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, wihrend
beim Sp-Isomer die gestreckte Form iiberwiegt!'®), Bei Sp-
Konfiguration der Phosphodiesterbindung steht der Substi-
tuent am Phosphoratom in pseudoaxialer Position und riickt
damit in die Nihe 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 veridndern.
Weitere EinfluBnahme, sei sie sterischer, elektronischer oder
auch kovalenter Natur, eroffnet so ein neues Feld fiir
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 S,2(P)-Mecha-
nismus annehmen. Die beiden Halbriume, 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 Halbriume energetisch begiinstigt!! !}, Ist
der Substituent am Phosphoratom klein, so wird der Angriff
iiberwiegend aus diesem Halbraum erfolgen, wobei das Rp-
konfigurierte Produkt entsteht. Ist 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 Verwen-
dung eines chiralen Substituenten, wie hier (S)-(+)-2-Me-
thylbutyl, filhrte somit nicht zu einer weiteren Steigerung des
Diastereomerenverhiltnisses. Uber die Monoesterstufe sind
auch Phosphoramidite als Bausteine fiir die Festphasensyn-
these leicht zuginglich, wobei jedoch derzeit noch keine Aus-
sagen Uber Stereoselektivititen und Ausbeuten méglich sind.

Experimentelles

3: Zu 0.1 mol der in 300 mL Ether geldsten Grignard-Verbindung 1 wird bei
0°C unter Argon eine Losung von ZnCl, (0.1 mol) in Ether getropft, wobei ein
grauer Niederschlag entsteht. Man 148t noch 15 min nachriihren, iiberfiihrt die
Suspension in einen Tropftrichter und tropft in eine siedende Lésung aus
0.3 mol PCl; und 50 mL Ether. Man rithrt noch 1 h unter RiickfluB3, kiihlt auf
Raumtemperatur, saugt ab und wischt mit Ether nach. Das vom Lésungsmittel
befreite Filtrat wird im Argonstrom fraktioniert.

3'P-NMR (121.5 MHz, CDCl,, 295 K, 85proz. H,PO, extern): Benzyldichlor-
phosphan: § =179.3; Dichlorisopropylphosphan: & =199.8; Dichlor-(S)-( +)-
2-methylbutylphosphan: § =198.1.

4-6: 0.76 mmol 5'-Tritylthymidin und 0.725 mmol 3'-(fert-Butyldimethylsilyl)-
‘thymidin werden in separaten Spitzkolben mit THF coevaporiert. In einem
ausgeheizten, mit Argon gespiilten und mit Septum verschlossenen Kolben
werden 2 mL THEF, 1.5 mmol Collidin und 0.745 mmol Phosphonylierungs-
reagens 3 vorgelegt und auf 4 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wird unter Rithren
das 5'-geschiitzte Nucleosid, gelost in 3 mL THF, mit einer Hamilton-Spritze
innerhalb von 5 min zugegeben, wobei ein weiller Niederschlag entsteht. Nach
10 min gibt man das in THF geloste 3'-geschiitzte Nucleosid bei 4 °C oder
— 78 °C innerhalb von 5 min zu und riihrt noch 30 min nach. Nach dem Auf-
tauen auf —20°C oder bei 4°C wird mit rert-Butylhydroperoxid in 10 min
oxidiert. Die Suspension wird eingeengt und der Riickstand in 150 mL CHCI,
aufgenommen. Nach dem Waschen mit Sproz. NaHCO,-Lésung, Sproz.
Na,S0,-Lésung und H,O wird iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und einro-
tiert. Der Riickstand wird in wenig CHCI, gelést und aus n-Hexan gefillt. Man
saugt ab, wiischt nach und trocknet im Olpumpenvakuum.

