
Tabelle 1. Umsetzungen von la-k, 2 und 3 zu 4a-k und 5a-g. interessanterweise laBt sich 7 jedoch nicht mit 3 in Gegen- 
wart von Bronsted- oder Lewis-Sauren zu 4 umsetzen. 

Die geringere Selektivitat bei Venvendung von aromati- 
schen Aldehyden kann moglicherweise durch das Auftreten 
des acyclischen Oxonium-Ions 10 erklart werden. Dieses 
sollte aufgrund der moglichen Mesomerie mit R = Phenyl 
eine hohere Stabilitat als mit R = Alkyl aufweisen. 
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CAS-Registry-Nummern : 
l a ,  75-07-0; I b ,  123-38-6; Ic ,  111-71-7; I d ,  124-19-6; le ,  96-17-3; 1f,630-19-3; 
Ig,  2043-61-0; l h ,  104-55-2; l i ,  100-52-7; l j ,  3132-99-8; l k ,  123-11-5; 2, 
143143-10-6; 3,762-72-1; 4a, 143143-11-7; 4b, 143143-12-8; 4c, 143143-13-9; 
4d, 143143-14-0; 4e, 143143-15-1; 4f, 143143-16-2; 4g, 143143-17-3; 4h (Iso- 
mer l), 143143-18-4; 4h(Isomer 2), 143234-59-7;43, (Isomer 1) 143143-19-5; 4 i  
(Isomer 2). 143234-60-0; 4 j  (Isomer l), 143143-20-8; 4 j  (Isomer 2). 143234- 
61-1; 4k, 143143-21-9; 5a, 64584-92-5; 5b, 51795-28-9; Sc, 143143-22-0; 5d, 
85029-09-0; 5 e ,  143143-23-1 ; Sf, 67760-86-5; 5g, 94340-22-4; 5k, 115413-90-6; 
(1 R,2 R)-Norpseudoephedrinhydrochlorid, 53643-20-2 ; Trifluoressigsaure- 
methylester, 431-47-0. 
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[a] Angabe in Klammern: zuriickgewonnenes 2. [b] Bestimmung durch GC (Chro- 
mopack WOCT CP Sil 19CB, 0.22 mm x 50 m, H2). [c] Drehwerte von 4 (c = 1 in 
Chloroform). [d] Schmelzpunkte von 4, umkristallisiert aus tert-Butylmethylether/ 
Petrolether. [el Das Hauptprodukt hat (R)-Konfiguration. [f] Das Hauptprodukt 
hat (S)-Konfiguration. [g] Der Alkohol wurde aus dem Rohgemisch derivatisiert 
und nachgewiesen. 

eingesetzt werden, allerdings ist die Stereoselektivitat dieser 
Reaktionen geringer (Tabelle 1). 

Die Verwendung anderer Aminoalkohole als chirale In- 
duktoren ergab erheblich schlechtere Ausbeuten und Stereo- 
selektivitaten. So erhielt man mit den Trimethylsilylethern 
von (1 S,2R)-N-Trifluoracetylnorephedrin und von (1 S,2R)- 
N-Trifluoracetylephedrin de-Werte von 52-78 bzw. 56- 
62 % und Ausbeuten von 25 -63 bzw. 32- 34 % fur die Um- 
setzung mit aliphatischen Aldehyden. Aromatische Alde- 
hyde liefern noch schlechtere Ergebnisse. 

Die erhaltenen Homoallylether 4 a  -g konnen durch re- 
duktive Spaltung mit Natrium in fliissigem Arnmoniak['l 
mit guten Ausbeuten ohne Racemisierung in die Homoallyl- 
alkohole 5a-g iiberfiihrt werden (Tabelle 1 ; THF, 
2.5 Aquiv. Natrium, -78 "C, 15 min). Zusatzlich wird hier- 
bei das enantiomerenreine Amphetamin 6 erhalten, das ein- 
fach durch Destillation oder Chromatographie (Kieselgel, 
tert-Butylmethylether/Petrolether) abgetrennt werden kann. 
Der aus p-Methoxybenzaldehyd gebildete Homoallylether 
4k lafit sich ebenfalls selektiv zu 5k und 6 spalten; bei den 
anderen, aus aromatischen Aldehyden und Zimtaldehyd er- 
haltenen Homoallylethern 4h-j, erfolgt dagegen die redukti- 
ve Spaltung in einer nicht enviinschten Weise. 

