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Die Chemie der Inositlipid-vermittelten zelluléiren Signaliibertragung**

Barry V. L. Potter* und Dethard Lampe

Vor etwas mehr als einem Jahrzehnt be-
richteten Michael Berridge und seine
Mitarbeiter in Nature: ,,... micromolar
concentrations of Ins(1,4,5)P; (1D-myo-
inositol  1,4,5-trisphosphate) release
Ca?* from a non-mitochondrial intra-
cellular Ca®* store in pancreatic acinar
cells. Our results strongly suggest that
this is the same Ca?* store that is
released by acetylcholine*. Mit der Ent-
deckung eines niedermolekularen se-
kundiren BotenstofTs, der die rdumlich
getrennten Ereignisse der Aktivierung
von Rezeptoren an der Zelloberfliche
und der intrazelluliren Ca?*-Mobilisie-
rung verbindet, wurde eine neue Ara auf

dem Gebiet der Signalvermittlung einge-
leitet und eine Renaissance der Inosit-
und Inositphosphatchemie stimuliert.
Die Synthese von Inositpolyphosphaten
bringt mehrere Probleme mit sich: die
regiospezifische Einfithrung von Schutz-
gruppen am Inositring, die Racemat-
spaltung der resultierenden Zwischen-
produkte, die Phosphorylierung des
Polyols, die Entfernung aller Phosphat-
Schutzgruppen unter Vermeidung einer
gleichzeitigen Wanderung von Phos-
phatgruppen sowie die Reinigung des
wasserlOslichen Ziel-Polyanions. Mit
der Losung dieser Probleme in den letz-
ten Jahren ist es jetzt moglich, iiber die

Synthese von natiirlichen Inositphos-
phaten hinaus (von denen stindig mehr
gefunden werden) zur Entwicklung von
chemisch modifizierten Inositphosphat-
Analoga iiberzugehen, mit der Aussicht,
Enzyminhibitoren, zweckmdBig modifi-
zierte Rezeptorliganden und -antagoni-
sten sowie vielleicht sogar Therapeutica
fiir den pharmakologischen Eingriff in
Signaliibertragungsbahnen zu entwik-
keln.

Stichworte: Inositphosphate - Sekundi-
re Botenstoffe - Signaliibertragung

1. Transmembrane Signaliitbertragung

Um zusammenarbeiten zu kénnen, miissen Zellen in mehrzel-
ligen Organismen miteinander kommunizieren. Sie vermitteln
Signale durch Substanzen wie Hormone oder Neurotransmitter
(Abb. 1). Lipophile Hormone wie Steroide konnen die Zell-
membran passieren und sich an ihre Rezeptoren im Zellinneren
anlagern. Viele chemische Botenstoffe sind jedoch zu hydrophil,
um Membranen passieren zu kénnen. Zur Uberbringung ihrer
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In diesem Beitrag verwendete Abkiirzungen: All = Allyl, Bn = Benzyl,
Bz = Benzoyl, Cb = (R)-1-Phenylethylcarbamoyl, Cbz = Benzyloxycarbonyl,
Gro = Glycero, MEM = Methoxyethoxymethyl, MOM = Methoxymethyl,
Ms = Methyisulfonyl, Piv = Pivaloyl, PMB = p-Methoxybenzyl, Prop =
Prop-1-enyl, Ptd = Phosphatidyl, Tf = Trifluormethansulfonyl, TBDMS =
tert-Butyldimethylsilyl. Alie Verweise auf Tnosit beziehen sich auf das myo-Iso-
mer, es sei denn, es wird ein anderes Prifix verwendet. Inositphosphate werden
als Ins, InsP, InsP,, Ins Py, Ins P, Ins P und Ins P abgekiirzt (Inosit, Inositmo-
no-, -bis-, -tris-, -tetrakis-, -pentakis- bzw. hexakisphosphat, mit einer Anord-
nung der isomeren Phosphatgruppen wie in Klammern angegeben. Desoxy-
fluor-Analoga sind durch ein Prifix gekennzeichnet, das sich aus einer Num-
mer fiir die Position, in der die Substitution durch Fluor stattgefunden hat,
sowie dem Buchstaben F zusammensetzt, z. B. 2-F-Ins(1,4,5)P; = 2-Des-
oxy-2-fluorinosit-1,4,5-trisphosphat, und Phosphorothioat-Analoga sind
durch ein Suffix, das den Buchstaben S enthilt, gekennzeichnet, z. B.
Ins(1,4,5)P,-5-S = Inosit-1,4-bisphosphat-5-phosphorothioat.
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Botschaft lagern sie sich an spezifische Rezeptoren an der Au-
Benseite der Zellmembran an und aktivieren dadurch Mechanis-
men, die das Signal in die Zelle weitervermitteln —ein Vorgang,
der als transmembrane Signaliibertragung bezeichnet wird. Di-
verse Arten von Rezeptoren sind an der Signaliibertragung be-
teiligt: Ist der Rezeptor mit einem Ionenkanal verbunden, kann
das Offnen dieses Kanals zum Ein- oder Ausstrom von lonen in

sekundiire Botenstotfe

zelluliire Antwort l

Abb. 1. Getting the message across: Signaliibertragungsmechanismen.

0044-8249/95/10718-2085 $ 10.00+ .25/0 2085




AUFSATZE

B. V. L. Potter und D. Lampe

bzw. aus der Zelle fithren. Eine Anderung der lonenkonzentra-
tion im Cytosol aktiviert zefleigene Enzyme und bewirkt so eine
Antwort. Eine andere Rezeptorklasse sind die Rezeptor-Tyro-
sinkinasen, die selbst Enzyme sind. Sie sind in die Zellmembran
eingebettet und haben Bindungstellen fiir Agonisten an der Au-
Benseite und aktive Zentren an der Membraninnenseite. Durch
Andocken von Agonisten wird das Enzym aktiviert, was die
Phosphorylierung von Tyrosinresten in Zielproteinen in der Zelle
zu Folge hat. Diese Art der Signaliibertragung wird von vielen
Wachstumsfaktoren und Hormonen einschlieBlich Insulin be-
nutzt!!. Die Rolle von spezifischen Protein-Protein-Wechselwir-
kungen bei der Vermittlung des Informationsflusses von Rezep-
tor-Tyrosinkinasen zu ras-Proteinen ist inzwischen aufgeklart!?!,

Viele wasserldsliche Hormone bedienen sich eines Signal-
lbertragungssystems, bei dem der Rezeptor iiber einen intrazel-
luldren Effektor mit der Produktion eines internen Signal-
molekiils gekoppelt ist. Nach Anlagerung an ihr Rezeptorpro-
tein an der Zelloberfliche wird ein membranstiandiges GTP-bin-
dendes Protein (G-Protein)® ~ *1aktiviert, das mit dem Rezeptor
assoziiert ist. Die Gruppe der G-Proteine umfafit mehrere Mit-
glieder, die unterschiedliche intrazelluldre Prozesse regulieren.
G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten, die nach abneh-
mender Masse als a-, - und y-Untereinheiten bezeichnet wer-
den. Nach der Aktivierung wird an die a-Untereinheit gebunde-
nes GDP durch GTP ersetzt, wobei die f,7-Untereinheit von der
aktivierten o-GTP-Untereinheit dissoziiert. Die freigesetzten
Untereinheiten kénnen nun andere membranstéindige Enzyme,
die als Signalverstirker fungieren, stimulieren oder hemmen
(z. B. K*- und Ca%*-Kanile, Adenylat-Cyclase (AC), Guany-

lat-Cyclase (GC), PtdIns(4,5)P,-spezifische Phospholipase C
(PtdIns-PLC)) und ihrerseits sekundire Botenstoffe an der cyto-
solischen Seite der Zellmembran bilden. Die der a-Untereinheit
eigene GTPase-Aktivitdt hydrolysiert dann GTP zu GDP, die
a-GDP-Untereinheit und die f,y-Untereinheit assoziieren wie-
der und das G-Protein kehrt zum Grundzustand zuriick.

1.1. Sekundire Botenstoffe

Als sekundire Botenstoffe wurden bisher cyclisches Adeno-
sin-3’,5-monophosphat (cAMP), cyclisches Guanosin-3',5'-mo-
nophosphat (¢cGMP), Diacylglycerin (DAG), Ins(1,4,5)P, und
natiirlich Ca?*-Ionen identifiziert. Gegenwirtig zieht auch
Phosphatidylinosit-3,4,5-trisphosphat als potentieller sekunda-
rer Botenstoff betrdchtliches Interesse auf sich (siche Ab-
schnitt 2). Neuere Studien legen nahe, daBB cADP-Ribose, ein
NAD *-Metabolit, ebenfalls Ca?*-mobilisierende Eigenschaf-
ten aufweisen kénnte!® 8 und das Sphingolipid-Stoffwechsel-
produkt Sphingosin-1-phosphat kdnnte als potentieller sekun-
direr Botenstoff an Signaliibertragungen beteiligt sein, die von
einigen Mitogenen aktiviert werden!®!,

1.2. Die Rolle von Ca** in der Signaliibertragung
Der erste Hinweis darauf, da3 Ca?* eine Rolle in der Regulie-

rung zelluldrer Ereignisse spielt, war eine Beobachtung von Rin-
ger im Jahre 1883119, Bei der Untersuchung von Muskelgewebe
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stellte er fest, daf} er nach dem Austausch des Leitungswassers
in seinem Medium durch destilliertes Wasser keine Kontraktio-
nen mehr herbeifithren konnte. Als fehlende Komponente wur-
de Ca’" identifiziert.