Ausbeuten 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). Préiparati-
ve HPLC-Trennung der Diastereomere: 4a,b: Lichrospher RP-C18 Semiprip.
5p; 3 mL/min Triethylammoniumacetat (TEAA) 0.1 M/CH,CN 28/72 isochra-
tisch. 5a,b: Bondapack C18 prip. 10 4; 15 mL/min TEAA 0.1 M/CH,CN 51/49
isochratisch. 6a,b: Bondapack C18 prip. 10u; 15mL/min TEAA 0.1 M/
CH,CN 47/53 isochratisch.
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$1P.NMR (121.5 MHz, CDCl,, 295 K, 85% H,PO, extern): 4: = 29.1 (Rp),
28.1 (Sp); 5: 6 = 37.9 (Rp), 37.1 (Sp); 6: & = 34.9 (Rp), 34.0 (Sp).

Eingegangen am 23. Mai 1992 [Z 5370]
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Synthese des speziesspezifischen
Mpycobacterium-avium(Serovar 21)-Trisaccharids
zur Herstellung eines Neoglycoproteins fiir
immunologische Studien**

Von Thomas Ziegler*
Cornelis P. J. Glaudemans zum 60. Geburistag gewidmet

Disseminierte Infektionen durch Mikroorganismen des
MAI-Komplexes (Mycobacterium avium intracellulare), die
normalerweise keine Krankheiten hervorrufen, werden hiu-
fig bei AIDS-Patienten als schwerwiegende Komplikation
des Krankheitsverlaufs beobachtet™ ~31. Die friihzeitige Er-
kennung der Infektion und die klare diagnostische Unter-
scheidung dieser ,,atypischen* Mycobacteriosen von Tuber-
kulose (Mycobacterium tuberculosis, bovis) ist fir die gezielte
Behandlung der Infektion wichtig. Dies ist jedoch nur durch
aufwendige und zeitraubende Kultivierung von Bakterien-
isolaten moglich!™). Ein schneller und hochselektiver Nach-
weis von atypischen Mycobacteriosen (z.B. serologisch
durch ELISA-Techniken oder durch Hauttests) wire des-
halb fiir klinische Routineuntersuchungen wiinschenswert.
Hierfiir ist jedoch die Zugénglichkeit MAI-spezifischer Anti-
gene erforderlich, die die Herstellung geeigneter Antiseren
oder die Bestimmung von Antikdrpertitern erméglicht. Ein
entsprechender Ansatz unter Verwendung von MAI-spezifi-
schen Protein-Antigenen hat jedoch kiirzlich gezeigt, daB3
storende Kreuzreaktionen mit Antigenen von M. tuberculo-
sis auftreten kénnen und somit keine eindeutige Diagnose
zulassen!®),

Vielversprechender ist dagegen die Verwendung von spe-
ziesspezifischen Oligosaccharidhaptenen, die sich in den
charakteristischen Glycopeptidolipiden der Zellmembran
von MALI finden!®~®). Es handelt sich hierbei um Tri- bis
Pentasaccharide, die O-glycosidisch an die Threonineinheit
eines Tetrapeptids gekniipft sind (Schema 1). Der proteinsei-

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

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefér-
dert. Verwendete Abkiirzungen: p = Pyranose, Rha = Rhamnose, Tal =
Talose, Bn = Benzyl, Bz = Benzoyl, Ac = Acetyl, Z = Benzyloxycar-
bonyl, Tos = Tosyl, TMSOTSf = Trimethylsilyitriflat, BSA = Rinder-
serumalbumin, PBS = phosphatgepufferte Xochsalziosung, EE = Essig-
sdureethylester, RT = Raumtemperatur.
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Schema 1. Struktur der MAI-Glycopeptidolipide (Serovare 8 und 21).

tige Disaccharidrest a-L-Rhap-(1 — 2)-6-desoxy-o-L-Talp ist
darin fiir alle MAI-Serovarderivate konserviert, wohingegen
die serologisch unterscheidbaren Spezies durch den Saccha-
ridrest am nichtreduzierenden Ende determiniert sind!®. Be-
sonders interessant sind die Serovare 8 und 21, die beide
einen immunodominanten 4,6-pyruvylierten S-D-Glcp-Rest
tragent® 1% In dieser Zuschrift wird nun die effiziente che-
mische Synthese eines Trisaccharid-Neoantigens von MAI
{Serovar 21) beschrieben, das direkt fiir diagnostische Zwek-
ke oder zur Herstellung spezifischer Antikérper eingesetzt
werden kann. Erstmals gelang hier die vollstindige Herstel-
lung eines komplexen pyruvatacetalhaltigen Oligosaccha-
rids.

