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Markierte Vertreter eines moglichen Zwischenprodukts
der Biosynthese von Fosfomycin in Streptomyces fradiae:
Darstellung von (R,S)-(2-Hydroxypropyl)-,

(R,9)-, (R)-, (S)-(2-Hydroxy-[1,1-"H,|propyl)-
und (R,S)-(2-['*O]Hydroxypropyl)phosphonsiure

Friedrich Hammerschmidt
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Labelled Representatives of a Possible Intermediate of Fosfomycin Biosynthesis in Streptomyces fradiae:
Preparation of (R,S)-(2-Hydroxypropyl)-, (R,S)-, (R)- and (S)-(2-Hydroxy-{1,1->H,]propyl)- and (R,S)-
(2-['®*O]Hydroxypropyl)phosphonic Acid

Summary. Racemic methyl O-benzyllactate was reduced to the alcohol, transformed into the bromide
and reacted with triethylphosphite to give the diethylphosphonate. Removal of protecting groups
afforded a phosphonic acid which was purified as its cyclohexylammonium salt. (S)-Ethyl and (R)-
isobutyl O-benzyllactate were reduced with LiAlD, to the corresponding dideuteriated alcohols, which
were transformed in the same way as the racemic compound into the chiral (2-hydroxy-[1,1-
2H,Jpropyl)phosphonic acids. The optical purity of alcohols (S)- and (R)-6b was determined by
derivatisation with (+)-MTPA-Cl and 'H-NMR-spectroscopy to be 98%. Exchange of the carbonyl-
16-oxygen atom of 2-oxopropylphosphonate for oxygen-18 from H,!®0, reduction with NaBH,,
deprotection and addition of cyclohexylamine yielded the salt (£)-18 of (2-[**OJhydroxy-
propyDphosphonic acid.

Keywords. (2-Hydroxypropyl)phosphonic acids; Deuterium-labelling of; *Q-labelling of; Chiral lac-
tates.

Einleitung

Fosfomycin ist ein klinisch verwendetes, von einigen Streptomyceten-Stammen pro-
duziertes Antibiotikum der Struktur 1 [1]. Seine Wirkung beruht auf der Inhibie-
rung der Zellwandbiosynthese von Bakterien durch Alkylierung einer SH-Gruppe
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im aktiven Zentrum der Phosphoenolpyruvat: UDP-GlcNAc-enolpyruvyltransfe-
rase [2]. Es gehort zur kleinen Gruppe von Naturstoffen mit einer P-C-Bindung
[3], so wie Phosphinothricin (2 a), welches ein Bestandteil des Tripeptids 2b ist
[4]. Sowohl 2 a als auch 2b werden als Herbizide eingesetzt. Fosfomycin wird aus
einem P-C,-Baustein, Phosphonoacetaldehyd (3), und einer Methylgruppe von L-
Methionin, die formal als CH;™ tibertragen wird — wahrscheinlich via methyliertes

(0] O HO H

(HO)zlL (HO)ZB\)i
4

\/CHO + CHy

3

1

Corrin — aufgebaut [5]. Das Endprodukt dieser Methylierung ware (2-Hydro-
xypropyl)phosphonséure (4) mit vermutlich (S)-Konfiguration, die auf noch un-
bekannte Weise in Fosfomycin tibergefiihrt wird. Das Oxiransauerstoff-Atom ent-
stammt nicht dem Sauerstoff der Atmosphére [6]. Um den Einbau von 4 in Fos-
fomycin in Streptomyces fradiae studieren zu konnen, sind markierte Vertreter von
racemischem und chiralem 4 erforderlich.

Ergebnisse und Diskussion

Darstellung der Cyclohexylammonium-Salze von nichtmarkierter und dideuterierter
(2-Hydroxypropyl ) phosphonsdure