Heute wissen wir, dal} viele zelluldre Abldufe durch Protein-
phosphorylierungen kontrolliert werden, die durch Anderungen
der intrazelluliren Ca?*-Konzentration beeinflufit werden, und
die Freisetzung von Ca?" gilt als primire Wirkung vieler Agoni-
sten. Die cytosolische Ca?*-Konzentration kann auf zwei Arten
reguliert werden:

1. Viele Agonisten induzieren eine Anderung der Membran-
potentialdifferenz, was die Offnung spannungsabhingiger
Ca?*-Kanile in der Membran zur Folge hat. Da die meisten
Ca?*-Tonen innerhalb der Zelle an Membranen oder Proteine
gebunden sind, ist der intrazellulire Ca?*-Spiegel niedrig und es
besteht deshalb ein groBer Konzentrationsgradient, so daf3 der
Einstrom von Ionen in die Zelle begiinstigt und dadurch die
cytosolische Ca®*-Konzentration erhéht wird.

2. Andere Agonisten sind in der Lage, Ca?* aus intrazelluld-
ten Speichern zu mobilisieren, so daBl die intrazellulire Ca®"*-
Konzentration erhoht und Ca?™*-abhingige Enzyme aktiviert
werden. Die Antwort der Zelle hingt sowohl vom Zelltyp als
auch vom Agonisten ab.

2. Inosit-1,4,5-trisphosphat: ein sekundirer
Botenstoff

Im Jahre 1850 isolierte Scherer ein optisch inaktives Cyclo-
hexanhexol-Isomer aus Muskelfleisch, das er Inosit nannte!! 11,
Ein gutes Jahrhundert spéiter und einige Jahre vor der Entdek-
kung des mittlerweile etablierten sekundiren Botenstoffes 3,5~
cyclisches AMP durch Rall und Sutherland!!? '3 zeigten Lo-
well und Mabel Hokin, daB3 Acetylcholin die Metabolisierung
von inosithaltigen Phospholipiden in der Bauchspeicheldriise
und im Cortex stimuliert!!#). Inosithaltige Phospholipide waren
ungefihr zehn Jahre zuvor von Folch in Gehirngewebe nachge-
wiesen worden™ 3. Spiter wurde der von den Hokins beschrie-
bene Phospholipid-Effekt auch in anderen Systemen nach Sti-
mutierung durch Agonisten festgestellt, was auf eine Rolle dieser
Lipide in der Kopplung von Stimulus und Antwort hindeutete.
Neue analytische Methoden halfen Ende der fiinfziger Jahre bei
der Trennung der inosithaltigen Phospholipide in Phosphatidy-
linosit (PtdIns), Phosphatidylinosit-4-phosphat [PtdIns(4)P]
und Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat  [PtdIns(4,5)P,]!*%!
(Abb. 2), und die chemischen Strukturen dieser Verbindungen
wurden bald darauf durch Ballou etal. aufgeklirt!! 7. Trotz die-
ser Fortschritte kam man in den darauf folgenden Jahren im
Verstindnis der physiologischen Bedeutung der stimulierten
Phospholipid-Umsetzung nur wenig voran, vor allem, weil
PtdIns als {iberwiegend vorkommenden Phospholipid zu viel
Aufmerksamkeit gewidmet wurde.

Der Durchbruch kam 1975, als Michell!'8! die Verbindung
zwischen dem Agonisten-stimulierten Phospholipid-Stoffwech-
sel und erhohten intrazelluliren Ca? " -Konzentrationen erkann-
te, die im Hinblick auf die Regulierung vieler zellulirer Prozesse
schon verstirkt untersucht wurden. Es fehlte aber immer noch
das chemische Bindeglied zwischen diesen Ereignissen. Ende
1983 wurde dann schlieBlich von Berridge etal. in Cambridge,
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Pidins: R1=R2=R3=H;
Pdins@d)P:  R!'=PO3", R2=R3=H;
Pidins(4,5)P;: R!=R2=PO2™,R3=H;
PHins@)P: R'=R2=H, R3= PO3"
Pidins(3.4)P: R'=R3=PO3™,R2=H;
Pidins(3,4,5)P3: R = R2= R3 = PO3~
Abb. 2. Angriffsort der Phospholipase C bei einigen Inositphospholipiden.

GroBbritannien, und Frankfurt!!®} der gesuchte sekundire Bo-
tenstoff als ein myo-Inositpolyphosphat identifiziert, das sich
von dem nur in geringer Menge vorkommendem Phospholi-
pid PtdIns(4,5)P, ableitet: ,,micromolar concentrations of
Ins(1,4,5)P, (1D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate) release Ca?*
from a non-mitochondrial intracellular Ca®" store in pancreatic
acinar cells. Our results strongly suggest that this is the same
Ca?* store that is released by acetylcholine®.

Mit diesen Entdeckungen wurde ein neues Kapitel in der Si-
gnaliibertragung aufgeschlagen, und seitdem waren die Fort-
schritte auf diesem Gebiet spektakulir, wie folgender Kommen-
tar von Hokin zeigt®?!: | the phosphoinositide field is currently
the number one field in biochemistry in the number of citations
(excluding molecular biology)“. Die Forschungsaktivititen
wurden durch Auffinden.gines iiberaus komplexen Inositphos-
phat-Stoffwechsels'?!- 22! unter Beteiligung von héheren Inosit-
phosphaten wie InsP, und sogar pyrophosphathaltigem InsP,
und InsPy23! weiter angeregt. Noch faszinierender ist die
Charakterisierung der neuen inosithaltigen Phospholipide
PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P, und PtdIns(3.4,5)P, (Abb.2), die
nach der Stimulierung einer 3'-Kinase durch Wachstumsfakto-
ren in Zellen gebildet werden!®*). Besonders das letztgenannte
Phospholipid konnte selbst ein sekundérer Botenstoff sein. Die-
ses Gebiet wird derzeit eingehend untersucht und scheint ein
vollig neuer Zweig der Polyphosphoinositid-vermittelten Si-
gnaliibertragung zu sein. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dafl
der Zellkern einen eigenen autonomen Phosphoinositid-Signal-
apparat zu haben scheint!2°: 25, Einige dieser neueren Aspekte
der Polyphosphoinositid-Signaliibertragung sind zusammenge-
faBt worden!?”l. Obwohl ein diskretes Molekiil noch identifi-
ziert werden muB, hat unléingst die Entdeckung eines Ca2*-Ein-
strom-Faktors (Ca%™" influx factor, CIF)!28: 2°! fiir viel Aufre-
gung gesorgt. CIF scheint ein diffundierender Botenstoff zu
sein, der in angeregten Zellen aus aktivierten intrazelluldren
Bereichen freigesetzt wird und den Einstrom von Ca?™* durch
die Plasmamembran stimuliert!3® 341, Es soll hier auch auf vor
kurzem erschienene Berichte aufmerksam gemacht werden, in
denen gezeigt wird, da3 die Bindungsaffinitit der Penicillium-

2087



AUFSATZE

B. V. L. Potter und D. Lampe

o . o OH brevicompactum - Stoffwechsel-
2-02,% 2 produkte Adenophostin A und
2'021;”0 3 OII=I’O§" B zum Ins(1,4,5)P,-Rezeptor
o SHO 1 o héher als die von Ins(1,4,5)P,
ist[327 341 (Abb. 3).

Wihrend die rapiden Fort-
schritte in den letzten zehn Jah-
ren vorwiegend auf biologischem Gebiet waren, ist klar, daB
gegenwdrtige und zukiinftige Anstrengungen auf pharmakolo-
gische Eingriffe in das Polyphosphoinositid-Signalsystem ge-
richtet sein werden. Die ersten Synthesen von Ins(1,4,5)P, wur-
den 1986—1987 verdffentlicht, und in der Folge wurden
bedeutende Fortschritte in der Synthese gemacht, so daB heute
die Schwierigkeiten bei der Herstellung von Inositphosphaten
im wesentlichen ausgerdumt sind. Der komplexe, immer noch
nicht vollstindig aufgekldrte Inositphosphatmetabolismus bie-
tet allerdings stindig neue Syntheseziele. Dariiber hinaus sind
Rezeptoren, die sekundire Botenstoffe binden, Enzyme, die
diese abbauen und die Wege. auf denen sie gebildet werden,
naturgemif3 potentielle Ziele fir das rationale Wirkstoffde-
sign'®3 =37 Der Schwerpunkt der Syntheseaktivititen verlagert
sich daher in Richtung auf strukturmodifizierte Inositphospha-
te mit neuartigen biologischen Eigenschaften.

Im Mittelpunkt dieses Beitrags stehen neuere chemische Fort-
schritte auf diesem Gebiet. Obwoh! versucht werden soll, die
wesentlichen biologischen Zusammenhéinge zu umreiBen, wiir-
de eine vollstandige Darstellung der Biologie der letzten zehn
Jahre den Rahmen dieses Artikels sprengen. Der Leser sei auf
die vielen Ubersichtsartikel!?? 38 =47 ynd Biicher *® ~ 52! zu die-
sem Thema verwiesen. Mehrere Aufsétze und Biicher iiber neu-
ere Aspekte von Inositsynthesen sind erschienen!®3 =30, Zu frii-
heren synthetischen Ansitzen sei der Leser auf zwei weitere
Veréffentlichungen hingewiesen!®7- 581,

Abb. 3. Der sekundire Botenstoff
p-myo-Tnosit-1,4,5-trisphosphat.

