier, Curr. Med. Chem. 2003, 10, 453-477.

T. M. Penning, Endocr Rev 1997, 18, 281-305.

F. Labrie, Mol. Cell. Endocrinol. 1991, 78, C113-C118.

E. M. Gargano, Diss., Universitdt des Saarlandes, 2015.

P. Lukacik, K. L. Kavanagh, U. Oppermann, Mol. Cell. Endocrinol. 2006, 248, 61-71.
G. Moller, J. Adamski, Mol. Cell. Endocrinol. 2009, 301, 7-19.

M. Meier, G. Moller, J. Adamski, Ann. N.Y. Acad. Sci. 2009, 1155, 15-24.

O Madentausta, R. Sormunen, V. Isomaa, V. P. Lehto, P. Jouppila, R. Vihko, Lab. Investig. 1991,
65, 582-587.

T. Puranen, M. Poutanen, D. Ghosh, P. Vihko, R. Vihko, Mol. Endocrinol. 1997, 11, 77-86.

M. Dumont, V. Luu-The, Y. de Launoit, F. Labrie, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 1992, 41, 605-
608.

S. A. Ghersevich, M. H. Poutanen, H. K. Martikainen, R. K. Vihko, |. Endocrinol. 1994, 143,
139-150.

V. Luu-The, C. Labrie, J. Simard, Y. Lachance, H.-F. Zhao, J. Couét, G. Leblanc, F. Labrie, Mol.
Endocrinol. 1990, 4, 268-275.

L. Wu, M. Einstein, W. Geissler, K. Chan, K. Elliston, S. Andersson, | Biol Chem. 1993, 268,
12964-12969.

T. Suzuki, H. Sasano, S. Andersson, J. I. Mason, J. Clin. Endocrinol. Metab. 2000, 3669-3672.



156

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

M. L. Casey, P. C. MacDonald, S. Andersson, J. Clin. Invest. 1994, 94, 2135-2141.

M. M. Miettinen, M. V. J. Mustonen, M. H. Poutanen, V. V. Isomaa, R. K. Vihko, Biochemical
Journal 1996, 314, 839-845.

R Mindnich, F Haller, F Halbach, G Moéller, M. H. de Angelis, ] Adamski, ]. Mol. Endocrinol.
2005, 35, 305-316.

W. M. Geissler, D. L. Davis, L. Wu, K. D. Bradshaw, S. Patel, B. B. Mendonca, K. O. Elliston,
J. D. Wilson, D. W. Russell, S. Andersson, Nat. Genet. 1994, 7, 34-39.

U. Hoppe, P. M. Holterhus, L. Wiinsch, D. Jocham, T. Drechsler, S. Thiele, C. Marschke, O.
Hiort, J. Mol. Med. 2006, 84, 651-659.

M. Markus, B. Husen, F. Leenders, P. W. Jungblut, P. FHall, J. Adamski, Eur. J. Cell Biol 1995,
68, 263-267.

E. G. van Grunsven, P. A. W. Moaijer, P. Aubourg, R. J. A. Wanders, Hum. Mol. Genet. 1999,
8, 1509-1516.

J Adamski, B Husen, F Marks, P. W. Jungblut, Biochem. ]. 1992, 288, 375-381.

J Adamski, T Normand, F Leenders, D Monté, A Begue, D Stéhelin, P. W. Jungblut, Y de
Launoit, Biochem. |. 1995, 311, 437-443.

K. M. Fung, E. N. S. Samara, C Wong, A Metwalli, R Krlin, B Bane, C. Z. Liu, ]J. T. Yang, J. V.
Pitha, D. J. Culkin, B. P. Kropp, T. M. Penning, H. K. Lin, Endocr.-Relat. Cancer 2006, 169-180.

T. M. Penning, M. E. Burcynski, J. M. Jez, C. F. Hung, H. K. Lin, H. Ma, M. Moore, N. Palackal,
K. Ratnam, Biochem. J. 2000, 351, 67.

O. V. Belyaeva, S. V. Chetyrkin, A. L. Clark, N. V. Kostereva, K. S. SantaCruz, B. M. Chronwall,
N. Y. Kedishvili, Endocrinology 2007, 148, 2148-2156.