Zur Optimierung der einzelnen Reaktionsschritte wurde zuerst die Synthese mit
nichtmarkiertem, racemischem Material durchgefiihrt (Schema 1), ausgehend von
Methyl-O-benzyllactat ( £)-(5), hergestellt durch Umsetzung von a-Brompropion-
sdure mit Natrium-Benzylalkoholat in Benzylalkohol [7] und Veresterung der er-
haltenen Sdure mit 2,2-Dimethoxypropan/p-Toluolsulfonséure in Methanol. Die
Reduktion der Estergruppe mit LiAIH, [8, 9] lieferte das geschiitzte 1,2-Propandiol
(£)-6a, dessen freie Hydroxylgruppe unter milden Bedingungen (—78°C bis
+35°C) mit dem System Triphenylphosphin/N-Bromsuccinimid [10] in Dichlor-
methan in 95% Ausbeute gegen Brom ausgetauscht wurde. Damit stand eine gute
Abgangsgruppe flir die Arbusov-Reaktion mit Triethylphosphit zur Verfiigung, bei
der das Phosphonat (£ )-8 a in 93% Ausbeute entstand. Die Abspaltung der beiden
Ethylester-Gruppen erfolgte durch Dealkylierung mit iiberschiissigem Bromtri-
methylsilan [11] bei 50 °C in Gegenwart von Allyltrimethylsilan als Féanger fiir
Spuren freier HBr. Die Benzylgruppe wurde hydrogenolytisch an Palladium (10%)/
Aktivkohle entfernt. Die freie (2-Hydroxypropyl)phosphonsidure wurde zur Rei-
nigung mit Cyclohexylamin in das gut kristallisierende Salz (+)-9 a (Ausbeute fiir
(£)-8a — (£)-9a 80% d.Th.) iibergefiihrt. Die Elementaranalyse ergab fiir die
Cyclohexylammonium-Salze (£ )-9a und (£)-9 b ein molares Verhéltnis von Sdure
zu Amin von 1:1.5 (auf Grund der 'H-NMR-Spektren sind fiir die Salze 9 Ab-
weichungen von diesem Wert moglich). Die Freilegung der freien Phosphonsduren
10 fiir biosynthetische Studien erfolgte mittels Dowex 50 W, H* . In gleicher Weise
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wurde durch Reduktion des Esters (+)-5 mit LiAlID, (99% D) und nachfolgende
Umsetzungen wie fiir die nichtmarkierte Verbindung das Salz (£)-9b der an C-1
dideuterierten, racemischen (2-Hydroxypropyl)phosphonsadure synthetisiert.

Zur Darstellung von (R)- und (S)-9 b dienten die kduflichen chiralen Milchsdure-
Derivate (S)-(— )-Ethyl- und (R)-(+ )-Isobutyllactat als Edukte (Schema 2).

Die OH-Gruppe von (S)-11 und (R)-12 wurde mit Silberoxid/Benzylbromid [8,
9] in siedendem Ether zum bekannten O-Benzyllactat (S)-13 bzw. (R)-14, das erst
jungst [12] auf gleiche Weise hergestellt worden war, benzyliert. Die Reduktion
mit LiAID, (98% D) lieferte die enantiomeren Alkohole (S)- und (R)-6b, deren
optische Reinheit durch Verestern mit (S)-(+)-a-Methoxy-a-(trifluorme-
thyl)phenylessigsdurechlorid (Mosher’s Reagens) [13] und Analyse der 'H-NMR-
Spektren (250 MHz, C¢Dg) bestimmt wurde.

Das entsprechende Derivat von (+)-6a wies fiir die Methylgruppen des Propandiol-Teils der
beiden diastereomeren Ester zwei Dubletts (J= 6.4 Hz) bei 6 =0.94 und 0.88 ppm mit einer Verschie-
bungsdifferenz von 16 Hz (0.064 ppm) auf. Im '"H-NMR-Spektrum des Esters von (S5)-6b ist das
Dublett bei 0.94 ppm von sehr geringer Intensitit, im Spektrum des Esters von (R)-6b das Dublett
bei 0.88 ppm.

Der Enantiomereniiberschul3 der beiden chiralen Alkohole (S)- und (R)-6b
betragt mindestens 98%. Die weitere Umfunktionalisierung war identisch mit der
Umsetzung von 6 a. Da bei den nachfolgenden Reaktionsschritten die Stereochemie
an C-2 nicht mehr gedndert wurde, sollten die Endprodukte (R)- und (S)-9b eben-
falls eine optische Reinheit von mindestens 98% aufweisen. Die Drehwerte von
Antipodenpaaren stimmen iiberein (sieche Schema 2).

Darstellung des Cyclohexylammonium-Salzes von
(R, S)-(2-["0 ] Hydroxypropyl)phosphonsdure