OCH,Ph

BzO

o
o
2
o
o

OCH,

9 R:=H

10 .R=Bn

lb] Le)
OCH,Ph OR

B20 o] o]
OH OBn
OAc BnO OH
3
11 .R=Me

12 .R=(CH,IsNHZ

Schema 2. Herstellung der Monosaccharidbausteine 3 und 12. a) BzCl in Pyri-
din. b) 1) AcOH (90proz.); 2) MeC(OMe),, kat. TosOH in DMF; 3) AcOH
(80%).c¢) 1) Lit. [8]; 2) H,, Pd (10 % auf Aktivkohle) in EE; 3) Ac,O in Pyridin;
4) HBr in AcOH, —94% 7. d) 1) 2,6-Lutidin in MeOH; 2) kat. NaOMe in
MeOH;; 3) BnBr, NaH in THF. €) 1) HO(CH,,);NHZ, kat. HgBr, in MeCN; 2)
kat. NaOMe in MeOH, —18% 11, - 55% 12.
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Fiir die Synthese wurde ein blockweiser Aufbau des Tri-
saccharids gewdhlt, der ein Minimum an notwendigen
Schutzgruppenmanipulationen gewéhrleisten sollte. Die be-
notigten Monosaccharidbausteine 3 und 12 wurden dazu aus
dem gut zugiinglichen!! =41 L_Rhamnopyranosidderivat 1
synthetisiert (Schema 2). Benzoylierung von Verbindung 1
ergab das kristalline Derivat 2 (72 %), das in den L-Rhamno-
sylacceptor 3 (65 %) iiberfithrt wurde. Der 6-Desoxy-L-talo-
sylacceptor 12 sollte ein 5-Aminopentylaglycon tragen, um
spiter das Saccharid mit einem Protein verkniipfen zu kon-
nen. Zur Synthese von 12 wurde 1 in das bekannte 1-Talosid
4 umgewandelt!'? 3 Nach Hydrieren der Benzylgruppe
(4 — 5) und Acetylierung wurde das erhaltene Tetraacetat 6
ohne weitere Reinigung mit HBr zu 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-
desoxy-a-L-talopyranosylbromid 7 (94 %) umgesetzt und an-
schlieBend mit Methanol in den Orthoester 8 iiberfiihrt.
Nach Abspaltung der Acetatreste an O3 und O4 (Zemplén)
und Benzylierung der Zwischenstufe 9 wurde in 79% Aus-
beute das L-Talopyranosederivat 10 erhalten. Alle Synthese-
schritte fiir die Konversion 4 —10 verliefen einheitlich, so
daf} die zeitraubende Isolierung und Charakterisierung der
Zwischenstufen 5—9 entfallen konnte. Dieses Vorgehen trug
letztlich zur Effizienz der hier gewdhlten Synthese von 10 bei.
Verbindung 10 lieferte schlieBlich nach Reaktion mit 5-Ben-
zyloxycarbamidopentanol unter HgBr,-Katalyse!'*! und
Deblockierung der 2-Position den gewiinschten Acceptor 12
(55%). Als Nebenprodukt entsteht noch 18 % L-Talopyra-
nosid 11, das kiirzlich auf unabhingigem Weg hergestellt
und fiir die Synthese des MAI-Tetrasaccharids (Serovar 4)
eingesetzt wurde!®!. Die Synthesebausteine 3 und 12 konnten

Tabelle 1. Ausgewihlte physikalische Daten der Verbindungen 2, 3, 10, 12 und
14-17.