3. Konfiguration und Nomenklatur
von Inositderivaten

3.1. Konfiguration und Nomenklatur

Nach Scherers Entdeckung von , Inosit“ ™! Y wurde in der eng-
lischsprachigen Literatur die Nachsiibe -0l hinzugefiigt, und
weitere entdeckte oder synthetisierte Isomere erhielten ebenfalls
den Namen Inosit. Es gibt neun isomere Inosite einschlieBlich
eines Enantiomerenpaarst®! mit den Prifixen: scyllo-, myo-,
neo-, epi-, cis-, muco-, allo-, p-chiro-(+)- und L-chiro-(—)-
(Abb. 4). Die grolle Zzhl von Inositen und ihren Derivaten hat
zu Problemen in der Nomenklatur gefithrt, von denen noch
nicht alle vollstindigt gekldrt wurden. Die ,,1967 IUPAC Tenta-
tive Rules for Cyclitols**!*® haben die Standardisierung einen
betrachtlichen Schritt vorwirts gebracht, aber einige Schwierig-
keiten bestehen immer noch. Einige Aspekte dieser Regeln sind
in Abschnitt 3.2. fiir myo-Inosit dargelegt. Es wurde angeregt,
die stereospezifische Numerierung fiir Inositderivate zu tber-
nehmen!®!), doch ist dieser Vorschlag noch nicht allgemein ak-
zeptiert. Eine Notiz zu Versuchen, Nomenklatur und Abkiir-
zungen zu vereinfachen, ist erschienen'®?. Fiir eine vereinfachte
Diskussion dieses Themas sei der Leser auf einen ausgezeichne-
ten Aufsatz®¥ aufmerksam gemacht.

2088

neo-nosit

scylio-inosit

LB

epiinosit cis-inosit muco-inosit
OH OHOH 5 OH 5 3 HQ HO s
4
T2 2 ! 6
allo-inosit D-chiro-inosit L-chiro-inosit

Abb. 4. Die neun Inositisomere.

3.2. myo-Inosit

myo-Inosit ist ein meso-Cyclohexanhexol oder Cyclitol, und
weist dementsprechend eine Symmetrieebene mit fiinf dquato-
rialen und einer axialen Hydroxygruppe auf. Das Kohlenstoff-
atom, das die axiale Hydroxygruppe trigt, wird als C-2 bezeich-
net, und die anderen Ringkohlenstoffe werden von C-1 bis C-6
im oder gegen den Uhrzeigersinn durchnummeriert, wobei sich
C-1 auf einer der beiden Seiten von C-2 befindet. Vereinba-
rungsgemdf fiihrt eine Numerierung gegen den Uhrzeigersinn
bei einem asymmetrisch substituierten Inosit zur p- und eine
Nummerierung im Uhrzeigersinn zur L-Konfiguration. Es wird
normalerweise dem Prafix Vorzug gegeben, das zu niedrigeren
Ziffern in der Nummerierung der Substituenten fiihrt. Die Sym-
metrieebene in myo-Inosit verlduft demzufolge durch C-2 und
C-5.

Die Substitution an einem der symmetrie-verwandten Koh-
lenstoffatompaare C-1, C-3 und C-4, C-6 fiihrt zu b- oder L-En-
antiomeren. Die Substitution an C-2 und/oder C-5 resultiert in
einem meso-Produkt und ein Préfix ist hier unangebracht. In
Abbildung 5 sind die Enantiomere von Ins(1,4)P, dargestellt.

OH HO

HO OH
2-0,P OPO2~
HO OPO3™ -o,p OH
OH HO
D-ins(1,4)P, L-Ins(1,4)P,

Abb. 5. Die Enantiomere von myo-Inosit-1.4-bisphosphat.

D-Ins(1,4)P, ist ein durch Phosphatase aus Ins(1,4,5)P, gebilde-
tes Stoffwechselprodukt, und L-Ins(1,4)P, ist das synthetische
Enantiomer. Die Numerierung wird so gewihlt, weil die Alter-
native, L-Ins(3,6)P, bzw. b-Ins(3,6)P,, zu groBeren Bezifferun-
gen fihrt. Striktes Einhalten der [UPAC-Regeln kann jedoch
problematisch sein, besonders beim Verfolgen von Metabolis-
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muswegen, wo sich verwirrende Nomenklaturdnderungen erge-
ben kénnen. So wird D-myo-Inosit-3,4-bisphosphat (Name nach
der IUPAC-Konvention: L-myo-Inosit-1,6-bisphosphat) durch
Phosphatasen zum Monophosphat L-myo-Inosit-1-phosphat
abgebaut, obwohl der nichtkonventionelle Name D-myo-Inosit-
3-phosphat ein schnelleres Nachvollziehen dieser Reaktion er-
moglicht. In einer IUPAC-Empfehlung wurde vorgeschlagen,
alle biologisch relevanten Verbindungen als D-Derivate zu kenn-
zeichnen!®4), Diese Konvention wird, wo méglich, in diesem
Beitrag befolgt.

4. Biosynthese und Metabolismus
von myo-Inositphosphaten

4.1. Biosynthese von myo-Inosit

Der groBte Teil des von Menschen aufgenommenen myo-Ino-
sits stammt aus Pflanzen, nur ein Bruchteil wird biosyntheti-
siert. Die De-novo-Synthese ist sowohl in Pflanzen als auch
Tieren durch die von L-myo-Inosit-1-phosphat-Synthase (D-
myo-Inosit-3-phosphat-Synthase) katalysierte Isomerisierung
von D-Glucose-6-phosphat moglich. Dieses Enzym wurde aus
Hefe!®L Siugetierhoden!®® 671 und Gehirngewebe!®®! zur Ho-
mogenitit gereinigt. Der Biosyntheseweg!®® 7% und stereoche-
mische Aspekte sind diskutiert worden'®®!. Das p-Glucose-6-
phosphat-Analogon D-Glucose-6-phosphorothioat ist iiberra-
schenderweise kein Substrat fiir L-myo-Inosit-1-phosphat-Syn-
thetase!""),

myo-Inosit wird dann durch Inosit-Monophosphatase aus L-
myo-Inosit-1-phosphat gebildet. Die Monophosphatase ist ein
Schliisselenzym im Phosphatidylinosit-Cyclus, da es beide
Ins(1)P-Isomere hydrolysiert, das auf obigem Weg entstandene
L-Isomer und das durch die Hydrolyse von Phosphatidylinosit-
Phospholipiden gebildete D-Isomer. Es wurde gezeigt, dal3 die-
ses Enzym auch D- und L-Ins(4)P und in vitro Ins(5)P dephos-
phoryliert!”2). myo-Inosit-Monophosphatase wurde aus Ge-
hirngewebe isoliert!”> =731 und eine Kristallstrukturanalyse des
Enzyms ist inzwischen veroffentlicht worden!7®!.

Groles Interesse wird diesem Enzym auch deswegen beige-
messen, weil es durch Lithium-Kationen gehemmt werden
kann. 1971 wurde bemerkt, dal die Konzentration von freiem
myo-Inosit im Gehirn von mit Li* behandelten Ratten betréicht-
lich erniedrigt ist!””). Gegenwirtig wird aktiv nach Bindeglie-
dern zwischen den bekannten therapeutischen Wirkungen von
Li* bei der Behandlung von manischen Depressionen und sei-
ner Hemmung von myo-Inosit-Monophosphatase gesucht. Da
mit der Nahrung aufgenommenes myo-Inosit die Blut-Hirn-
Schranke nicht passieren und somit das Gehirn nicht erreichen
kann, muB} es hier de novo aus pb-Glucose-6-phosphat biosyn-
thetisiert werden. Wird der letzte Schritt auf diesem Weg, die
Dephosphorylierung von L-Ins(1)P, durch Li* blockiert, kann
das Gehirn seine Vorréte an Phosphatidylinosit-Lipiden nicht
wieder auffiillen. Das auf diesen Lipiden basierende Botenstoff-
System (siche Abschnitt 4.2), das von Neurotransmittern in
der zelluldren Signalvermittlung zur Anderung der elektrischen
Aktivitat benutzt wird, ist dann nicht funktionsfihig. Es wird
vermutet, daB3 dies besonders hyperaktive Zellen, wie sie in
einigen Fillen von Manie vorkommen, betrifft!’® 79, Diese
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wichtigen Aspekte sind in Ubersichtsartikeln zusammengefa Bt
worden!80 821,

Die Inhibierung von Inosit-1-phosphatase durch Li*-lo-
nen®¥ ist ungewdhnlich, da sie nichtkompetetiv ist. Es wird
angenommen, dal Li* den zweiten Schritt der Dephosphory-
lierung, den Zerfall der Phosphoryl-Enzym-Zwischenstufe,
hemmt, méglicherweise indem es durch ein im aktiven Zentrum
angreifendes Wassermolekiil koordiniert wird, wodurch die Nu-
cleophilie dieses Wassermolekiils abnimmt®3: 84 Ein besseres
Verstindnis des Mechanismus der Inhibierung durch Li* auf
molekularer Ebene wird zusammen mit der Kristallstrukturana-
lyse des Enzyms und den umfassenden gegenwirtigen Anstren-
gungen in medizinischer Chemie wesentlich zur rationelien Ent-
wicklung von Mimetica mit potentiellen antimanischen Eigen-
schaften beitragen. Mehrere wirksame, allerdings kompetitive
Enzyminhibitoren sind inzwischen synthetisiert worden (siche
Abschnitt 9).

4.2. Der Phosphatidylinosit-Cyclus

Inosithaltige Phosphatide (Abb. 2) machen weniger als 10 %
des gesamten Phospholipidgehaltes in Tierzellen aus. PtdIns ist
das haufigste (>90%) und kommt vorwiegend im endoplas-
matischen Reticulum (ER) vor. Die Polyphosphoinositide
PtdIns(4)P und PtdIns(4,5) P, sowie eine kleine Menge an PtdIns
befinden sich an der Innenseite der Plasmamembran.