M. Quinkler, B. Sinha, J. W. Tomlinson, I. J. Bujalska, P. M. Stewart, W. Arlt, ]. Endocrinol.
2004, 183, 331-342.

Z. Marijanovic, D. Laubner, G. Moller, C. Gege, B. Husen, J. Adamski, R. Breitling, Mol.
Endocrinol. 2003, 17, 1715-1725.

S. Torn, P. Nokelainen, R. Kurkela, A. Pulkka, M. Menjivar, S. Ghosh, M. Coca-Prados, H.
Peltoketo, V. Isomaa, P. Vihko, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2003, 305, 37-45.

A. Krazeisen, R. Breitling, K. Imai, S. Fritz, G. Moller, J. Adamski, FEBS Letters 1999, 460,
373-379.

S. M. MacKenzie, S. S. Huda, N. Sattar, R. Fraser, J. M. C. Connell, E. Davies, Clin. Endocrinol.
(Oxf.) 2008, 69, 848-854.



157

[38]
[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]
[45]
[46]

[47]

[48]

[49]

[50]
[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

S. Ohno, K. Nishikawa, Y. Honda, S. Nakajin, Mol. Cell. Biochem. 2007, 309, 209-215.
X. Y. He, G. Merz, P. Mehta, H. Schulz, S. Y. Yang, J. Biol. Chem. 1999, 274, 15014-15019.

R. Ofman, P. J. Ruiter, M. Feenstra, M. Duran, T. B. Poll-The, J. Zschocke, R. Ensenauer, W.
Lehnert, J. O. Sass, W. Sperl, J. R. Wanders, Am. |]. Hum. Genet. 2003, 72, 1300-1307.

N. Shafqat, H.-U. Marschall, C. Filling, E. Nordling, X.-Q. Wu, L. Bjork, J. Thyberg, E.
Madrtensson, S. Salim, H. Jornvall, U. Oppermann, Biochem. J. 2003, 376, 49-60.

X.-Y. He, G. Merz, Y.-Z. Yang, R. Pullakart, P. Mehta, H. Schulz, S.-Y. Yang, Biochim. Biophys.
Acta Mol. Cell. Biol. Lipids 2000, 1484, 267-277.

X.-Y. He, G. Merz, Y.-Z. Yang, P. Mehta, H. Schulz, S.-Y. Yang, Eur. |. Biochem. 2001, 268, 4899—
4907.

Y. Yokoi, Y. Horiguchi, M. Araki, K. Motojima, FEBS Journal 2007, 274, 4837-4847.
R. Breton, D. Housset, C. Mazza, J. C. Fontecilla-Camps, Structure 1996, 4, 905-915.
K. X. Z. Li, R. E. Smith, Z. S. Krozowski, Endocr. Res. 1998, 24, 663—-667.

Z. Chai, P. Brereton, T. Suzuki, H. Sasano, V. Obeyesekere, G. Escher, R. Saffery, P. Fuller,
C. Enriquez, Z. Krozowski, Endocrinology 2003, 144, 2084-2091.

Y. A. Moon, ]. D. Horton, J. Biol. Chem. 2002, 278, 7335-7343.

E. V. Entchev, D. Schwudke, V. Zagoriy, V. Matyash, A. Bogdanova, B. Habermann, L. Zhu,
A. Shevchenko, T. V. Kurzchalia, |. Biol. Chem. 2008, 283, 17550-17560.

V. Luu-The, P. Tremblay, F. Labrie, Mol. Endocrinol. 2006, 20, 437-443.
P.-G. Blanchard, V. Luu-The, |. Endocrinol. 2007, 194, 449-455.

N. Sakurai, Y. Miki, T. Suzuki, K. Watanabe, T. Narita, K. Ando, C. Y. Tetsu M, D. Aoki, H.
Sasano, H. Handa, J. Steroid. Biochem. 2006, 99, 174-181.

Y. Horiguchi, M. Araki, K. Motojima, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2008, 370, 235-238.

S. Liu, C. Huang, D. Li, W. Ren, H. Zhang, M. Qi, X. Li, L. Yu, Acta Biochim. Pol. 2007, 54,
213-218.

P. Lukacik, B. Keller, G. Bunkoczi, K. Kavanagh, W. H. Lee, J. Adamski, U. Oppermann,
Biochem. ]. 2007, 402, 419-427.

A. K. Jansson, C. Gunnarsson, M. Cohen, T. Sivik, O. Stal, Cancer Res. 2006, 66, 11471-11477.

S. Marchais-Oberwinkler, C. Henn, G. Méller, T. Klein, M. Negri, A. Oster, A. Spadaro, R.
Werth, M. Wetzel, K. Xu, M. Frotscher, R. W. Hartmann, ]J. Adamski, J. Steroid Biochem. Mol.
2011, 125, 66-82.