Eine wichtige Frage bei der Biosynthese des Fosfomycins stellt die Herkunft des
Oxiransauerstoff-Atoms dar. Es ist sehr wahrscheinlich, daB das Sauerstoffatom
der OH-Gruppe an C-2 der (2-Hydroxypropyl)phosphonsédure zum Oxiransauer-
stoff-Atom wird. Dies 148t sich mit der entsprechenden '*O-markierten Verbindung
experimentell iberpriifen. Das Carbonyl-Sauerstoffatom 'O von (2-Oxopro-
pyl)phosphonat 15 [20] wurde in THF mit H,'®*0 (95% H,'®0) unter Siurekatalyse
bei Raumtemperatur gegen 80 ausgetauscht [14]. Nach der Zugabe von Pyridin
und wasserfreiem Ethanol wurde 16 mit NaBH, zum (2-["*O7Hydroxypropyl)-
phosphonat (£)-17 in 94% Ausbeute reduziert. Fiir Vergleichszwecke fiir die mas-
senspektrometrische Bestimmung des '*0-Gehalts wurde eine Probe von nicht-
markiertem (+)-17 nach dem gleichen Verfahren hergestellt, nur dafl anstelle von
markiertem Wasser nichtmarkiertes verwendet wurde. Sein 'H-NMR- und IR-
Spektrum sind praktisch identisch mit denen von (£)-17. Sein '*0-Gehalt betrug
65% (MS). Austausch des Phosphoryl-Sauerstoffatoms '°O gegen '®0 konnte nicht
nachgewiesen werden. Die Entfernung der Ethyl-Schutzgruppen erfolgte mit Brom-
trimethylsilan in Gegenwart von iliberschiissigem Allyltrimethylsilan, um die bei
der Silylierung der OH-Gruppe des sekundiren Alkohols frei werdende HBr unter
Bildung von Propen und Bromtrimethylsilan abzufangen. Das Cyclohexylammo-
nium-Salz (+)-18 wurde in 98% Ausbeute isoliert. Das '*C-NMR-Spektrum
(100.6 MHz) von (+)-18 weist fiir C-2 zwei, teilweise iiberlappende Dubletts
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(J=2.5Hz) mit einer Verschiebungsdifferenz von 2.5Hz (0.025 ppm) auf, wobei
das bei hoherem Feld liegende Dublett durch einen durch Sauerstoff-18 induzierten
Shift (o-Shift) zustande kommt [15].

Experimenteller Teil

DC: Fertigplatten (Fa. Merck), Kieselgel 60 F,s,, Schichtdicke 0.25 mm. Die Markierung der Flecken
erfolgte mittels UV-Licht, Besprithen mit einer 2% Cer(IV)-sulfat-Losung in 2N H,S0, und Erhitzen
auf einer Heizplatte. Flash-Chromatographie [16]: Kieselgel60 (Fa. Merck), KorngroBe
0.04 —0.063 mm. IR-Spektren: Perkin-Elmer 377. '"H-NMR-Spektren: Bruker WM 250, AM 400 WB,
interner Standard TMS; bei Verwendung von.D,0O als Losungsmitte]l wurde auf HDO (4.8 ppm)
normiert. *C-NMR-{'H}-Spektren: Bruker AM 400 WB (100.614 MHz). Drehwerte: Polarimeter
Perkin Elmer 141. Massenspektren: Varian MAT 311 A mit Datensystem Varian V 72. Schmelzpunkte:
Kofler-Apparat (Thermometerablesung), nicht korrigiert. Das eingesetzte (S)-Ethyllactat (Schu-
chardt) und (R)-Isobutyllactat (Fluka) waren Handelsprodukte. Das verwendete LiAlD, hatte cinen
Deuteriumgehalt von 98 oder 99%. (S)-(+)-MTPA-Cl (JPS-Chimie) hatte einen Drehwert von
[o]p®= +135° (¢=5.2, CCly), ee 99%.

(R,S)-Methyl-O-benzyllactat (£)-(5)

(%)-O-Benzylmilchsdure [7] wurde in trockenem Methanol mit {iberschiissigem 2,2-Dimethoxypro-
pan in Gegenwart katalytischer Mengen p-Toluolsulfonsidure-Hydrat durch Stehenlassen der Losung
bei Raumtemperatur fiir 18 h und nachfolgende Aufarbeitung in 95% Ausbeute durch Kugelrohr-
destillation erhalten; Sdp. 60 —80°C/0.001 mm (Lit. [8] Sdp. 98.5— 100 °C/1.5mm).

(S)-( — )-Ethyl-O-benzyllactat (S)-(13)

(5)-11 wurde nach [8, 9] benzyliert und zweimal fraktioniert destilliert. Die analytische Probe wurde
durch Flash-Chromatographie (CH,Cl,/Hexan=1:2, R,=0.2) von Verunreinigungen, unter anderem
Dibenzylether, befreit und im Kugelrohr destilliert; Sdp. 70—~80°C/0.05mm (Lit. [8] Sdp.
105.5~106 °C/1.5mm), ap™= ~75.62° (in Substanz) {Lit. [18] op= +76.5° (in Substanz) fiir (R)-
Verbindung; Lit. [12] [a]p*' = +75.84° (in Substanz)}.