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von 5 wur- 
de ein 87 : 13-Gemisch der Enantiomere von ent-5 b und 5 b 
mit (R)-( + )-a-Methoxy-a-trifluormethyl-phenylessigsau- 
rechlorid in die entsprechenden Ester uberfiihrt und spektro- 
skopisch vermessen. Aus der Lage der Resonanzsignale fur 
2-H, und 4-H, des Esters von 5 b bei 6 = 1.61 bzw. 2.41 und 
fur 2-H, und 4-H, des Esters von ent-5 b bei 6 = 1.69 bzw. 
2.35 konnte die absolute Konfiguration der Homoallylalko- 
hole entsprechend der Regeln von MosherLgl abgeleitet wer- 
den. Ein Vergleich der Drehwerte von (R)-Dodec-1-en-4-01 
5 d  ([a];0 = +10.5, c = 0.65 in CC1,) mit dem literaturbe- 
kannten Wert ([a]:' = + 10.2, c = 3.5 in CCl,)[41 bestatigt 
die Zuordnung. 

Die hohe Stereoselektivitat der Reaktion beruht vermut- 
lich darauf, dalj sich intermediar selektiv das Oxazolidinium- 
Ion 9 bildet, das in einer S,%-artigen Reaktion geoffnet wird. 
Dafiir spricht auch das Auftreten des Nebenproduktes 7; 
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Stereoselektive Synthese phosphatmodifizierter 
DN A-Bausteine 
Von Wendelin Samstag und Joachim W. Engels* 

Professor Fritz Eckstein zum 60. Geburtstag gewidmet 

Nichtionische DNA-Analoga sind aufgrund ihrer spezifi- 
schen Eigenschaften fur die Untersuchung von DNA-DNA- 
und DNA-Protein-Wechselwirkungen sowie fur die Anwen- 
dung als Antisense-Oligonucleotide van groljem Interesse. 
Diese Molekule bilden durch die verminderte elektrostati- 
sche Abstoljung sehr stabile Komplexe mit komplementaren 

[*] Prof. Dr. J. W. Engels, Dip].-Chem. W Samstag 
Institut fiir Organische Chemie der Universitat 
Niederurseler Hang, W-6000 Frankfurt am Main 50 
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Oligonucleotiden['], sind stabil gegen zellulare Nucleasen['I, 
haben daher in zellularen Systemen lange Halbwertszeiten 
und diffundieren leichter durch die Zellmembran'31. Zu den 
nichtionischen, phosphatanalogen Oligonucleotiden zahlen 
Phosphotriester, Phosphoramidate und Alkylphosphonate. 
Letztere zeichnen sich durch eine besonders hohe Stabilitat 
gegenuber Nucleasen aus; deshalb gehoren die Oligonucleo- 
sid-Methylphosphonate zu den am besten untersuchten 
Verbindungen fur die Anti~ense-Technik[~]. Auch Difluor- 
methyl- und Phenylphosphonate wurden bereits syntheti- 
siert und werden momentan ~ntersucht [~ ,  'I. Bisher ist nicht 
genau bekannt, welchen EinfluB die Methylgruppe der 
Methylphosphonate auf die Helixbildung ausiibt. Es er- 
schien uns interessant, sterisch anspruchsvollere organische 
Reste als Modifikation am Phosphoratom einzubauen, de- 
ren EinfluB auf die Diastereoselektion zu untersuchen und 
somit gezielt die Konfiguration und die Molekiilgeometrie 
zu beeinflussen. Wir berichten hier uber einen einfachen ex- 
perimentellen Zugang zu iiberwiegend Sp-konfigurierten 
Alkyl- und Benzylphosphonaten, basierend auf der Reak- 
tion von Organozinkhalogeniden rnit PC1,. 

Die Umsetzung der Grignard-Verbindung 1 mit ZnC1, 
fiihrt zu den Organozinkhalogeniden 2, die mit PCI, zu den 
gewiinschten Alkyl- oder Benzyldichlorphosphanen 3 wei- 
terreagieren (Schema 1). 

R- PCI, ZnCl, E l 3  ~ R-MgBr R- ZnBr 

1 2 3 

Schema I .  Synthese der Phosphonylierungsreagentien, R = iPr, Benzyl, (S ) -  
(+)-2-Methylbutyl. 

In einer Eintopfreaktion wird dann das Phosphonylie- 
rungsreagens 3 in THF nacheinander rnit zwei geschiitzten 
Nucleosiden umgesetzt. Der resultierende Phosphonigsaure- 
diester wird ohne Isolierung durch Zugabe von tert-Butylhy- 
droperoxid zu den entsprechenden Alkyl- oder Benzylphos- 
phonaten 4-12 oxidiert (Schema 2). 