Pflanzliches PtdIns hat eine andere Struktur als PtdIns aus
tierischen Quellen. (Eine Beschreibung der Phosphoinositid-
vermittelten Signaliibertragung in Pflanzen, die bereits von
Drobak zusammengefaBt wurde!®3!, ist auBerhalb des Rahmens
dieses Beitrags.) In Pflanzen ist das sn-2-Glycerin-Kohlenstoff-
atom mit der C, g-Fettsdure Linolsdure (18:2) und die sn-1-Posi-
tion mit (16:0)-, (18:0)- oder (18:2)-Fettsduren verknitpft, wih-
rend in Tieren an C-2 vorwiegend Arachidonsiure (20:4) und
an C-1 Stearinsdure (18:0) vorkommen. PtdIns wird durch
eine spezifische Kinase (Ptdlns-4-Kinase) zum 4-Phosphat
PtdIns(4) P und dieses durch eine andere Kinase (PtdInsP-5-Ki-
nase) zum Schliissel-Lipid PtdIns(4,5)P, phosphoryliert. Dar-
iiber hinaus kdnnen spezifische Phosphomonoesterasen
PtdIns(4)P und PtdIns(4,5) P, dephosphorylieren!®%!, Nach Ak-
tivierung des Rezeptors aktiviert das assoziierte G-Protein die
membranstindige Phosphodiesterase  (Phosphoinositidase)
Phospholipase C®7). Diese spaltet PtdIns(4,5)P, in die bei-
den sekundidren Botenstoffe D-myo-Inosit-1,4,5-trisphosphat
(Abb. 3) und 1,2-Di-O-acylglycerin (DAG), wodurch eine Gabe-
lung des Signaliibertragungsweges erreicht wird. Das hydrophi-
le Ins(1,4,5)P, diffundiert ins Cytosol und aktiviert dort einen
an der Oberfliche des ERs befindlichen Rezeptor eines Ca®”-
Kanals, wodurch Ca?* aus einem internen Speicher freigesetzt
wird (siche Abschnitt 5). Nishizuka et al. zeigten, dall DAG
Proteinkinase C (PKC) aktiviert!®® 891 PK.C wurde als der lan-
ge gesuchte ,,Rezeptor* fiir tumorférdernde Phorbolester iden-
tifiziert'*°L Urspriinglich wurde angenommen, daB es sich bei
PKC nur um eine Verbindung handelt, doch ist inzwischen klar,
daB es eine groBe Familie von Proteinkinase C-Isozymen
gibt®®! =23 DAG ist hydrophob, bleibt in der Membranebene
und kann auf zwei Wegen — durch eine Kinase oder eine Lipase
—metabolisiert werden. Im ersten Fall bleiben die Fettsdurereste

2089



AUFSATZE

B. V. L. Potter und D. Lampe

erhalten und DAG wird zu Phosphatidsdure phosphoryliert, die
mit Cytidin-5-monophosphat (CMP) CMP-Phosphatidat bil-
det. Mit einem Inositmolekiil kann daraus wieder PtdIns entste-
hen. Diese Reaktion wird durch PtdIns-Synthetase katalysiert.
Im zweiten Fall wird DAG durch eine Lipase unter Freisetzung
der in der Prostaglandin-Synthese bendtigten Eicosanoid-Vor-
stufe Arachidonsiure!®*! zum Monoacylglycerin hydrolysiert.
Der DAG-Signaliibertragungsweg wurde unter Strukturaspek-
ten mit DAG-Analoga untersucht!®®: °¢1. Die Strukturvoraus-
setzungen fiir die PKC-Aktivierung durch Lipide wurden in
einem Ubersichtsartikel zusammengefaBt®7l,

Abgesehen von den genannten, etablierten Phosphatidylino-
sitlipiden, deren Beteiligung an der Signalvermittlung heute un-
bestritten ist, wurde vor kurzem ein weiteres groBes Feld durch
die Entdeckung von drei Phospholipiden mit einer Phosphat-
gruppe in der D-3-Position des Inositringes eréffnet. Diese Lipi-
de sind PtdIns(3) P, PtdIns(3,4)P, und PtdIns(3,4,5)P, (Abb. 2).
Thre Herkunft wurde zunichst heftig diskutiert!®®, doch wird
jetzt allgemein akzeptiert, daB die direkte Phosphorylierung von
PtdIns(4,5)P, durch eine 3-Kinase (PtdIns-3K)®°! der Haupt-
bildungsweg von PtdIns(3.4,5)P, in stimulierten Zellen ist.
PtdIns(3)P und PtdIns(3.,4)P, werden aus der Stammverbin-
dung PtdIns(3.4,5)P, durch Phosphatase gebildet!2* 1901 Die
3-phosphorylierten Lipide sind anders als PtdIns(4,5)P, keine
Substrate fiir Phospholipase C und kénnen deshalb nicht als
Vorstufen fiir Inositphosphat-Signalverbindungen dienen[*°11,
Die PtdIns-3K-Aktivierung ist der mitogenen Signalvermittlung
durch Rezeptor-Tyrosinkinasen eigen!!®?), die durch Wachs-
tumsfaktoren stimuliert werden, und ist auch an der Vermitt-
lung von Signalen durch viele Rezeptor- und Nichtrezeptor-
Protein-Tyrosinkinasen beteiligt!!®3 194l Noch ist eine
eigenstindige Rolle von PtdIns(3,4,5)P; als sekundirer Boten-
stoff nicht offensichtlich. und die Suche nach einem intrazelluli-
ren Effektor hdlt an. Méoglicherweise wechselwirkt PtdIns-
(3,4,5)P, wie PtdIns(4,5)P,!1°5 mit dem Cytoskelett.

4.3. Der myo-Inosit-1,4,5-trisphosphat-Metabolismus

Einmal in der Zelle freigesetzt, muf ein sekundirer Botenstoff
zur Beendigung seiner Wirkung und zur Herstellung des Grund-
zustands der Zelle als Vorbereitung fiir einen neuen Stimulus
effizient desaktiviert werden. Allerdings kénnen die Metaboli-
ten des sekundiren Botenstoffs in der Zelle ebenfalls physiolo-
gisch aktiv sein. Ins(1,4,5)P, wurde unter diesen Gesichtspunk-
ten in den letzten Jahren eingehend untersucht. Dabei wurde
klar, daB sein Abbau zu freiem Inosit, das zur Lipidsynthese
wiederverwendet wird, sehr komplex ist und viele, oft schwer
voneinander trennbare Inositphosphate entstehen. Dieser
PtdIns-Kreislaufs soll hier nur grob umrissen werden, Einzelhei-
ten sind in ausfithrlichen Ubersichtsartikeln zusammenge-
faBtl?!- 22. 1961 Die Grundziige des Ins(1,4,5)P,-Stoffwechsels
sind in Abbildung 6 dargestellt.

Die durch PLC bewirkte Spaltung von PtdIns(4,5)P, wird
durch die Tatsache kompliziert, daB Ins(1,4,5) P, nicht das einzi-
ge hydrophile Produkt ist. Der Angriff von H,O auf die Phos-
phodiesterbindung von PtdIns(4,5)P, liefert Ins(1,4,5)P; und
DAG, aber die Spaltung kann auch — z. B. in thrombinstimulier-
ten Blutplitichen!"®™ — durch den Angriff der 2-Hydroxygruppe
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Abb. 6. Der Inositphosphat-Stoffwechsel.

am Phosphoratom herbeigefithrt werden, was zu cyclischem
Inosit-1:2,4,5-trisphosphat [cyclischem Ins(1:2,4,5)P,] fiihrt.
Erste Berichte fithrten zu der Annahme, dalB3 cyclisches
Ins(1:2,4,5) P, ein sekundirer Botenstoff seil!°8! aber diese frii-
hen Resultate konnten nicht bestitigt werden!'°®), Auch ist die
lange Halbwertszeit von cyclischem Ins(1:2,4,5)P, in Ohrspei-
cheldriisen-Zellen mit einer physiologischen Funktion bei der
Ausschiittung von Ca?* nicht vereinbar!! *°1, und seine niedrige
Konzentration in einigen stimulierten Zellen spricht gegen eine
wichtige Botenrolle fiir diese Verbindung!!'1l. Die Produktion
von cyclischem Ins(1:2,4,5)P, ist nach dem gegenwirtigen
Kenntnisstand lediglich eine unvermeidbare, nichtfunktionelle
Konsequenz der Wirkung von Phospholipase C*121,

Die Rolle von Ins(1,4,5) P, als sekundéirer Botenstoff ist mitt-
lerweile akzeptiert. Zwei Hauptabbauwege sind entdeckt wor-
den: Es war schon ldnger bekannt, daB3 Ins(1,4,5)P, durch eine
5-Phosphatase abgebaut wird, wie zuerst in Erythrocyten!*!3!
und spiter in vielen anderen Zellen gezeigt wurde!?!!. Es scheint
mehrere Typen dieses Enzyms zu geben, und es existieren so-
wohl losliche, cytosolische Formen als auch partikelartige,
membrangebundene Formen. Menschliches Blutpléttchencyto-
sol enthélt z. B. zwei als TypI und TypII bezeichnete 5-Phos-
phatasen, und die partikelartige Typl-5-Phosphatase aus huma-
nen Placentamembranen ist gereinigt und charakterisiert
worden!' %), Da fiir das Produkt der 5-Phosphatase-Einwir-
kung, Ins(1,4)P,, keine physiologische Rolle in diesem Si-
gnalitbertragungsweg bekannt ist (es gibt allerdings Berichte,
nach denen Ins(1,4)P, als Aktivator von DNA-Polymera-
seal!*s) und 6-Phosphofructo-1-Kinase!!'® wirkt), scheint es
klar, daB durch dieses Enzym nur das Signal zur Ca?*-Mobili-
sierung abgeschaltet wird. Ins(1,4) P, wird {iber Ins(4)P zu Inosit
abgebaut, das wieder in den Kreislauf eintritt.