2: Fp =143°C; [ulp = — 25.1 (¢ = 0.6, CHCL,); *H-NMR (CDCl,, TMS):
§=513(s,J,, = 0, 1 H; H1); *C-NMR (CDCl,, TMS): 5 = 96.2 (C1), 76.1,
75.8,75.0 (C2,3,4), 69.3 (Bn), 64.3 (C5), 17.1 (C6).

3: Fp=117-118°C; [a]p = — 58.0 (¢ = 0.6, CHCl,); 'H-NMR (CDCl,,
TMS): & = 4.95 (d, J, ; =1.6, 1H; H1); 3C-NMR (CDCl,, TMS): & = 96.8
(C1), 75.3 (C3), 72.7 (C4), 68.7 (C2), 66.3 (CS), 69.7 (Bn), 17.5 (C6).

10: [o]p = +6.7 (¢ = 0.3, CHCL,); 'H-NMR (CDCl,, TMS): § = 5.33 (d,
Jy 2 = 2.3, 1Hy H1); *C-NMR (CDCly, TMS): 8 =125.0 (Cpun)» 976 (C1),
76.5,75.4, 74.1 (1C, 1C, 2C; C2,3,4,5), 70.6, 69.5 (2Bn), 49.1 (OMe), 25.4 (Me),
17.4 (C8).

12: [, = — 37.6 (¢ = 0.4, CHCL,); *H-NMR (CDCl,, TMS): & = 4.86 (d,
Jp.2 = 2.1, 1H; H1); "*C-NMR (CDCl;, TMS): § =101.5 (C1), 78.8 (C3), 75.5
(Bn), 74.5 (C4), 69.8 (Bn), 68.0 (C2), 67.5 (Bn), 66.7 (Bn), 66.4 (C5), 40.9
(CH,N), 29.8, 29.1, 23.4 (CH,), 16.9 (C6).

14: Fp = 211°C; [a]p = +43.2 (¢ = 0.2, CHCL); 'H-NMR (CDCl,, TMS):
5=486 (4, J,, =17, 1H; H1), 1.13 (d, J, ¢ =62, 3H; He), 4.83 (d,
Jy,, =17, 1H; HY), 3.80 (s, 3H; COOMe), 1.46 (s, 3H; Me); *C-NMR
(CDCl,, TMS): § =101.6 (C1), 99.3 (Cppure)s 96.9 (C1), 75.0 (C4), 74.5 (C3),
72.6 (C¥), 72.2 (C2), 72.0 (C4), 71.5 (C2), 69.8 (Bn), 66.7 (C5), 65.1 (C6), 66.0
(C5), 52.8 (COOMe), 25.2 (Me), 17.4 (C6).

15: [a], = +31.3 (c = 0.2, CHCL,); "H-NMR (CDCl,, TMS): & = 6.23 (d,
Jy 2 =1.9,1H; H1),1.17(d, J5 ¢ = 6.3, 3H, H6), 4.86 (d, J,. , =7.7, 1 H; H1'),
3.81 (s, 3H; COOMe), 1.46 (s, 3H; Me); 13C-NMR (CDCl,, TMS): & =101.8
(C1),99.4 (C,p. ). 94.7 (C1), 90.9 (CCLy), 74.5 (C4), 74.4 (C3), 72.2(C3), T1.9
(2C, C4,2), 70.1 (C2), 69.6 (C5), 66.1 (C5), 65.0 (CE), 52.8 (COOMe), 25.2
(Me), 17.5 (C6).