(R)-(+ )-Isobutyl-O-benzyliactat (R)-(14)

38.7g (265 mmol, 39.9ml) (R)-12, 78.5 g (459 mmol, 55.0 ml) Benzylbromid und 70.0 g frisch herge-
stelltes Silberoxid [18] wurden in Analogie zur Darstellung [8] des Methylesters umgesetzt. Das
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Rohprodukt wurde zweimal iiber eine Spiegelkolonne fraktioniert destilliert; Ausbeute an (R)-14:
42.0¢g (68% d.Th); Sdp. 85—87°C/0.001 mm (Lit. [12] Sdp. 125—130°C/0.01 mm), verunreinigt mit
14mol% Dibenzylether (‘H-NMR). Durch Flash-Chromatographie (CH,Cl,/Hexan=1:2, R,=0.21)
und Kugelrohrdestillation (Sdp. 90°C/0.1 mm) wurde reines (R)-14 erhalten; ap?= +73.51°C (in
Substanz) {Lit. [12] [a]p*' = + 66° (in Substanz, korrigiert)}. IR (CH,CL,): 3055, 2970, 1745, 1495,
1470, 1455, 1202, 1140cm ™!, "TH-NMR (250 MHz, CDCl,): §=7.32 (m, 5H, Ph), 4.58 (AB-System,
J=11Hz, PhCH,), 4.06 (q, /=6.8 Hz, 1 H, CHO), 3.93 (AB-Teil eines ABX-Systems, J, 5= 11 Hz,
Ja, x=Jp, x=6.5Hz, CO,CH,), 1.96 (X-Teil des ABX-Systems, 1 H, CO,-C-CH), 1.45 (d, J=6.8 Hz,
3H, CH;), 0.94 (d, J=7Hz, 6H, CMe,) ppm. Analyse berechnet fiir C,,H,,05 (236.31): C71.16,
H8.53; gef. C71.17, H 8.66.

(R,S)-(2)-Benzyloxypropanol (£ )-(6 a)

Destilliertes (+)-5 wurde mit LiAIH, analog zu [8] reduziert und im Kugelrohr destilliert (Sdp.
110—120°C/1 mm); Ausbeute an (+)-6a: 90% d.Th.; die analytische Probe wurde durch Flash-
Chromatographie (CH,Cl,/Ethylacetat =10: 1; R,=0.3) und Kugelrohrdestillation (Sdp. 90— 100 °C/
0.005mm, Lit. [8] Sdp. 101~101.5°C/1.5mm) rein erhalten. IR (CH,Cl,: 3 580, 3470, 3050, 3030,
2970, 2875, 1495, 1354, 1146, 1085, 1043cm . '"H-NMR (250 MHz, CDCL;): §=7.35 (m, 5H,
Ph), 4.59 (AB-System, J, g=11.5Hz, PhCH,), 3.68 (m, 1 H, CHO), 3.58 (AB-System, das mit H-2
koppelt, Jo s=11.5Hz, J=7Hz, 3.5Hz, CH,0), 2.14 (brs, 1 H, OH), 1.18 (d, J=6Hz, 3H, CH,)
ppm. EIMS (70eV) m/z (%): 166 (4, M™), 148 (2, M*-H,0), 135 (9, M*+-CH,0OH), 91 (100).

(R,S)-(2)-Benzyloxy-[1,1-"H, Jpropanol (£ )-(6b)

Aus 18.0 g (93.16 mmol) destilliertem (+)-5 und 3.0 g LiAID, (99% D, 71.4 mmol) wurden nach [8}
in trockenem THF und Kugelrohrdestillation (80 °C/0.001 mm; Lit. [8] Sdp. 88 —89°C/0.8 mm) 15.3 g
(98% d.Th.) (£)-6b erhalten. Durch Flash-Chromatographie (CH,Cly; R,=0.22) und abermalige
Kugelrohrdestillation wurde analysenreines (£)-6b erhalten: IR (CH,ClL,): 3 590, 3490, 3 060, 2 980,
2880, 2215, 2100, 1500, 1455,1377,1110, 1092, 1052cm ~!. 'H-NMR (250 MHz, CDCL): §=7.34
(m, 5H, Ph), 4.58 (AB-System, J=11.5Hz, PhCH,), 3.66 (q, J=6.2Hz, | H, CHO), 2.24 (brs, 1 H,
OH), 1.18 (d, J=6.2Hz, 3H, CH,) ppm. EIMS (70eV) m/z (%): 168 (11, M ™), 150 (6, M*+-H,0),
135 (24, M*-CD,OH), 91 (100); d, = 99%.