1985 wurde das hohere Polyphosphat Ins(1,3,4,5)P, ent-
deckt!!7], und wenig spiter wurde das 3-Kinase-Enzym*! ¥ iso-
liert! % 1201 sequenziert und geklont!' 2! 122! Dies fiihrte zu
einer weiteren Komplikation des Stoffwechselweges und 19ste
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Spekulationen iiber die Funktion von Ins(1,3,4,5)P, aus, die
trotz heftiger Diskussion noch nicht eindeutig geklirt werden
konnte!*23~ 1281 Fine beachtliche Kontroverse wurde durch den
Vorschlag herbeigefiihrt, Ins(1,3,4,5)P, agiere selbst als sekun-
dérer Botenstoff und wiirde den Einstrom von extrazellulirem
Ca’* durch Plasmamembran-Ionenkanile vermittelnt*27!. Ein
Ende dieser Debatte ist noch nicht in Sicht.

Welche Funktion Ins(1,3,4,5)P, auch immer hat, es scheint
von derselben 5-Phosphatase wie Ins(1,4,5)P, abgebaut zu wer-
den. Erschwert wird die Aufkliarung des Sachverhalts aller-
dings dadurch, daf} es mehrere 16sliche Subtypen sowie partiku-
lire Formen des Enzyms gibt!'?®, Beide Substrate werden
durch das partikuldre und das 16sliche Enzym TypI gespalten,
wobei Ins(1,3,4,5) P, das bessere Substrat ist. Das Typ-II-Enzym
weist eine sehr geringe Affinitdt fiir das Tetrakisphosphat
auft?*- 128 1291 Fiir das Produkt Ins(1,3,4) P, wurde auf Grund-
lage des Befundes, daf es intrazellulires Ca** in geringem
MaBe mobilisiert, ebenfalls eine physiologische Funktion vor-
geschlagen!!*%, Dies wurde jedoch nicht bestitigt!!*!), und der-
zeit gibt es keine Anhaltspunkte fiir eine physiologische Rolle
dieser Verbindung. Der Metabolismus von Ins(1,3,4)P, ist je
nach Gewebe unterschiedlich. Die Produkte Ins(1,3)P, und/
oder Ins(3,4)P, werden anschlieBend in die Monophosphate
Ins(1)P bzw. Ins(3)P umgewandelt, und diese werden schlieB-
lich durch Inosit-Monophosphatase zu Inosit dephosphory-
liert.

Untersuchungen zur Aktivitdt von Ins(1,3,4,5)P, werden
durch die Tatsache kompliziert, daf3 es in vielen Geweben durch
eine 3-Phosphatase in Ins(1,4,5)P, umgewandelt wird!'32: 1331,
Es wird jetzt angenommen, daB InsP; und InsP, die physiologi-
schen Substrate dieses Enzyms sind, da diese Verbindungen mit
sehr viel groBerer Affinitédt als Ins(1,3,4,5)P, angegriffen wer-
den*4. Ins(1,3,4,5)P,-3-Phosphatase wurde aus Hepatocyten
isoliert!*3#!, in denen es im ER vorkommt!"331,

Weitere Stoffwechselwege wurden entdeckt: So kann
Ins(1,3,4)P; durch eine 5/6-Kinase zu Ins(1,3,4,6) P, phosphory-
liert werden'3®: 137 dag eine geringe Ca®*-mobilisierende Ei-
genaktivitdt aufweist!!3% 13°1 Die 5/6-Kinase setzt dariiber
hinaus Ins(1,3,4)P; zu Ins(1,3,4,5)P, um. In Tierzellen wird
Ins(1,3,4,5)P, durch die 5/6-Kinase zu Ins(1,3,4,5,6)Ps phos-
phoryliert, das zu drei Verbindungen, InsP, (Phytinsiure)
und dem normalerweise nicht trennbaren Enantiomeren-
paar Ins(3,4,5,6)P, und Ins(1,4,5,6)P,, metabolisiert wird.
Ins(1,4,5)P,5-5/6-Kinase wurde aus Leber mit einer
Ins Po-Affinititssiule gereinigt!!*0, o

Das Vorkommen dieser héheren Inositpoly-
phosphate in Pflanzen und den Erythrocyten von
Végeln, wo sie als Phosphat-Speicher und Modu-
latoren der Sauerstoffaffinitit von Himoglobin
fungieren, war schon linger bekannt!7: 791, Der
Nachweis von hdheren Inositpolyphosphaten in
Sdugetierzellen sowie Befunde, nach denen diese
Verbindungen intra- und extrazelluldre Signale im
Gehirn tibertragen konnten!'#!- 1421 gind fiir die-
ses Gebiet sehr vielversprechend!!*3, Es ist aller-
dings unwahrscheinlich, daBl diese hoheren
Polyphosphate direkt an der Signalitbertragung
beteiligt sind. Fiir Ins P, wurde eine physiologische
Rolle als Inhibitor der FEisen-katalysierten Hy-
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droxylradikalbildung vorgeschlagen!***l. InsP, kann iiberra-
schenderweise weiter phosphoryliert werden: Es gibt Hinweise
fiir die Existenz der pyrophosphathaltigen hSheren Polyphos-
phate InsP, und InsP,!?%, deren Strukturen bisher noch nicht
eindeutig charakterisiert worden sind. Diese Verbindungen
kommen im Schleimpilz Dictyostelium vor. Dariiber hinaus
konnen Inositpolyphosphat-Pyrophosphate auch durch Lyo-
philisierung von Inositpolyphosphaten in Gegenwart eines
Phosphoryl-Donors gebildet werden!23!.

Zur Untersuchung des Inositpolyphosphat-Stoffwechsels in
unterschiedlichen Geweben wurden zwei wichtige instrumentel-
le analytische Methoden entwickelt: Zum einen die Anionen-
austausch-HPLC!#*! mit enzymatischer On-line-Hydrolyse der
Phosphate durch alkalische Phosphatase, die in einem der Saule
nachgeschalteten Reaktor immobilisiert ist, und Detektion des
anorganischen Phosphats mit Molybdat!!*® sowie zum anderen
ein Metall-Farbstoff-Nachweissystem, bei dem eine Dephos-
phorylierung nicht erforderlich ist und dreiwertige Ubergangs-
metall-Ionen mit groBer Affinitit sowohl den Farbstoff 4-(2-Py-
ridylazo)resorcin als auch Inositphosphat-Polyanionen bin-
den'*™. Diese Methode erlaubt den Nachweis von Inositphos-
phaten im pmol-Bereich.

Die Inositphosphate wurden auch NMR-spektrokopisch un-
tersucht. Durch Multikern-NMR-Spektroskopie wurden die
Strukturen und die Konformationen von Ins(1,4,5)P,[148: 1491,
Ins(1,3,4,5)P,114% 139 Ing(1,4,5,6)P, 1131, InsP,['*21 und vielen
niedrigeren Inositphosphaten!'4®) aufgeklirt. Die Daten von
Phytinsiure deuten darauf hin, daB sich dessen Konformation
mit dem Protonierungsgrad dndert. Bei hohem pH liegt das
Molekiil in einer Konformation mit einer axialen und fiinf iqua-
torialen Phosphatgruppen vor und zwischen pH 2 und 5 in einer
Konformation mit einem &quatorialen und fiinf axialen Phos-
phatresten, die durch intramolekulare Wasserstoffbriickenbin-
dungen stabilisiert wird.

5. Der Inosit-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor

Der Inosit-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor (Ins P,R) ist ein ligan-
denregulierter Ionenkanal, der durch die Anlagerung von
Ins(1,4,5)P, aktiviert wird und als Ca®*-Schranke fungiert
(Abb. 7). In den letzten fiinf Jahren sind viele Informationen zur
Molekiistruktur von InsP;R, seiner Verteilung im Gewebe und

NH, HoN HO

Cytoplasma

032¢

Abb. 7. Schematische Darstellung des Ins(1,4,5)P,-Rezeptors (Querschnitt).
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in der Zelle sowie seiner Regulierung zusammengetragen wor-
den''%371581 Tm Gehirn werden Ins(1.4,5)P,-Rezeptoren vor
allem in Purkinje-Zellen, im Hippocampus, im Striatum und in
der Hirnrinde exprimiert. Dariiber hinaus kommen sie in der
glatten Muskulatur von Arterien, des Uterus und von Eileitern
sowie in der kontraktilen glatten Muskulatur von Eingeweiden
und der Speiserdhre vor. Durch Elektronenmikroskopie wurde
gezeigt, daB} der Rezeptor in Purkinje-Zellen meist mit dem glat-
ten ER assoziiert ist, aber auch im rauhen ER und in der duBe-
ren Kernmembran vorkomimt.