Durch Umsetzung von jeweils zwei Aquivalenten 5'-0- 
Tritylthymidin oder 3'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)thymidin 
mit dem Phosphonylierungsreagens sind die symmetrisch 
3',3'- bzw. 5',5'-verkniipften Phosphonate 7-9 bzw. 10-12 
als Referenzverbindungen zuganglich. Reaktion von 5'-0- 
Tritylthyinidin und 3'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)thymidin 
rnit RPCI, ergibt 4-6 rnit 3',5'-Verkniipfung. Die 3',3'-Phos- 
phonate 7-9 entstehen immer als Nebenprodukte, wahrend 
die Bildung von 10-12 (durch Reaktion von 3'-0-(tert- 
Buty1dimethylsilyl)thymidin rnit unverbrauchtem RPCI,) 
durch einen leichten UberschuB (0.06 Aquiv.) an 5'-0-Trityl- 
thymidin unterdriickt werden kann. 

Durch die Einfiihrung der Modifikation wird am Phos- 
phoratom ein Chiralitatszentrum erzeugt. Die Verbindungen 
4-6 liegen jeweils als zwei Diastereomere (a, b) vor, die iiber 
praparative Umkehrphasen-HPLC getrennt wurden. Ana- 
log zu den Methylphosphonaten hat das entstandene Rp- 
konfigurierte Isomer die kiirzere Retentionszeit. Eine ein- 
deutige Zuordnung durch 31P-NMR-Spektroskopie ist nach 
neueren Erkenntnissen nicht moglich["l Die Konfiguration 
der Diastereomere 4 wurde rnit der ROESY-NMR-Technik 
bestimmt['I. Hierzu miRt man die ROES zwischen den ben- 
zylischen Methylenprotonen und den Zuckerprotonen in der 
nachsten Umgebung. Interessanterweise ist bei den Verbin- 
dungen 4-6 nach unserer derzeitigen Zuordnung eine Selek- 
tion zugunsten des Sp-Isomers zu beobachten, wahrend bei 
der Synthese der Methylphosphonate stets das Rp-Isomer 
bevorzugt gebildet wirdLsl (Tabelle 1). 
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Schema 2. Herstellung der 3'5'- (4-6), 3',3'- (7-9) und S,S-verkniipften (10- 
12) Alkyl- und Benzylphosphonate. 4,7,10: R = rFr; 5,8,11: R = Benzyl; 6, 
9, 12: R = (S)-(+)-Methylbutyl. Die Verbindungen 4-6 liegen als Diastereo- 
mere vor. Diese Rp-/Sp-Isomere werden durch a oder b gekennzeichnet. 
Tr = Trityl; TBDMS = terf-Butyldimethylsilyl; T = Thymidyl. 

Die Konfiguration am Phosphoratom hat einen drasti- 
schen EinfluS auf die Stabilitat von Duplizes aus modifizier- 
ten Oligonucleotiden und komplementaren Sequenzen. Oli- 
gonucleosid-Methylphosphonate mit uberwiegend Rp-kon- 
figurierten Diastereomeren ergeben rnit komplementarer 
DNA stabilere Hybride als die natiirlich vorkommenden 
Analoga, wahrend Duplizes mit vorwiegend Sp-konfigurier- 
ten Isomeren eine verminderte Stabilitat aufweisenIgl. Die 
Ursache fur dieses Verhalten ist noch ungeklart. Weitere Er- 
kenntnisse hoffen wir dadurch zu gewinnen, daB wir die neu 

Tabelle 1. Diastereoselektivitaten in Abhdngigkeit vom Substituenten am 
Phosphoratom bei verschiedenen Temperaturen. 

P-Substituent T [ "C] Rp/Sp P-Substituent T["CI RPISP 

Methyl + 4 2.0 : 1 .O Isopropyl +4 1.0:2.8 
Methyl -78 5 .O: l .O  Isopropyl -78 1.0:3.9 
Benzyl +4  1.0:1.6 (S)-(+)-2-MethylbutyI +4 1.0:2.2 
Benzyl -78 1.0:2.7 (S)-(+)-2-Methylbutyl -78 1.0:2.8 
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modifizierten Nucleosidphosphonate in Oligonucleotide ein- 
bauen und deren Verhalten beziiglich der Duplexbildung un- 
tersuchen. 