(S)-( + )-Benzyloxy-[1,1-*H, [propanol (S)-(6b)

25.0 g (120 mmol) destilliertes (S)-13 wurde in trockenem Ether mit 4.0 g LiAID, (98% D, 95 mmol)
analog zu (£ )-5 reduziert, aufgearbeitet und im Kugelrohr destilliert (Sdp. 90 °C/0.1 mm); Ausbeute:
17.3g (86% d.Th.) (S)-6b; ap?®= +28.70° (in Substanz) [Lit. [8] ap2®= +28.6° (in Substanz)]; ee
> 98%. Das IR-, 'H-NMR- und EIMS-Spektrum sind identisch mit den Spektren von (%)-6b.

(R)-( — )-2-Benzyloxy-[ 1,1-*H, ] propanol (R)-(6b)

Aus 22.0 g (93.1 mmol) destilliertem (R)-14 und 3.2 g LiAID, (98% D, 76.2 mmol) wurden analog zu
(£)-6b 14.3g (91% d.Th.) (R)-6b hergestellt; 0,*° = —28.63° (in Substanz). Das IR-, 'H-NMR- und
EIMS-Spektrum sind identisch mit den Spektren von (£)-6b.

Darstellung der MTPA-Ester von (+ )-, (R)- und (S)-(6b)

Eine Losung von ca. S0 mg Alkohol in 2ml trockenem Pyridin wurde mit 1 ml einer Ldsung von
(+)-MTPA-Cl in CH,Cl, (1.0g (+)-MTPA-Cl wurde mit trockenem CH,Cl, auf 5ml aufgefiillt)
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versetzt und 18h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Flichtige Anteile wurden im Vakuum
(0.001 mm/bis 40 °C) entfernt. Der Riickstand wurde mit CH,Cl, und Wasser versetzt und wie iiblich
aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde durch Filtration durch 15g Kieselgel (CH,Cl,/Hexan=1:2
R,=0.3 fir alle Derivate) von polaren Verunreinigungen befreit. "H-NMR (250 MHz, C¢Dy): Die
Methylgruppen des 2-Benzyloxypropanol-Restes der diastereomeren Ester liegen bei 8=0.94 und
0.88 (jeeind, J=6.4 Hz). Das Dublett bei hdherem Feld ist dem M TPA-Ester von (R)-6 b zuzuordnen,
das bei tieferem Feld dem von (S)-6 b. Die diastereomeren Ester sind jeweils nur in Spuren feststellbar.
Der ee-Wert fiir (S)- und (R)-6 a betrigt somit mindestens 98%.

(R,S)-2-Benzyloxy-1-brompropan (+)-(7 a)

Eine Losung von 3.77 g (14.36 mmol) Triphenylphosphin in 25 ml trockenem CH,Cl, wurde in 10 min
zu einer gerithrten Mischung von 2.56 g (14.36 mmol) NBS in 25ml trockenem CH,CI, bei —78°C
im Dunkeln unter Argon zugetropft. Nach 10 min hatte sich das NBS aufgeldst und es wurde eine
Losung von 1.94 g (11.67 mmol) (+)-6a (chromatographiert und im Kugelrohr destilliert) in 30 ml
trockenem CH,Cl, tropfenweise zugefiigt. AnschlieBend wurde 1 h bei Raumtemperatur und 45 min
bei 35°C (Badtemperatur) geriihrt. 2ml trockenes Methanol und 30ml Toluol wurden zugesetzt.
Nach dem Entfernen der Lésungsmittel im Vakuum wurde der Riickstand durch Flash-Chromato-
graphie (CH,Cl,/Hexan=1:1; R,=0.7) und Kugelrohrdestillation (Sdp. 70— 75°C/0.001 mm; Lit.
[19] Sdp. 124 —125°C/8 mm) gereinigt; Ausbeute an (+)-7a 2.547 g (95% d.Th.), farblose Fliissigkeit.
IR (CH,CL,): 3030, 2975, 2865, 1495, 1453, 1377, 1235, 1090, 1070cm ™ !; 'H-NMR (250 MHz,
CDCL): $=7.35 (m, 5H, Ph), 49 (s, 2H, PhCH,), 3.75 (X-Teil eines ABX-Systems, CHO), 3.43
(AB-Teil des ABX-Systems, J,g = 10.5Hz, J=5.7Hz, 4.9 Hz, CH,Br), 1.32 (d, /=6.2Hz, 3H, CH;)
ppm. EIMS (70eV) m/z (%): 230 und 228 (0.78 und 0.92, M), 135 (12, M*-CH,Br), 91 (100).
Analyse berechnet fiir C,oH;3BrO (229.12): C52.42, H5.72, Br34.88; gef. C51.96, H5.60, Br34.81.