InsP;R wurde 1988 in Form von zwei immunologisch identi-
schen Polypeptiden, einem Ins(1,4,5)P,-bindenden Protein!!°!
und dem in Purkinje-Zellen angereicherten Protein P,q,t1%%,
isoliert. Seitdem ist durch Klonen der Rezeptor-cDNAs von
Maus!16!- 1621 Rattel!63: 1941 Drosophila!! ¢3! und Mensch 164!
gezeigt worden, dal} die allgemeine Rezeptorstruktur, die zuerst
aus Miuse-cDNA abgeleitet wurde, hochkonserviert ist. Das
Rezeptorprotein bindet Ins(1,4,5)P, und aktiviert Ca®*-Kani-
le, und durch Rekonstitution in Lipidvesikeln konnte der
Ins(1,4,5)Py-regulierte  Ca?*-Transport nachgewiesen wer-
den™®¢l Der Rezeptor ist ein Homotetramer, wie durch Elek-
tronenmikroskopie!*®’- 1¢8 und Vernetzungsexperimente nach-
gewiesen wurde!'®®]. Untersuchungen mit Deletionsmutan-
ten!' 179 ergaben, daB jede Untereinheit ein Ins(1,4,5)P,-
Molekiill und InsPyR vermutlich vier Ins(1,4,5)P;-Molekiile
nichtkooperativ bindet!*!; allerdings wurden auch anderslau-
tende Befunde erhalten™ 711,

Zwischen der Primédrsequenz von Ins PR und Ca®*-Kanilen
in der Plasmamembran gibt es keine Homologiel151: 172); eg
besteht allerdings eine betriichtliche teilweise Homologie mit
dem Ryanodin-Rezeptor des sarkoplasmatischen Retikulums
von Skelett- und Herzmuskulaturt!6!- 173 174 TnsP.R hat eine
transmembrane Doméne am C-Terminus mit langen N-termi-
nalen und kurzen C-terminalen Abschnitten, die in das Cyto-
plasma ragen. Untersuchungen des Hydrophilieprofils der
hochkonservierten Aminosduresequenz legen nahe, dalBl die
transmembrane Domine sechs!*%%! oder acht!*®°! membran-
durchspannende Regionen aufweist. Die groB3e N-terminale Re-
gion besteht aus ungefihr 650 Aminosdureresten, die zwischen
den Spezies hochkonserviert sind!1¢!- 162: 1701 Eg wird vermu-
tet, daf sie die kritische Sequenz enthalten, die die dreidimensio-
nale Ins(1,4,5)P,-Bindungstelle bildet!'®% 179 da nach Entfer-
nen von Sequenzen aus dieser Region keine Ins(1.4,5) P;-binden-
de Aktivitdt mehr vorliegt. Die Region enthilt viele positiv gela-
dene Arginin- und Lysinreste. die fiir die Bindung der Phosphat-
gruppen von Ins(1,4,5)P, wesentlich sein kénnten. Ein mit
einem Ins(1.4,5)P;-Photoaffinititsliganden markiertes Peptid
wurde isoliert, dessen Sequenz mit dem N-terminalen Fiinftel
der Sequenz von InsPyR ibereinstimmt!7*!, Die Anlagerung
von Ins(1,4,5)P; muf} eine betrichtliche Konformationsinde-
rung im Rezeptor verursachen, der zwischen der Ins(1,4,5)P;-
Bindungsstelle am N-Terminus und dem Ca’®*-Kanal am
C-Terminus fast 1400 Aminosiurereste aufweist'! >3, Die Kopp-
lungsregion zwischen der Ins(1,4,5) P,-Bindungsstelle und dem
Ca?*-Kanal enthilt Stellen, die die Wirkung von Ins(1,4,5)P,
auf das Offnen des Kanals modulieren. Zwei in dieser Region
vorhandene Serinreste kdnnen von einer cAMP-abhingigen
Proteinkinase phosphoryliert werden!!33- 161 1761 '\wodurch im
Rezeptor des Kleinhirns die Bindung von Ins(1,4,5)P, von der
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Offnung des Ca®*-Kanals abgekoppelt wird. Der Rezeptor bin-
det auBerdem dquimolare Mengen an ATP!'®8 In niedriger
Konzentration hat ATP einen potenzierenden Einflul} auf die
Ins(1,4,5)P,-stimulierte Ca?*-Freisetzung. Auch Ca®* selbst
kann das Offnen des Kanals beeinflussen, der Mechanismus ist
allerdings unklar!' 77,

Es ist bekannt, daBB InsP;R infolge alternativen mRNA-
SpleiBens eine betrichtliche Heterogenitit aufweist, was zu Re-
zeptoren fiihrt, die sich in der Kopplungsregion und vielleicht
auch in der Ligandenbindungsdoméne unterscheiden. Der
Kleinhirnrezeptor wird heute als Typl-Rezeptor bezeichnet.
Neue Rezeptortypen, die von separaten Genen kodiert werden,
wurden beschrieben!! 4 1781 So weist Typ2-InsP;R eine signifi-
kante Homologie mit dem Typt-Rezeptor auf, hat dabei aller-
dings eine groBere Affinitit fiir Ins(1,4,5)P, und ist 48 Amino-
sduren kiirzer!!®4. Ein Typ3-InsP;R, der zu 63 und 64 % mit
dem Typt- bzw. Typ2-Rezeptor identisch ist, wurde bei Rat-
ten7®) und vor kurzem auch beim Menschen!*8% charakteri-
siert. Er wird in Nieren, im Verdauungstrakt und im Gehirn
exprimiert und bindet aufler Ins(1,4,5)P, auch Ins(1,3.4,5)P,
und InsP,. Eine Teilsequenz der C-terminalen Domine eines
Typ4-Rezeptors wurde ebenfalls beschrieben!!>® 1541 Mogli-
cherweise sind die bisher identifizierten InsP;Rs nur die ersten
Beispiele einer groBeren Rezeptorfamilie. Sollten sich diese Re-
zeptoren in ihren Ligandenbindungsaffinititen und ihrer Spezi-
fizitdt unterscheiden, kdnnten modifizierte Analoga moglicher-
weise als Wirkstoffe gezielt eingesetzt werden.

6. Synthese und Aktivitit von Inosit-Analoga

Inosit wird von vielen Zellen aufgenommen!!8!~1831 ynd
durch PtdIns-Synthetase in PtdIns eingebaut. Der Einbau von
synthetischen Analoga in Phosphatidylinositlipide bietet einen
attraktiven Weg, pharmakologisch in die Signaliibertragung
einzugreifen. Da mittlerweile bekannt ist, daBl viele Wachs-
tumsfaktoren die Hydrolyse von Inositlipiden stimulierent!84),
kénnte man, indem man der Zelle ,,falsche*, insbesondere nicht
weiter phosphorylierbare Phospholipide anbietet, Phospholipa-
se C hemmen oder die Verfiigbarkeit von PtdIns(4,5)P, verrin-
gern und somit unter anderem die Zellfortpflanzung beeinflus-
sen. Dieser Ansatz hat den Vorteil, daB die mit dem Einbringen
von hochgeladenen, phosphathaltigen Verbindungen in die Zel-
le verbundenen Probleme umgangen werden. Vor allem fluorier-
te Inosit-Analoga haben sich in dieser Bezichung als attraktiv
erwiesen,

Kozikowski et al. stellten 1D-1-Desoxy-1-fluor-myo-inosit 1
(Abb. 8) aus 1D-3-0-Methyl-chiro-inosit in fiinf Stufen iber die
1,2:5,6-Di-O-isopropylidenverbindung unter Fluorierung mit
Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) her. Die direkte regio-
selektive Fluorierung von 1D-3-O-Methyl-chiro-inosit mit
DAST gefolgt von Demethylierung lieferte 1p-1,5-Didesoxy-
1,5-difluor-neo-inosit!*®31,  In
zehn Stufen gelang die Synthese

der beiden Enantiomere von 1- HO 't
Desoxy-1-fluor-myo-inosit!1861, H 1
wobei ein geeignet geschiitztes H cH F
myo-Inosit an C-2 mit DAST Abb. 8. 1-Desoxy-1-lluor-myo-
fluoriert und das erhaltene race- inosit.
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mische Fluor-scyllo-inosit in die Enantiomere getrennt wurde.
Die myo-Inosit-Konfiguration wurde durch Swern-Oxidation
der 1-Hydroxygruppe und stereospezifische Reduktion der
Keto-Carbonylgruppe mit 1-Selectride wiederhergestellt; durch
Entschiitzen der enantiomeren Zwischenstufen wurden 1p- und
11-1-Desoxy-1-fluor-myo-inosit erhalten.

Synthesen von 1Dp- und 1r-1-Desoxy-1-fluor-myo-inosit wur-
de auch von Offer et al.'*®7- 1381 beschrieben. Hier wurden die
Probleme der Wiederherstellung der myo-Inosit-Konfiguration
und Racematspaltung effektiv in einem Schritt durch Substitu-
tion der Tosylatgruppe eines fluorierten scyllo-Inosits mit
(S)-(—)-Caesiumcamphanat geldst. Die resultierenden Diaste-
reomere wurden getrennt und zu den b- und L-1-Fluor-Analoga
von myo-Inosit entschiitzt. Die entsprechenden 2-3H-markier-
ten Analoga wurden durch Inosit-Dehydrogenase-katalysierten
Austausch des Tritium-Radiomarkers von [2-3H]-myo-Inosit
hergestellt!*®9), 1-Desoxy-1-fluor-scyllo-inosit 2 (Abb. 9) war

2:X=H,Y=F:
3:X=F,Y=H:
X 4:X=%H,Y=F:
HO 5:X=F,Y=2H:
HO Y 6:X=Y=F:
o 7:X =F,Y=CH,0H
8:X = OH, Y=CH,F
9:X=SH,Y= H:

Abb. 9. C-2-modifizierte Inosit-Analoga.