Wie UV- und CD-Messungen an zahlreichen diastereome- 
renreinen Methylphosphonatdimeren belegen, liegen die Ba- 
sen im Rp-Isomer in der gestapelten Form vor, wahrend 
beim Sp-Isomer die gestreckte Form iiberwiegtt"]. Bei Sp- 
Konfiguration der Phosphodiesterbindung steht der Substi- 
tuent am Phosphoratom in pseudoaxialer Position und riickt 
damit in die Nahe der Nucleosidbasen. Da bei der hier vorge- 
stellten Synthese eben dieses Isomer deutlich bevorzugt wird, 
besteht nun die Moglichkeit, durch geeignete Wahl des Sub- 
stituenten gezielt die Geometrie des Molekiils zu verandern. 
Weitere Einfluhahme, sei sie sterischer, elektronischer oder 
auch kovalenter Natur, eroffnet so ein neues Feld fur 
Molecular Modeling an DNA-Molekiilen. 

Die bevorzugte Bildung eines Isomers ist in Einklang mit 
unserer Vorstellung vom Reaktionsmechanismus. Die Dia- 
stereoselektion findet bei der Reaktion des Monoesters mit 
dem zweiten Nucleosid statt, wobei wir einen SN2(P)-Mecha- 
nismus annehmen. Die beiden Halbraume, aus denen der 
nucleophile Angriff erfolgen kann, werden durch die Trityl- 
schutzgruppe einerseits und den Substituenten am Phos- 
phoratom andererseits unterschiedlich abgeschirmt, und so- 
mit ist einer dieser Halbraume energetisch begiinstigt["]. 1st 
der Substituent am Phosphoratom klein, so wird der Angriff 
iibenviegend aus diesem Halbraum erfolgen, wobei das Rp- 
konfigurierte Produkt entsteht. 1st dieser Substituent ste- 
risch anspruchsvoll, wird der Angriff aus dem Halbraum der 
Tritylgruppe giinstiger, und es entsteht bevorzugt das Sp- 
Isomer. Im letzteren Fall ist eine Abnahme der Ausbeute zu 
beobachten, da die Umgebung des Phosphoratoms nunmehr 
im Monoester bereits stark ausgefiillt ist. Auch die Venven- 
dung eines chiralen Substituenten, wie hier (S)-( +)-2-Me- 
thylbutyl, fiihrte somit nicht zu einer weiteren Steigerung des 
Diastereomerenverhaltnisses. Uber die Monoesterstufe sind 
auch Phosphoramidite als Bausteine fur die Festphasensyn- 
these leicht zuganglich, wobei jedoch derzeit noch keine Aus- 
sagen iiber Stereoselektivitaten und Ausbeuten moglich sind. 

Experimentelles 
3: Zu 0.1 mol der in 300 mL Ether gelosten Grignard-Verbindung 1 wird bei 
0 "C unter Argon eine Losung von ZnC1, (0.1 mol) in Ether getropft, wobei ein 
grauer Niederschlag entsteht. Man laRt noch 15 min nachriihren, uberfuhrt die 
Suspension in einen Tropftrichter und tropft in eine siedende Losung aus 
0.3 mol PCI, und 50 mL Ether. Man fihrt  noch 1 h unter RuckfluD, kuhlt auf 
Raumtemperatur, saugt ab und wascht rnit Ether nach. Das vom Losungsmittel 
befreite Filtrat wird im Argonstrom fraktioniert. 
,*P-NMR (121.5 MHz, CDCI,, 295 K, 85proz. H,PO, extern): Benzyldichlor- 
phosphan: 6 = 179.3; Dichlorisopropylphosphan: 6 = 199.8; Dichlor-(S)-( +)- 
2-methylbutylphosphan: b = 198.1. 
4-6: 0.76 mmol 5'-Tritylthymidin und 0.725 mmol 3'-(tert-Butyldimethylsilyl)- 
thymidin werden in separaten Spitzkolben rnit THF coevaporiert. In einem 
ausgeheizten, mit Argon gespiilten und rnit Septum verschlossenen Kolben 
werden 2 mL THF, 1.5 mmol Collidin und 0.745 mmol Phosphonylierungs- 
reagens 3 vorgelegt und auf 4 "C gekiihlt. Zu dieser Losung wird unter Riihren 
das 5'-geschutzte Nucleosid, gelost in 3 mL THF, mit einer Hamilton-Spritze 
innerhalb von 5 min zugegeben, wobei ein weiDer Niederschlag entsteht. Nach 
10min gibt man das in THF geloste 3'-geschutzte Nucleosid bei 4°C oder 
-78 "C innerhalb von 5 min zu und ruhrt noch 30 min nach. Nach dem Auf- 
tauen auf -20°C oder bei 4°C wird rnit rert-Butylhydroperoxid in 10min 
oxidiert. Die Suspension wird eingeengt und der Riickstand in 150 mL CHCI, 
aufgenommen. Nach dem Waschen mi1 5prOZ. NaHC0,-Losung, 5proz. 
Na,SO,-Losung und H,O wird iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und einro- 
tiert. Der Ruckstand wird in wenig CHCI, gelost und aus n-Hexan gefallt. Man 
saugt ab, wascht nach und trocknet im ~lpumpenvakuum. 
Ausheuten bezogen auf umgesetztes TrT: 4a,b: 47% (4"C), 38% (-78°C); 
5a,b:56% (4"C),28% (-78"C);6a,b:31%(4"C), 11%(-78"C).Priparati- 
ve HPLC-Trennung der Diastereomere: 4a,b: Lichrospher RP-CIS Semiprap. 
5 p ;  3 mL/min Triethylammoniumacetat (TEAA) 0.1 M/CH,CN 28/72 isochra- 
tisch. 5a,b: Bondapack C18 prap. lop;  15 mL/min TEAA 0.1 M/CH,CN 51/49 
isochratisch. 6a,b: Bondapack CIS prdp. l op ;  15 mL/min TEAA 0.1 M/ 