16 {olp = +26.4 (¢ = 0.1, CHCL,); ‘H-NMR (CDCl,, TMS): § = 4.92 (brs,
J» < 0.5, 1H; H1), 1.34(d, Js ¢ = 6.5, 1 H; H6), 4.66 (d, J,. , =1.9, 1H; HI'),
112 d, Jy ¢ = 6.3, 1H; HE), 4.29 (d, J,.. 5 =7.5, 1H; H1"), 3.76 (s, 3H;
COOMe), 1.45 (s, 3H; Me); '3C-NMR (CDCl,, TMS): & =101.0 (C1”), 99.5
(C1),99.2 (C1'), 99.1 (Cyoen) 77.2 (C3), 75.4 (C4"), 74.4 (2C, C4,3), 73.1 (Bn),
72.5 (C3"), 72.0 (2C, C2,2"), 71.2 (C4Y), 71.0 (Bn), 67.5 3C, C2, B, CH,0),
67.3 (C59, 66.7 (2C, C5,57), 65.2 (C6"), 52.6 (COOMe), 41.0 (CH,N), 29.1
(CH,), 25.7 (Me), 234, 23.2 (CH,), 17.5 (C6'), 17.1 (C6).

17: [al, = —161.3 (¢ = 0.1, H,0); **C-NMR (D,0): § =178.2 (COO), 107.1
(C17), 105.4 (C1'), 104.4 (C o), 101.7 (C1), 82.4 (C2), 80.1 (C3), 78.8 (C4"),
77.1(C2"), 75.7 (C3"), 74.4 (C3), 73.9 (CH,0), 72.5 (C4), 72.1 2C, C4',5), 70.7
(C27,70.0 (C5"), 68.8 (C5"), 67.2 (C6"), 42.3 (CH,N), 30.8 (CH,), 29.4 (CH,),
27.5 (Me), 25.3 (CH,), 19.6 (C6), 18.3 (C6).
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somit in Gesamtausbeuten von 47 % (bezliglich 1) bzw. 40 %
(bezliglich 4) erhalten werden.

Der Aufbau des MAI-Trisaccharids erfolgte nun vom
nichtreduzierenden Ende her (Schema 3). Dementsprechend
war ein geeigneter pyruvylierter Glucosyldonor erforderlich.
Besonders bewidhrt hat sich hierfiir das Trichloracetimidat
13, das einfach aus Glucose synthetisiert werden kann!!®l.

COOCH;,
o) a}
5 0 E—
BzO
13 CCly
OR
COOCH,
0 b)
o BzO —
o}
0
Bz0 0 OAc
Bz0 OR’
14 R=Bn
15 .R=C{=NH}CCl, o)
OR?
R*0 g
COOR!
o}
R?0
0 0
%o 0 OR®
OR?

16 .R'=CH;,R?=Bz.R¥=Ac,R*=Bn R¥=(CH,};NHZ
17 R*=R?=R3=R*zH R5=[CH,){NH,
18 .R'=R?=R%®:=R*=H,R%=(CH,}sNH-BSA

Schema 3. Herstellung des MAI-Neoglycoproteins 18 aus den Vorstufen 3, 12
und 13. a) 1) 3, 10 mol- % TMSOTfin CH,Cl,, 1 h, —20°C, -72% 14;2) H,,
Pd (10% auf Aktivkohle) in EE, 3 h, RT; 3) C1,CCN, K,CO, in CH,Cl,, 4 h,
RT, »77% 15. b) 1) 12, 10 mol-% TMSOTf in CH,Cl,,1 h, —20°C, -70%
16; 2) kat. NaOMe in MeOH, 24 h, RT; 3) NaOH in H,0, 48 h, RT; 4) H,, Pd
(10% auf Aktivkohle) in H,0O, 12h, RT; —=76% 17; 5) 17 (10 pmol), BSA
(0.3 pmot), 15 mL Glutardialdehydlésung (2%) in PBS-Puffer (pH 7.2), 1 h,
0-4°C, dann NaBH, (0.3 g), 1 h0-4°C; 6) Dialyse gegen PBS, dann Lyophili-
sation —+18.