das erste fluorierte Inosit-Analogon!!°%; es wurde aus 1-O-Ben-
zoyl-3,4,5,6-tetra-O-benzyl-myo-inosit durch Umsetzung mit
DAST bei erhohter Temperatur und Abspaltung der Schutz-
gruppen erhalten. Die Herstellung von 2 wurde spéter auch von
einer anderen Gruppe beschrieben!*?!1, Lowe und McPhee!1%2!
beschrieben die Synthesen von 2 und 2-Desoxy-2-fluor-myo-
inosit 3 sowie der 2->*H-markierten Derivate 4 und 5. Die Fluo-
rierung von 1,3,4,5,6-Penta-O-benzyl-myo-inosit mit DAST lie-
ferte unter Inversion der Konfiguration an C-2 das fluorierte
scyllo-Inosit, das mit wasserfreiem HBr zu 2 debenzyliert wurde.
Bei der Synthese von 3 wurde zunéchst die Konfiguration an C-2
durch Umsetzung zum Triflat und Substitution des Triflatrestes
mit Natriumtrifluoracetat invertiert. Esterhydrolyse, Umset-
zung des Produkts mit DAST und Abspaltung der Schutzgrup-
pen lieferte dann 3. Durch Oxidation von 1,3,4,5,6-Penta-O-
benzyl-myo-inosit mit Jones-Reagens und Reduktion der
resultierenden Inosose mit PH]NaBH, wurde vorwiegend das
tritiierte scyllo-Inosit und etwas 1,3,4,5,6-Penta-O-benzyl-[2-
3H]-myo-inosit erhalten. Reaktion mit DAST und Entschiitzen
wie zuvor lieferte 4 und 5192\, Eine dhnliche Synthese von 3 und
5 wurde auch von einer anderen Gruppe beschriebenf!8%},
2-Desoxy-2,2-difluor-myo-inosit 6 wurde durch Oxidation
von 1-0-Allyl-3,6-di-O-benzyl-4,5-O-isopropyliden-myo-inosit
zur entsprechenden 2-Inosose, deren Fluorierung mit DAST zur
gem-Difluorverbindung, Abspaltung der Allyl- und der Iso-
propylidengruppe sowie anschlieBende Hydrogenolyse herge-
stelitt'®!). Yang etal. synthetisierten 2-Desoxy-2,,-fluor-2,,-
hydroxymethyl-myo-inosit!*?*! 7 und 2-Desoxy-2-C-fluorme-
thyl-myo-inosit 81*°# ausgehend von 1-0O-Benzoyl-3,4,5,6-tetra-
O-benzyl-2-oxiranyl-myo-inosit.
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Die Synthese des 2-Sulfanyl-Analogons 9 von myo-Inosit
wurde beschrieben!!®5): Die selektive Iodierung von racemi-
schem 1,4,5,6-Tetra-O-benzyl-myo-inosit in der 2-Position mit
Triphenylphosphan/Imidazol/Tod verlief unter Konfigurations-
umkehr. Nach Silylierung der freien 3-Hydroxygruppe wurde
das dquatoriale lodatom mit Natriumbenzylsulfid unter Wie-
derherstellung der myo-Inosit-Konfiguration substituiert. Fluo-
ridinduzierte Desilylierung, Debenzylierung, Acetylierung des
Rohprodukts, Reinigung und Methanolyse lieferte das Thio-
Analogon 9.

Kozikowski et al. synthetisierten enantiomerenreine, an C-3
modifizierte Inosit-Analoga 18-25 (Abb. 10)19672001 1p.3.
Desoxy-3-fluor-myo-inosit 18 wurde in zwei Stufen erhalten:
durch direkte selektive Fluorierung von L-Quebrachit (1L-2-0O-
Methyl-chiro-inosit) 10 mit DAST unter Inversion der Konfigu-
ration an C-1 zum myo-konfigurierten Inosit 11 und dessen

o]
CH3 —— Hi
] H

X I & E

H
CHy CHs ><———>
H LoH Lo H
H

omlm?x

RO OMs

o]

18:X=F
19:X=H
20:X=Ci
21: X =Br
HO 22:X =1
23:X=aN,
24: X =NH; CI™
25: X = SH
Abb. 10. C-3-modifizierte D-myo-Inosite aus L-Quebrachit (Kozikowski etal.).

Demethylierung'l. p-3-Desoxy-myo-inosit 19 wurde iiber

L-3,4:5,6-Di-O-isopropyliden-2-0-methyl-chiro-inosit 12 durch
Umsetzung mit 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol, Tributylzinnhy-
drid und schlieBlich Bortribromid hergestellt!**8], Das Zwi-
schenprodukt 12 wurde auch in der Synthese der p-3-Halogeno-
Analoga 20-22 eingesetzt. Die freic Hydroxygruppe in 12
wurde mit Triphenylphosphan aktiviert und mit CCl,. Br, oder
I, als elektrophilen Halogenquellen unter Konfigurationsum-
kehr substituiert. Entschiitzen von 13 (X = Cl, Br, I) mit Bortri-
bromid lieferte die entsprechenden p-3-Halogeninosite!!®”!. Die
Verbindungen 23-25 wurden aus 12 iiber 14 und das Mesylat 15
erhalten'*®®). Die Einfiihrung der Azidogruppe unter Konfigu-
rationsumkehr wurde durch Substitution der Mesylatgruppe in
15 (R = Ethoxyethyl) mit Natriumazid/Hexamethylphosphor-
sdureamid (HMPA) erreicht. Die saure Hydrolyse lieferte p-3-
Azido-3-desoxy-myo-inosit 23, das durch katalytische Reduk-
tion in verdiinnter HCI in D-3-Amino-3-desoxy-myo-inosit-hy-
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drochlorid 24 {iberfithrt wurde. Das 3-Sulfanylinosit 25 wurde
aus 15 (R = Ac) durch Umsetzung mit (CH,),NC(S)SNa/
HMPA, Reduktion mit LiAIH, und Entfernung der Schutz-
gruppen erhalten. Oxidation der Hydroxygruppe in 12 und Al-
kylierung des erhaltenen Ketons 16 in axialer Position mit
MeMgBr fiihrten zum geschiitzten 3-C-Methylderivat, das zu
17 entschiitzt wurdel' 7],

Die wachstumshemmenden Eigenschaften dieser Inosit-Ana-
loga wurden an Wildtyp-NIH-3T3-Zellen und an v-sis-transfor-
mierten Zelien untersucht. v-sis-Transformierte Zellen weisen
eine erhohte PtdIns-3'-Kinase-Aktivitdt auf, weshalb sie gegen-
iber Inhibitoren des PtdIns-3'-Kinase-Signaliibertragungs-
weges empfindlicher sein sollten als nichttransformierte Zellen.
Erste Experimentel!®3) ergaben, dafl p-3-Desoxy-3-fluor-myo-
inosit 18 ein wirksamer und selektiver Zellwachstumsinhibitor
ist; in Gegenwart von myo-Inosit im Wachstumsmedium ist 18
allerdings etwa eine GroéBenordnung weniger wirksam. Das
Fluor-Analogon ist ebenfalls ein starker kompetitiver Inhibitor
bei der Aufnahme von [*H]-myo-Inosit, was nahelegt, daB diese
Verbindung in Inositphospholipide eingebaut wird. In weiteren
Studien mit an C-3 modifizierten D-myo-Inosit-Analoga wurde
festgestelit! 7 1981 daf3 p-3-Azido-myo-inosit 23 iberaus wirk-
sam ist (IC, = 0.04 mm) und in inositfreiem Medium eine hohe
Selektivitdt fir v-sis-transformierte Zellen aufweist (mehr als
1200fach im Vergleich zum Wildtyp). Durch Zugabe von myo-
Inosit wurde die inhibierenden Eigenschaften dieser Verbindung
allerdings betrdchtlich verringert, wihrend die Wachstums-
hemmung durch D-3-Amino-3-desoxy-myo-inosit 24 nur miBig
beeintrichtigt wurde. D-3-Desoxy-3-methylen-, -3-hydroxyme-
thyl-, -3-iodmethyl- und -3-phosphonomethyl-myo-inosit sowie
dessen Dimethylester weisen keine signifikante heminende Akti-
vitit aufl!o91,

Sowohl p- als auch 1-4-Desoxy-4-fluor-myo-inosit wurden
aus DL-1,3,4,5-Tetra-O-benzyl-myo-inosit hergestellt: Dazu
wurde zundchst die 6-OH-Gruppe selektiv tosyliert und das
Produkt mit DAST an C-2 zum scyllo-Derivat fluoriert. Durch
Umsetzung mit (8)-(—)-Caesiumcamphanat wurde unter In-
version der Konfiguration an C-6 (C-2 im Produkt) die myo-
Inosit-Konfiguration wiederhergestellt. Das entstandene Dia-
stereomerengemisch konnte durch HPLC oder durch Kristalli-
sation getrennt und nach Abspaltung der Schutzgruppen p- und
L-4-Desoxy-4-fluor-myo-inosit isoliert werden!'#°1, Wihrend in
die 2-Position des L-Isomers eine *H-Radiomarkierung mit Ino-
sit-Dehydrogenase und [*H]-myo-Inosit eingefithrt werden
konnte, ist das p-Isomer kein Substrat fiir dieses Enzym, und
das radiomarkierte Analogon wurde durch Oxidation von D-
1,3,5,6-Tetra-O-benzyl-4-desoxy-4-fluor-myo-inosit, Reduktion
der erhalienen 2-Inosose mit [*H]NaBH, und Abspaltung der
Schutzgruppen hergestellt. Synthesen von racemischem 4-De-
s0xy-, 4-Desoxy-4-fluor- und 4-Desoxy-4-methyl-myo-inosit
ausgehend von ciner aus Benzol durch mikrobielle Oxidation
gewonnenen Vorstufe wurden ebenfalls beschrieben!2°*.