(R,S)-2-Benzyloxy-1-brom-[ 1,1-*H, | propan (+)-(7b)

Aus 2.1 g (12.48 mmol) (£)-6b wurden in Analogie zu (£)-7a 2.3g (80% d.Th.) (£)-7b erhalten;
Sdp. 75-80°C/0.05mm. IR (CH,CL): 3030, 2980, 2870, 1496, 1453, 1377, 1322, 1152, 1100,
1058cm ™. "H-NMR (250 MHz, CDCl,): §=7.35 (m, 5H, Ph), 4.59 (s, 2H, PhCH,), 3.75 (brq,
J=6.2Hz, | H, CHO), 1.33 (d, J=6.2Hz, 3H, CH;) ppm. EIMS (70 €V) m/z (%): 232 und 230 (0.68
und 0.71, M*), 135 (13, M -CD,Br), 91 (100). Analyse berechnet fiir C;,H,,;D,BrO (231.13): C 51.97,
H4.80, D 1.74; gef. C51.82, H4.81, D 1.75.

(S)-(+ )- und (R)-( — )-2-Benzyloxy-1-brom-{ 1,1-°H, Jpropan [(S)- und (R)-(7b)]

(8)- und (R)-6 b wurden analog zu (£ )-7 a in jeweils 98% Ausbeute in (S)- bzw. (R)-7 b Uibergefiihrt.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen von (£)-7b iiberein. (S)-7b: [a]p?° = +8.43° (c=3
in CH,Cly). (R)-7b: [6]p?= — 8.40° (¢=2.87 in CH,Cl,).

(R,S)-Diethyl-( 2-benzyloxypropyl) phosphonat (+)-(8 a)

2.175g (9.49mmol) (£)-72a und 3.8 ml destilliertes Triethylphosphit wurden 4.5h in einem Rund-
kolben, versehen mit einem Luftkiihler, im Olbad (165°C) unter Riihren erhitzt. Der Luftkiihler
wurde alle 30 min fiir wenige Sekunden entfernt, um das entstandenc Bromethan entweichen zu lassen.
Nach dem Abkiihlen wurde (+)-8a durch Kugelrohrdestillation (Sdp. 125—130°C/0.01 mm) als
farblose, 6lige Fliissigkeit (2.53 g, 93% d.Th.) erhalten. IR (CH,Cl,): 3030, 2980, 1453, 1392, 1235,
1055, 1028, 963cm ! 'H-NMR (250 MHz, CDCl,): §=7.31 (m, SH, Ph), 4.51 (AB-System,
J=11.5Hz, PhCH,), 4.06 (m, 4H, 2 x POCH,), 3.95 (m, 1 H, OCH), 2.23 (ddd, J=9.5Hz, 7.5 Hz,
3Hz, 1 H, PCH), 1.92 (ddd, /=9 Hz, 7.5Hz, 3.5Hz, 1 H, PCH), 1.35 (dd, J=6.2Hz, 1Hz, 3H, CHj),
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1.30 und 1.27 (zwei t, J=7.5Hz, je 3H, 2 x POCCH,) ppm. EIMS (70eV) m/z (%): 241 (1, M-
C,H,0), 180 (67, M+ -C,H,0), 138 (100), 111 (51), 91 (90). Analyse berechnet fiir C,,H,;0,P (286.31):
P 10.82; gef. P 10.93.

(R,S)-Diethyl-( 2-benzyloxy-[ 1,1-*H, Jpropyl) phosphonat (+)-(8 b)

2.0g (8.65mmol) (£)-7b wurden in Analogie zur Darstellung von (+)-8a umgesetzt. Nach dem
Entfernen fliichtiger Anteile im Vakuum (1mm/bis 70°C) wurde das Rohprodukt durch Flash-
Chromatographie (CH,Cl,/Ethylacetat=5:1, R,=0.29) und Kugelrohrdestillation (Sdp. 115~ 120
°C/0.001 mm) gereinigt; Ausbeute 2.3 g (92% d.Th.) (+)-8b. IR (CH,Cl,): 3045, 2981, 1455, 1392,
1237, 1052, 1026, 965cm . '"H-NMR (250 MHz, CDCl;): §="7.32 (m, SH, Ph), 4.54 (AB-System,
J=11.5Hz, PACH,), 4.06 (m, 4H, 2 x POCH.,), 3.93 (dq, J=9Hz, 6.2Hz, 1H, OCH), 1.35 (dd,
J=62Hz, 1Hz, 3H, CH;), 1.30 und 1.27 (zwei t, J=7.5Hz, je 3H, 2 x POCCH,) ppm. EIMS
(70eV) mfz (%): 243 (1, M+ -C,H;0), 182 (70, M -C,H;0), 138 (100), 111 (52), 91 (91); d5 = 98%.
Analyse berechnet fiir C,,H,,D,0,P (288.32): P 10.74; gef. P 10.83.