CH,CN 47/53 isochratisch. 

"P-NMR (121.5 MHz, CDCI,, 295 K, 85% H,PO, extern): 4: 6 = 29.1 (Rp) ,  
28.1 (Sp);  5:  6 = 37.9 (Rp),  37.1 ( S p ) ;  6: b = 34.9 (Rp) ,  34.0 (Sp).  
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Synthese des speziesspezifischen 
Mycobacterilcm-avilcm(Serovar 21)-Trisaccharids 
zur Herstellung eines Neoglycoproteins fur 
immunologische Studien" * 
Von Thomas Ziegler* 

Cornelis P. J.  Glaudemans zum 60. Geburtstag gewidmet 

Disseminierte Infektionen durch Mikroorganismen des 
MAI-Komplexes (Mycobacterium avium intracellulare), die 
normalerweise keine Krankheiten hervorrufen, werden hau- 
fig bei AIDS-Patienten als schwenviegende Komplikation 
des Krankheitsverlaufs beobachtet -'I. Die fruhzeitige Er- 
kennung der Infektion und die klare diagnostische Unter- 
scheidung dieser ,,atypischen" Mycobacteriosen von Tuber- 
kulose (Mycobacterium tuberculosis, bovis) ist fur die gezielte 
Behandlung der Infektion wichtig. Dies ist jedoch nur durch 
aufwendige und zeitraubende Kultivierung von Bakterien- 
isolaten mogl i~h[~] .  Ein schneller und hochselektiver Nach- 
weis von atypischen Mycobacteriosen (z.B. serologisch 
durch ELISA-Techniken oder durch Hauttests) ware des- 
halb fur klinische Routineuntersuchungen wiinschenswert. 
Hierfur ist jedoch die Zuganglichkeit MAI-spezifischer Anti- 
gene erforderlich, die die Herstellung geeigneter Antiseren 
oder die Bestimmung von Antikorpertitern ermoglicht. Ein 
entsprechender Ansatz unter Verwendung von MAI-spezifi- 
schen Protein-Antigenen hat jedoch kurzlich gezeigt, daD 
storende Kreuzreaktionen mit Antigenen von M .  tuberculo- 
sis auftreten konnen und somit keine eindeutige Diagnose 
zulassen ['I. 

Vielversprechender ist dagegen die Verwendung von spe- 
ziesspezifischen Oligosaccharidhaptenen, die sich in den 
charakteristischen Glycopeptidolipiden der Zellmembran 
von MA1 findenL6-'I. Es handelt sich hierbei um Tri- bis 
Pentasaccharide, die 0-glycosidisch an die Threonineinheit 
eines Tetrapeptids geknupft sind (Schema 1). Der proteinsei- 

[*] Dr. T. Ziegler 
Institut fur Organische Chemie und Isotopenforschung 
Pfaffenwaldring 55, W-7000 Stuttgart 80 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefor- 
dert. Verwendete Abkurzungen: p = Pyranose, Rha = Rhamnose, Tal = 
Talose, Bn = Benzyl, Bz = Benzoyl, Ac = Acetyl, Z = Benzyloxycar- 
bonyl, Tos = Tosyl, TMSOTf = Trimethylsilyltriflat, BSA = Rinder- 
serumalbumin, PBS = phosphatgepufferte Kochsalzlosung, EE = Essig- 
saureethylester, RT = Raumtemperatur. 
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