158

[58]
[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]
[66]
[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]
[75]
[76]

[77]

V. Luu-The, . Steroid Biochem Mol Biol 2001, 76, 143-151.
A. K. Agarwal, R. J. Auchus, Endocrinology 2005, 146, 2531-2538.

D. P. Sherbet, M. Papari-Zareei, N. Khan, K. K. Sharma, A. Brandmaier, S. Rambally, A.
Chattopadhyay, S. Andersson, A. K. Agarwal, R. J. Auchus, Mol. Cell. Endocrinol. 2007, 265-
266, 83-88.

J.-Z. Jin, S.-X. Lin, Biochem. Biophys. Res. Commun. 1999, 259, 489-493.

D. P. Sherbet, O. L. Guryev, M. Papari-Zareei, D. Mizrachi, S. Rambally, S. Akbar, R. J.
Auchus, Endocrinology 2009, 150, 4154-4162.

Y.-W. Huang, I. Pineau, H.-]. Chang, A. Azzi, V. Bellemare, S. Laberge, S.-X. Lin, Mol. Endo-
crinol. 2001, 15, 2010-2020.

C. P. Sager, S. Weber, M. Negri, P. Banachowicz, G. Mdller, J. Adamski, R. W. Hartmann, S.
Marchais-Oberwinkler, |. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2021, 206, 105790.

Z. Chen, L. Tsigelny, W. R. Lee, M. E. Baker, S. H. Chang, FEBS Letters 1994, 356, 81-85.
N. S. Scrutton, A. Berry, R. N. Perham, Nature 1990, 343, 38—43.
D. Ghosh, P. Vihko, Chem. Biol. Interact. 2001, 130-132, 637—650.

T. J. Puranen, M. H. Poutanen, H. E. Peltoketo, P. T. Vihko, R. K. Vihko, Biochem. |. 1994, 304,
289-293.

D. Ghosh, V. Z. Pletnev, D.-W. Zhu, Z. Wawrzak, W. L. Duax, W. Pangborn, F. Labrie, S.-X.
Lin, Structure 1995, 3, 503-513.

M. Negri, M. Recanatini, R. W. Hartmann, PLoS ONE 2010, 5, (Hrsg.: F. Romesberg), e12026.

Y. Dong, Q. Q. Qiu, J. Debear, W. F. Lathrop, D. R. Bertolini, P. P. Tamburini, |. Bone Miner.
Res. 1998, 13, 1539-1546.

M. Feix, L. Wolf, H.-U. Schweikert, Mol. Cell. Endocrinol. 2001, 171, 163-164.

J. Janssen, R. Bland, M. Hewison, M. Coughtrie, S. Sharp, J. Arts, H. Pols, J. van Leeuwen, .
Cell. Biochem. 1999, 75, 528-537.

B. van der Eerden, C. Lowik, J. Wit, M Karperien, J. Endocrinol. 2004, 180, 457-467.
C. H. Blomquist, N. J. Lindemann, E. Y. Hakanson, Arch. Biochem. Biophys. 1985, 239, 206-215.
M.-L. Lu, Y.-W. Huang, S.-X. Lin, J. Biol. Chem. 2002, 277, 22123-22130.

W. L. Duax, ] Thomas, V Pletnev, A Addlagatta, R Huether, L Habegger, C. M. Weeks, Ann.
N.Y. Acad. Sci. 2005, 1061, 135-148.



159

[78]

[79]
[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]
[89]
[90]
[91]
[92]
[93]
[94]
[95]
[96]

[97]

E. L. Sonnhammer, G von Heijne, A Krogh, Proc. Int. Conf. Intell. Syst. Mol. Biol. 1998, 6, 175
182.

J. Soubhye, I. C. Alard, P. van Antwerpen, F. Dufrasne, Future Med Chem 2015, 7, 1431-1456.
T. M. Penning, | Steroid Biochem Mol Biol 2011, 125, 46-56.