(8)-(+ )- und (R)-( — )-Diethyl-( 2-benzyloxy-[ 1,1->H, ] propyl) phosphonat [(S)- und (R)-(8b)]

(S)- und (R)-7b wurden analog zur Darstellung von (+)-8b zu (5)-8b (91% d.Th.) bzw. (R)-8b
(94% d.Th.) umgesetzt. (S)-8b: [a]p?®= +12.32° (¢=2.8 in CH,CL); d, 98% (MS). (R)-8hb:
[alp?®= —12.09° (¢=2.3 in CH,CL,); d, > 98%. Die spektroskopischen Daten von (S5)-8b und (R)-
8D sind identisch mit denen von (+)-8b.

(R,S)-(2-Hydroxypropyl) phosphonsdure - 1.5 Cyclohexylamin (£ )-(9 a)

Eine Losung von 2.1 g (7.33 mmol) (£ )-8 a, 4.49 g (29.34 mmol, 3.8 ml) Bromtrimethylsilan und 0.5 ml
Allyltrimethylsilan in 20 ml trockenem CCl, wurde 2.5h bei 50 °C unter FeuchtigkeitsausschluB} ge-
rihrt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden flichtige Anteile im Vakuum (0.1 mm/bis
40°C) entfernt. Der Riickstand wurde mit einer Mischung aus Wasser/Ethanol=1:1 versetzt, am
Rotationsverdampfer eingeengt, mit Wasser versetzt und abermals eingeengt. Der 6lige Riickstand
wurde in 75ml trockenem Ethanol an 300mg Pd (10%)/Aktivkohle 2h bei 3.4 bar in einer Parr-
Apparatur hydrogenolysiert. Der Katalysator wurde abfiltriert. Das eingeengte Filtrat wurde in wenig
Ethanol mit 2.182g (22mmol, 2.5ml) Cyclohexylamin versetzt. Nach dem Einengen wurde der
kristalline Riickstand 2h bei 45°C/0.005 mm getrocknet. Die Kristalle wurden in der Siedehitze in
Ethanol gelost, durch Zugabe von Ether ausgefillt und 2 h bei 60 °C/0.005 mm getrocknet; Ausbeute
an (£)-9b 1.7 g (80% d.Th.); Schmp. 170—175°C. IR (Nujol): Breite Bande von 3 600 —2 300, 2220,
1630, 1556, 1140, 1124, 1040cm~"'. 'H-NMR (250 MHz, D,0): §=4.05 (sept, J=6.6Hz, 1H,
PCCH), 3.10 (m, 1.5H, 1.5 x NCH), 2.05—1.10 (m, 17H, CyclohexylH, PCH,), 1.2 (dd, J=6Hz,
0.8 Hz, 3H, CH;) ppm. Analyse berechnet fiir C;,Hoyg sN; s0,P (288.84): C49.90, H9.95, N 7.24; gef.
C49.57, H10.06, N 7.36.

(R,S)-(2-Hydroxy-[1,1-°H, Jpropyl) phosphonsdure- 1.5 Cyclohexylamin (+)-(9b)

Aus 2.1 g (7.28 mmol) (+)-8b wurden in Analogie zur Darstellung von (+)-92 1.85g (87% d.Th.)
(£)-9b erhalten; Schmelzbereich 170—180°C. IR (Nujol): Breite Bande von 3 600— 2300, 2200,
1630, 1555, 1140, 1126, 1040, 1020cm~!. 'H-NMR (250 MHz, D,0): §=4.05 (pseudoquint,
J=6.5Hz, 1H, PCCH), 3.09 (m, 1.5H, 1.5xNCH), 2.01 -1.03 (m, 15H, Cyclohexyl H), 1.19 (dd,
J=6.5Hz, 0.8 Hz, 3 H, CH;) ppm. Analyse berechnet fiir C,Hy6 sD,N; sO4P (290.85): C49.55, H9.18,
D1.38, N 7.22; gef. C49.06, H9.34, D 1.41, N7.19.
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(S)-(+)- und (R)-(— )-(2-Hydroxy-[1,1-*H, ]propypyl) phosphonsiure- 1.5 Cyclohexylamin [(S)-
und (R)-(9b)]

(S)- und (R)-8b wurden in Analogie zur Darstellung von (£)-9a in (S)-9b (84% d.Th.) bzw. (R)-
9b (88% d.Th.) iibergefiihrt. (S)-9b: Schmelzbereich 175— 189 °C; enthilt 4% Verunreinigung (*'P-
NMR); [0]p®=+0.88° (¢=2.17 in H,0). (R)-9b: Schmelzbereich 175—182°C; [o]p? = —0.93°
(c=2.16 in H,0). Die '"H-NMR-Spektren von (S)- und (R)-9b sind identisch mit dem von (£)-9b.
Die IR-Spektren (Nujol) von (S)- und (R)-9b sind identisch und unterscheiden sich praktisch nicht
von dem von (= )-9b.