Die Trimethylsilyltriflat-katalysierte Kupplung von 3 und 13
nach der inversen Zugabemethode!! ™ ergab in 72 % das kri-
stalline B-(1 — 3)-verkniipfte Disaccharid 14. Hydrierung
des letzteren und anschlieBende Reaktion mit Trichloraceto-
nitril fiihrte zum Diglycosyldonor 15 (77 %). Das geschiitzte
Trisaccharid 16 wurde schlieBlich durch erneute Kupplung
von 12 und 15 in 70 % Ausbeute hergestellt. Beide Glycosy-
lierungsschritte verliefen diastereoselektiv; in keinem Fall
konnte das unerwiinschte Anomer nachgewiesen werden.
Zur Deblockierung von 16 wurden zuerst die Acylreste abge-
spalten (Zemplén) und anschlieBend der Methylester des Py-
ruvatacetals verseift, gefolgt von einer hydrogenolytischen
Spaltung der Benzylgruppen. Das entschiitzte Trisaccharid
17 wurde in 76 % Ausbeute erhalten.

Die Konjugation des Saccharids 17 mit einem Carrierpro-
tein kann nach verschiedenen Methoden erfolgen!!8~20),
Die Verwendung des heterobifunktionellen Kupplungsre-
agens 3 - Maleinimidopropionsiure - N - hydroxysuccinimid-
ester?!! lieferte jedoch mit Rinderserumalbumin (BSA),
nach Lyophilisation, ein unlosliches Konjugat, das deshalb
als Neoantigen ungeeignet war. Vorteilhaft dagegen war die
besonders einfach und schnell durchfithrbare Ankniipfung
von 17 an BSA mit Glutardialdehyd. Bei den hier gewdhlten
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Konzentrationen fiir den Kupplungsschritt (Schema 3) wur-
de auf diese Weise ein gut 16sliches Neoglycoprotein 18 er-
halten, das bei der Bestimmung des gebundenen Zuckers
nach der Phenol-Schwefelsdure-Methode??! 12 mol 17 pro
mol BSA enthielt. Das Konjugat 18 sollte somit fiir weiter-
fithrende, immunologische Studien bestens geeignet sein.

Eingegangen am 2. Juni 1992 [Z 5384}

CAS-Registry-Nummern:

1, 53270-14-7; 2, 105285-86-7; 3, 143332-41-6; 4, 88818-93-3; 5, 143332-42-7; 6,
143394-72-3; 7, 41881-45-2; 8, 143394-73-4; 9, 143394-74-5; 10, 143394-75-6;
11, 138552-37-1; 12, 143332-43-8; 13, 143394-76-7; 14, 143332-44-9; 15,
143332-45-0, 16, 143332-46-1; 17, 143332-47-2; 18, 5-Benzyloxycarbamidopen-
tanol 87985-98-4.
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Katalytische Oxidation teil- und vollfluorierter
Olefine mit Osmiumtetraoxid**

Von Wolfgang A. Herrmann*, Stefan J. Eder
und Wolfgang Scherer

Die Olefinoxidation mit Osmiumtetraoxid als Katalysator
ist eine bewihrte Synthesemethode fiir vicinale cis-Diole ).
Die katalytische und stereochemische Effizienz erklirt sich
aus der intermedidren Bildung hydrolytisch spaltbarer cycli-
scher Osmat(vi)-ester aus Olefin und OsO, in Gegenwart
von Pyridinbasen. Allerdings geht die aktuelle Literatur im-
mer noch davon aus, daB3 elektronenarme Fluorolefine mit
dem Metalloxid nicht reagieren und deshalb auch nicht oxi-
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[**] Mehrfachbindungen zwischen Hauptgruppenelementen und Ubergangs-
metallen, 107. Mitteilung. Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen
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fordert. - 106. Mitteilung: R. Buffon, A. Anroux, F. Lefebvre, M. Leconte,
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0044-8249/92/1010-1371 § 3.50+.25/0 1371