J. M. Day, P. A. Foster, H. ]J. Tutill, M. F. Parsons, S. P. Newman, S. K. Chander, G. M. Allan,
H. R. Lawrence, N. Vicker, B. V. Potter, M. J. Reed, A. Purohit, Int. |. Cancer 2008, 122, 1931-
1940.

A. Vuorinen, R. T. Engeli, S. Leugger, F. Bachmann, M. Akram, A. G. Atanasov, B. Walten-
berger, V. Temml, H. Stuppner, L. Krenn, S. B. Ateba, D. Njamen, R. A. Davis, A. Odermatt,
D. Schuster, |. Nat. Prod. 2017, 80, 965-974.

M. Tsachaki, J. Birk, A. Egert, A. Odermatt, Biochim. Biophys. Acta Mol. Cell. Res. 2015, 1853,
1672-1682.

R. T. Engeli, B. B. Rhouma, C. P. Sager, M. Tsachaki, ]. Birk, F. Fakhfakh, L. Keskes, N.
Belguith, A. Odermatt, . Steroid Biochem. Mol. Biol. 2016, 155, 147-154.

R. T. Engeli, M. Tsachaki, H. A. Hassan, C. P. Sager, M. L. Essawi, Y. Z. Gad, A. K. Kamel,
I. Mazen, A. Odermatt, J. Sex. Med. 2017, 14, 1165-1174.

M. Cree, C. L. Soskolne, E. Belseck, J. Hornig, J. E. McElhaney, R. Brant, M. Suarez-Almazor,
J. Am. Geriatr. Soc. 2000, 48, 283-288.

J. A. Kanis, Diagnosis and Clinical Aspects of Osteoporosis, Springer International Publishing,
2018, S. 11-20.

D Stupphann, P Pietschmann, J. Miner. Stoffwechs. Muskuloskelet. Erkrank. 2008, 15, 2-5.
B. L. Riggs, S. Khosla, L. J. Melton, Endocr. Rev. 2002, 23, 279-302.

E. Neumann, G. Schett, Zeitschrift fiir Rheumatologie 2007, 66, 286—289.

S. C. Manolagas, Endocr. Rev. 2000, 21, 115-137.

F. B. Farrell, A. Karpeisky, D. H. Thamm, S. Zinnen, Bone Reports 2018, 9, 47-60.

M. Troeltzsch, S. Kriegelstein, U. Hanf, M. Troeltzsch, Die Quintessenz 2016, 67, 83-93.
W.J. Boyle, W. S. Simonet, D. L. Lacey, Nature 2003, 423, 337-342.

S. L. Teitelbaum, Science 2000, 289, 1504-1508.

M. R. Allen, D. B. Burr in Basic and Applied Bone Biology, Elsevier, 2019, S. 85-100.

P. V. Bodine, B. S. Komm in Vitamins & Hormones, Elsevier, 2002, S. 101-151.



160

[98] S.Bord, D. C. Ireland, S. R. Beavan, ]J. E. Compston, Bone 2003, 32, 136-141.

[99] D. Vanderschueren, J. Gaytant, S. Boonen, K. Venken, Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes 2008,
15, 250-254.

[100] F. Labrie, V. Luu-The, C. Labrie, A. Belanger, J. Simard, S.-X. Lin, G. Pelletier, Endocr. Rev.
2003, 24, 152-182.

[101] C. Bagi, J. Wood, D. Wilkie, B. Dixon, |. Musculoskelet. Neuronal. Interact. 2008, 8§, 267-280.

[102] A.S. Abdelsamie, S. Herath, Y. Biskupek, C. Borger, L. Siebenbiirger, M. Salah, C. Scheuer, S.
Marchais-Oberwinkler, M. Frotscher, T. Pohlemann, M. D. Menger, R. W. Hartmann, M. W.
Laschke, C. J. van Koppen, J. Med. Chem. 2019, 62, 1362-1372.

[103] S.T.Miiller, S. Pdhlig, A. Merabet, A.S. Abdelsamie, C. ]. van Koppen, S. Marchais-Oberwinkler,
R. W. Hartmann, O. Zierau, G. Vollmer, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2019, 192, 105405.

[104] ].-J. Body, P. Bergmann, S. Boonen, Y. Boutsen, O. Bruyere, J.-P. Devogelaer, S. Goemaere, N.
Hollevoet, ].-M. Kaufman, K. Milisen, S. Rozenberg, J.-Y. Reginster, Osteoporos. Int. 2011, 22,
2769-2788.