(R,S)-Diethyl-( 2-{ 80 Jhydroxypropyl ) phosphonat (£ )-(17)

Zu einer Lésung von 0.7ml H,!®0 (95% H,'80) und 95 mg p-Toluolsulfonsiure-Monohydrat in 7ml
trockenem THF (von Kalium/Benzophenon destilliert) wurden 1.94 g (10 mmol) Diethyl-(2-oxopro-
pylphosphonat) (15) [20] zugespritzt und 20 min bei Raumtemperatur unter Feuchtigkeitsausschlufl
gertihrt. Nach der Zugabe von 2 Tropfen trockenem Pyridin und 7m! trockenem Ethanol wurde die
Losung auf —30°C (Badtemperatur) abgekthit und mit 200mg (5.3 mmol) NaBH, versetzt und
10 min bei — 30 °C und 45 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden 10 ml Wasser und
festes CO, zugegeben, bis die Losung neutral reagierte. Es wurde auf ca. % des Volumens eingeengt
und das Produkt 2 h kontinuierlich mit Ether extrahiert. Durch Flash-Chromatographie, wobei zuerst
mit CH,Cl,/Ethylacetat=1:1 eine Verunreinigung mit R,=0.7 [(£)-17: R,=0.15] und anschlieend
mit Ethylacetat das Produkt eluiert wurde, und durch Kugelrohrdestillation (Sdp. 80 °C/0.005 mm)
wurde (& )-17 als farblose Fliissigkeit (1.84 g, 94% d.Th.) erhalten. IR (CH,Cl,): 3 590, 3 460, 2980,
1391, 1224, 1054, 1024, 965cm ™ (praktisch identisch mit dem Spektrum der nichtmarkierten
Verbindung). '"H-NMR (250 MHz, CDCl;): §=4.22—3.98 (m, 5H, 2xPOCH, und PCCH), 3.36
(brs, 1H, OH), 1.88 (m, 2H, PCH,), 1.283 und 1.280 (zwei t, J=7Hz, je 3H, 2 xPOCCHj;), 1.23
(dd, /=6.3 Hz, 2.3 Hz, 3 H, PCCCH;) ppm; identisch mit nichtmarkierter Verbindung. EIMS (70eV)
m/z (%): 183 [30, M(**0)*-CH,], 181 [16, M(**0)T-CH,], 154 (1), 152 (59), 127 (51), 125 (100),
123 (29); Sauerstoff-18-Gehalt: 65%.

Die nichtmarkierte Probe wurde auf gleiche Weise wie (& )-17 hergestellt, nur daf nichtmarkiertes
Wasser verwendet wurde, Ausbeute: 89% d.Th. EIMS (70eV) m/z (%): 181 (34, M), 154 (1), 152
(49), 125 (100), 123 (27).

(R,S)-(2-[®0 JHydroxypropyl) phosphonsiure - 1.5 Cyclohexylamin (+)-(18)

1.23 g (6.27 mmol) (£)-17, 3.84 g (25.08 mmol, 3.3 ml) Bromtrimethylsilan und 1.14 g (10 mmol, 1.6 ml)
Allyltrimethylsilan in 10 ml trockenem CCl, wurden 2.5 h bei 50 °C analog zur Darstellung von (+)-
9 a umgesetzt, wobei der Hydrogenolyseschritt entfiel; Ausbeute: 1.79 g (98% d.Th.) (& )-18; Schmelz-
bereich 175—183°C. Das IR- und 'H-NMR-Spektrum sind identisch mit denen von (%)-9a. *C-
NMR (100.6 MHz, D,0, 'H breitbandentkoppelt): 69.4753, 69.4487 und 69.4244 (Linien der zwei
iiberlappenden Dubletts von C-2, J=2.5Hz, Signalh6he von nichtmarkierter zu markierter Verbin-
dung 14:31), 54.87 (s, C-N), 42.44 (d, J=42.7 Hz, C-1), 34.86, 28.80 und 28.30 (dreis, Cyclohexyl-
C), 27.70 (d, J=11 Hz, C-3) ppm.
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