[105] D. Bonaiuti, B. Shea, R. Iovine, S. Negrini, V. Welch, H. H. Kemper, G. A. Wells, P. Tugwell,
A. Cranney, Cochrane Database Syst. Rev. 2002, 1, 1-37.

[106] R. Eastell, C. J. Rosen, D. M. Black, A. M. Cheung, M. H. Murad, D. Shoback, J. Clin. Endo-
crinol. Metab. 2019, 104, 1595-1622.

[107] M. Kawai, U. I. Modder, S. Khosla, C. J. Rosen, Nat. Rev. Drug Discovery 2011, 10, 141-156.

[108] ]. E. Rossouw, G. L. Anderson, R. L. Prentice, A. Z. LaCroix, C. Kooperberg, M. L. Stefanick,
R. D. Jackson, S. A. Beresford, B. V. Howard, K. C. Johnson, J. M. Kotchen, J. Ockene, JAMA
2002, 288, 321-333.

[109] D. T. Felson, Y. Zhang, M. T. Hannan, D. P. Kiel, P. Wilson, J. J]. Anderson, N. Engl. . Med.
1993, 329, 1141-1146.

[110] C.-L. Chen, JAMA 2002, 287, 734.

[111] B. Ettinger, JAMA 1999, 282, 637.

[112] V. G. Vogel, JAMA 2006, 295, 2727.

[113] R. Marcus, M. Wong, H. Heath, J. L. Stock, Endocr. Rev. 2002, 23, 16-37.
[114] ]. Kanis, C. Cooper, R. Rizzoli, ].-Y. Reginster, Osteoporos. Int. 2018, 30, 3—44.

[115] A.]. Ellis, V. M. Hendrick, R. Williams, B. S. Komm, Expert Opin. Drug Saf. 2015, 14, 921-934.



161

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]
[126]
[127]
[128]

[129]

[130]

E. Barrett-Connor, L. Mosca, P. Collins, M. J. Geiger, D. Grady, M. Kornitzer, M. A. McNabb,
N. K. Wenger, N. Engl. ]. Med. 2006, 355, 125-137.

K. Naylor, J. Clowes, J. Finigan, M. Paggiosi, N. Peel, R. Eastell, Bone 2010, 46, 592-597.

D. Lacey, E Timms, H.-L Tan, M. Kelley, C. Dunstan, T Burgess, R Elliott, A Colombero, G
Elliott, S Scully, H Hsu, J Sullivan, N Hawkins, E Davy, C Capparelli, A Eli, Y.-X Qian, S
Kaufman, I Sarosi, V Shalhoub, G Senaldi, ] Guo, ] Delaney, W. Boyle, Cell 1998, 93, 165-176.

H. Hsu, D. L. Lacey, C. R. Dunstan, I. Solovyev, A. Colombero, E. Timms, H.-L. Tan, G.
Elliott, M. J. Kelley, I. Sarosi, L. Wang, X.-Z. Xia, R. Elliott, L. Chiu, T. Black, S. Scully, C.
Capparelli, S. Morony, G. Shimamoto, M. B. Bass, W. ]. Boyle, Proc. Natl. Acad. Sci. 1999, 96,
3540-3545.

C Muschitz, J. Miner. Stoffwechs. Muskuloskelet. Erkrank. 2011, 18, 69-71.

P. J. Kostenuik, H. Q. Nguyen, J. McCabe, K. S. Warmington, C. Kurahara, N. Sun, C. Chen,
L.Li, R. C. Cattley, G. Van, S. Scully, R. Elliott, M. Grisanti, S. Morony, H. L. Tan, F. Asuncion,
X. Li, M. S. Ominsky, M. Stolina, D. Dwyer, W. C. Dougall, N. Hawkins, W. J. Boyle, W. S.
Simonet, J. K. Sullivan, . Bone Miner. Res. 2009, 24, 182-195.

W. S Simonet, D. L Lacey, C. R Dunstan, M Kelley, M.-S Chang, R Liithy, H. Q Nguyen, S
Wooden, L Bennett, T Boone, G Shimamoto, M DeRose, R Elliott, A Colombero, H.-L Tan,
G Trail, ] Sullivan, E Davy, N Bucay, L Renshaw-Gegg, T. M Hughes, D Hill, W Pattison,
P Campbell, S Sander, G Van, ] Tarpley, P Derby, R Lee, W. Boyle, Cell 1997, 89, 309-319.

L. C. Hofbauer, S. Khosla, C. R. Dunstan, D. L. Lacey, W. ]J. Boyle, B. L. Riggs, J. Bone Miner.
Res. 2000, 15, 2-12.

N. Bucay, I. Sarosi, C. R. Dunstan, S. Morony, J. Tarpley, C. Capparelli, S. Scully, H. L. Tan,
W. Xu, D. L. Lacey, W. ]. Boyle, W. S. Simonet, Genes and Dev. 1998, 12, 1260-1268.

J. E. Compston, M. R. McClung, W. D. Leslie, The Lancet 2019, 393, 364-376.

K. Schulz, H. Lehnert, Der Internist 2019, 61, 51-63.

R. G. G. Russell, N. B. Watts, F. H. Ebetino, M. ]J. Rogers, Osteoporos. Int. 2008, 19, 733-759.
D. M. Black, C. J. Rosen, N. Engl. ]. Med. 2016, 374, (Hrsg.: C. G. Solomon), 254-262.

C.J. Crandall, S. J. Newberry, A. Diamant, Y.-W. Lim, W. E. Gellad, M. ]J. Booth, A. Motala,
P. G. Shekelle, Ann. Intern. Med. 2014, 161, 711.

S. Khosla, J. P. Bilezikian, D. W. Dempster, E. M. Lewiecki, P. D. Miller, R. M. Neer, R. R.
Recker, E. Shane, D. Shoback, J. T. Potts, |. Clin. Endocrinol. Metab. 2012, 97, 2272-2282.



162

[131]

[132]

[133]
[134]
[135]
[136]
[137]
[138]
[139]

[140]

[141]
[142]
[143]
[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

D. M. Black, A. V. Schwartz, K. E. Ensrud, J. A. Cauley, S. Levis, S. A. Quandt, S. Satterfield,
R. B. Wallace, D. C. Bauer, L. Palermo, L. E. Wehren, A. Lombardi, A. C. Santora, S. R.
Cummings, for the FLEX Research Group, JAMA 2006, 296, 2927.

D. M. Black, I. R. Reid, S. Boonen, C. Bucci-Rechtweg, J. A. Cauley, F. Cosman, S. R. Cum-
mings, T. F. Hue, K. Lippuner, P. Lakatos, P. C. Leung, Z. Man, R. L. M. Martinez, M. Tan,
M. E. Ruzycky, G. Su, R. Eastell, . Bone Miner. Res. 2012, 27, 243-254.

S. Kotha, K. Lahiri, D. Kashinath, Tetrahedron 2002, 58, 9633—9695.

J. B. Arterburn, B. K. Bryant, D. Chen, Chem. Commun. 2003, 1890-1891.

N. Miyaura, A. Suzuki, Chem. Rev. 1995, 95, 2457-2483.

J. K. Kim, Y. H. Kim, H. T. Nam, B. T. Kim, J.-N. Heo, Org. Lett. 2008, 10, 3543-3546.

T. Kaminski, P. Gros, Y. Fort, Eur. |. Org. Chem. 2003, 2003, 3855-3860.

P. Gros, S. Choppin, J. Mathieu, Y. Fort, J. Org. Chem. 2002, 67, 234-237.

C. Minard, C. Palacio, K. Cariou, R. H. Dodd, Eur. J. Org. Chem. 2014, 2014, 2942-2955.

L. Schwink, C. Buning, H. Glombik, M. Gossel, D. Kadereit, N. Halland, M. Lohmann, C.
Poverlein, K. Ritter, Pat., WO 2015/150564, 2015.

A. Giroux, Y. Han, P. Prasit, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 3841-3844.

T. Ishiyama, M. Murata, N. Miyaura, J. Org. Chem. 1995, 60, 7508-7510.

C. Franc, F. Denonne, C. Cuisinier, L. Ghose, Tetrahedron Lett 1999, 40, 4555-4558.
C. Coudret, V. Mazenc, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 5293-5296.

B. I. Alo, A. Kandil, P. A. Patil, M. J. Sharp, M. A. Siddiqui, V. Snieckus, P. D. Josephy, J. Org.
Chem. 1991, 56, 3763-3768.

L. Siebenbiirger, V. Hernandez-Olmos, A. S. Abdelsamie, M. Frotscher, C. J. van Koppen, S.
Marchais-Oberwinkler, C. Scheuer, M. W. Laschke, M. D. Menger, C. Boerger, R. W. Hart-
mann, J. Med. Chem. 2018, 61, 10724-10738.

A. S. Abdelsamie, M. Salah, L. Siebenbiirger, A. Merabet, C. Scheuer, M. Frotscher, S. T.
Miiller, O. Zierau, G. Vollmer, M. D. Menger, M. W. Laschke, C. J. van Koppen, S. Marchais-
Oberwinkler, R. W. Hartmann, |. Med. Chem. 2019, 62, 7289-7301.

C. A. Lipinski, F. Lombardo, B. W. Dominy, P. J. Feeney, Adv. Drug Delivery Rev. 2001, 46,
3-26.

A. S. Abdelsamie, C. J. van Koppen, E. Bey, M. Salah, C. Borger, L. Siebenbiirger, M. W.
Laschke, M. D. Menger, M. Frotscher, Eur. |. Med. Chem. 2017, 127, 944-957.



163

[150] M. Salah, A. S. Abdelsamie, M. Frotscher, Mol. Cell. Endocrinol. 2019, 489, 66-81.
[151] R. Cailleau, R. Young, M. Olivé, W. J. Reeves, |. Natl. Cancer Inst. 1974, 53, 661-674.

[152] M. K. Walker, J. R. Boberg, M. T. Walsh, V. Wolf, A. Trujillo, M. S. Duke, R. Palme, L. A.
Felton, Toxicol. Appl. Pharmacol. 2012, 260, 65-69.

[153] I. Tarcomnicu, M. C. Gheorghe, L. Silvestro, S. R. Savu, I. Boaru, A. Tudoroniu, J. Chromatogr.
B 2009, 877, 3159-3168.

[154] L.S. Zhu, V. N. Lapko, J]. W. Lee, Y. ]. Basir, C. Kafonek, R. Olsen, C. Briscoe, Rapid Commun.
Mass Spectrom. 2006, 20, 3421-3426.

[155] I. Tarcomnicu, L. Silvestro, S. R. Savu, A. Gherase, C. Dulea, J. Chromatogr. A 2007, 1160, 21—
33.

[156] A.S.Wong, E. N. Ho, T. S. Wan, K. K. Lam, B. D. Stewart, J. Chromatogr. B 2015, 998-999, 1-7.

[157] W. C. Still, M. Kahn, A. Mitra, | Org Chem 1978, 43, 2923-2925.

8 Supplementary

8.1 Permission of reprint of publications

J. Med. Chem., 2019, 62, 7289-7301.

Referring to American Chemical Society, permission is granted for my request in both print and
electronic formats, and translations, at no charge. Figures and tables may be modified. Requests for
up to 4 figures require only this record. Five or more figures will generate a printout of additional

terms and conditions.



	Vorwort
	Einleitung
	Sexualhormone
	Hydroxysteroid Dehydrogenasen (HSDs)
	17 -Hydroxysteroid Dehydrogenasen (17 -HSDs)
	Katalysemechanismus
	17 -Hydroxysteroid Dehydrogenase 2 (17 -HSD2)
	17-HSD2 als Osteoporosetarget

	Therapie in der Osteoporose

	Ziel der Arbeit
	Ergebnisse und Diskussion
	Synthetische Darstellung von nichtsteroidalen selektiven 17 -HSD14 Inhibitoren
	Synthetische Darstellung von nichtsteroidalen selektiven 17 -HSD2 Inhibitoren
	Pharmakokinetische Evaluierung der 17 -HSD2 Inhibitoren
	Synthetische Darstellung eines Drugs
	Pharmakologische Untersuchung

	Zusammenfassung
	Experimenteller Teil
	Vorbemerkung zum experimentellen Teil
	Materialien und Methoden
	Chromatographie
	Physikalische Daten
	Physikochemische Daten
	Sprache

	Versuchsbeschreibung zur synthetischen Darstellung von nichtsteroidalen selektiven 17 -HSD14 Inhibitoren
	Versuchsbeschreibung nichtsteroidalen selektiven 17 -HSD2 Inhibitoren
	Versuchsbeschreibung zur synthetischen Darstellung eines Drugs

	Literaturverzeichnis
	Supplementary
	Permission of reprint of publications