6-0-Benzyl-1,2: 3,4-di-O-cyclohexyliden-myo-inosit ~ wurde
von zwei Arbeitsgruppen zur Herstellung von 5-Desoxy-5-ftuor-
myo-inosit 26 eingesetzt (Abb. 11). Die Fluorierung mit DAST
lieferte neben dem Produkt mit invertierter Konfiguration auch
das Retentionsprodukt, das zu 26 entschiitzt wurde!2°?, Die
niedrige Ausbeute wurde spiter durch eine der DAST-Fluorie-
rung vorausgehende Inversion der Konfiguration an C-5 verbes-
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26:X=F,Y=H:
27:X=Y=F:
28:X=Cl,Y=H
29: X =Br,Y=H
wo § 30:X=H,Y=Cl
H 31:X=H,Y=Br
X OH 32:X=H,Y=I
CH 33 X=Y=H
34: X =0CHg, Y=H:

Abb. t1. C-S5-modifizierte Inosit-Analoga.

sert!187- 188. 2031 Qg [ieferte die Tosylierung!t®7- 881 oder Tri-
flierung'?°*! der 5-Hydroxygruppe gefolgt von nucleophiler
Verdrangung mit Caesiumpropionat das neo-Inositderivat.
Nach Verseifung und Fluorierung mit DAST lag wieder die
myo-Inosit-Konfiguration vor, und die Entfernung der Schutz-
gruppen gab 26.

Deuterierungs-Studien ergaben, daB3 das dquatoriale Proton
H-2in 26 am schnellsten ausgetauscht wird293!. Inkubation von
26 mit Inosit-Dehydrogenase und [2-*H]-myo-Inosit fihrte zu
einem Austausch des Radioisotops, das somit wiederum in die
2-Position des fluorierten Analogons eingebaut wurde!'#°1. Das
5-Desoxy-5,5-difluor-Analogon 27'2°31 wurde aus dem Oxode-
rivat von 1,4,6-Tri-O-benzyl-2,3-0O-cyclohexyliden-neo-inosit,
einem Zwischenprodukt in der Synthese von 26, hergestellt.

AuBer den Synthesen von 26 und 27 sowie von myo-Inosit-
Analoga, die an der 1-; 4- und 5-Stellung desoxygeniert sind,
beschrieben Baker etal. auch die Herstellung von weiteren
5-Desoxyhalogen-myo- (28, 29) und epimeren -neo-Inositen
(30-32)12°2 sowie von racemischem 4-Desoxy-4-fluor-nyo-
inosit. DAST-Fluorierungen verlaufen normalerweise unter
Konfigurationsumkehr!'2%#}, aber bei der Fluorierung der Zwi-
schenstufe 3-0-Benzyl-1,2:5,6-di-O-cyclohexyliden-myo-inosit
entstand {iberraschenderweise vorwiegend das Produkt unter
Retention der Konfiguration. Dies wurde auf eine sterische Hin-
derung des riickseitigen Fluorid-lonen-Angriffs auf das inter-
medidre Addukt mit DAST zuriickgefiihrt'2°%,

Diese Inosit-Analogal?®®! wie auch einige C-3-modifizierte
D-myo-Inosite!2°%! wurden anschlieBend als Substrate und Inhi-
bitoren von PtdIns-Synthetase getestet. Das Enzym stellt sehr
hohe Anforderungen an das Cyclitol-Substrat. Alle untersuch-
ten Verbindungen waren weniger effektiv als myo-Inosit; das
beste Analogon war 5-Desoxy-S-fluor-myo-inosit 26, das mit
26% der Einbaugeschwindigkeit von myo-Inosit ins zelluldre
Phospholipid inkorporiert wird. Das Analogon 26 wurde zum
entsprechenden 5-Fluor-PtdIns(4)P-Derivat phosphoryliert, ein
Lipidbisphosphat konnte dabei wie erwartet nicht nachgewiesen
werden. Andere 5-Desoxy-5-halogen-Verbindungen waren sehr
schlechte oder inaktive Substrate. Das S-Desoxy-Analogon 33
wurde hingegen gut erkannt. Unter den getesteten C-3-modifi-
zierten Derivaten waren p-3-Amino- (24), p-3-Fluor- (18) und
D-3-Desoxy-myo-inosit (19) sowie das 3-Oxo-Analogon Sub-
strate fiir PtdIns-Synthetase!2°®!, sie werden aber im Vergleich
zum natiirlichen Substrat mehr als zehnmal schlechter akzep-
tiert. Als allgemeine SchluBfolgerung scheint sich aus diesen
Befunden ableiten zu lassen, daBl die Substrataktivitit mit zu-
nehmenden sterischen Anforderungen der Substituenten ab-
nimmt. Im Inhibierungsassay entsprach die Rangfolge der Ana-
loga der Abstufung hinsichtlich ihrer Effektivitit als Substrate.
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Davon ausgenommen ist 5-Desoxy-3,5-difluor-myo-inosit 27,
das kein PtdIns-Synthase-Substrat, aber ein wirksamer Inhibi-
tor dieses Enzyms ist.

In einer anderen Studie!?°” wurde die Inhibierung des Ein-
baus von [*H]Ins in PtdIns durch Inosit-Analoga untersucht,
die in der 1-, 2-, 3-, 4- oder 5-Position modifiziert sind. 1-De-
soxy-1-fluor-scyllo-inosit 2 und 5-O-Methyl-myo-inosit 34 wa-
ren die effektivsten kompetitiven Inhibitoren von PtdIns-Syn-
thase und einem nucleotidunabhéingigen PtdIns/Ins-Austausch-
enzym. Viele andere Analoga wiesen ebenfalls betrachtliche in-
hibitorische Eigenschaften vor allem beziiglich der Austausch-
enzym-Aktivitit auf. Sowohl [1-*H]-1-Desoxy-1-fluor-scyllo-
inosit 4 als auch [2-*H]-2-Desoxy-2-fluor-myo-inosit 5 waren
sehr schlechte Substrate fiir die beiden Enzyme. Sofern § aber
ins Phospholipid aufgenommen wurde, konnten auch die ent-
sprechenden Analoga von PtdIns(4)P und PtdIns(4,5)P, nach-
gewiesen werden.

Offer et al. untersuchten die Aufnahme von *H-markierten
Monodesoxyfluor-myo-inositen!!#%) in Thymocyten und ihren
Einbau in das Phospholipid!2°®!, Allein p-3-F-Ins 18, 5-F-Ins 26
und in geringerem Mafl auch D-6-F-Ins sind Substrate der
PtdIns-Synthase, und nur 18 wurde aktiv in die Zellen aufge-
nommen und in das Phospholipid eingebaut. Allerdings nahm
man an, daBl Monodesoxyfluor-Analoga — sofern sie nicht durch
die Zellmembran dringen kénnen — wegen der Selektivitit fiir
myo-Inosit bei der Aufnahme und der von PtdIns-Synthase, in
intakten Zellen wahrscheinlich nicht als Inhibitoren der
PtdIns(4,5)P,-Bildung oder des -Abbaus fungieren kdnnen.

Die Synthese von selektiv geschiitzten 3-Desoxy-epi-inositen
und 1-Desoxy-scyllo-inositen gelang chemoenzymatisch mit
Candida-cylindracea-Lipase, die (R)-konfigurierte Ester selektiv
spaltet 2971,

7. Synthese von spezifischen myo-Inositphosphaten

Die Entdeckung des sekunddren Botenstoffs Ins(1,4,5); hat
ein erneutes Interesse an der Inositphosphat-Chemie geweckt.
Viele Inositphosphate wurden schon vor dieser Renaissance
synthetisiert!®7- 38), Einige der élteren Syntheseverfahren waren
allerdings nicht sehr zufriedenstellend. Dies galt besonders fiir
die Phosphorylierung von Polyolen, in denen gleichzeitige Poly-
phosphorylierungen durch das Vorhandensein von vicinalen
Diolen erschwert und die Bildung von fiinfgliedrigen cyclischen
Phosphaten begiinstigt werden. (Zu Ausnahmen siehe Lit.!210)
Dennoch wurde Ins(4,5)P, urspriinglich schon 1961 herge-
stellt’>!1]. Neuere Arbeiten zu diesem Thema wurden zusam-
mengefaBtt5o,

7.1. Allgemeine Betrachtungen zur Synthese

Inositpolyphosphat-Synthesen miissen filnf Anforderungen
erfullen (Abb. 12): 1. Um die spétere Einfithrung von Phos-
phatgruppen in ausgewihlte Positionen zu erleichtern, miissen
geeignet geschiitzte Derivate hergestellt werden. 2. Da das
D-Enantiomer von Ins(1,4,5)P; der natiirliche Botenstoff ist,
miissen auch die Derivate enantiomerenrein hergestellt werden.
3. Eine effiziente Phosphorylierungsstrategie ist erforderlich,
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Fyo-lnul( ] [ chirates Edukt _]
salekiive Einfihrung selektive
von Schutzgnppen Modifikation(en)
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l Phosphorylierung

[ Benzol I
xidative Funktonalisierung,
Einflihrung von Schutzgruppen
(und Racematspaltung)

geschitztes
Inosliphosphat

l Abspalten der Schutzgruppen

Incsitphasphat l

Abb. 12. Stufen in der Synthese von Inositphosphaten.

um die mit der Bildung von cyclischen Phosphaten zusammen-
hédngenden Probleme zu vermeiden. 4. Das phosphorylierte
Zwischenprodukt muf unter Bedingungen entschiitzt werden,
unter denen die Phosphatgruppen nicht zu benachbarten Hy-
droxygruppen wandern kénnen. 5. Das anionische Polyphos-
phat muf effektiv gereinigt und von geringen, moglicherweise
regioisomeren Verunreinigungen getrennt werden, die eine Akti-
vitdt aufweisen kdnnten.

7.1.1. Schutzgruppenchemie

Die Entwicklung von Schutzgruppenstrategien bei Inositpo-
lyphosphat-Synthesen begann schon sehr frith’®” 38 ynd wird
auch heute noch vorangetrieben, wie neuere Ansitze zei-
gen2127218] Dag Gebiet wurde in zwei Ubersichtsartikeln um-
fassend diskutiertt3 341, Die populdrsten temporiren und per-
manenten Hydroxyschutzgruppen sind Acetyl, Benzoyl, Benzyl,
p-Methoxybenzyl, Allyl, Isopropyliden, Cyclohexyliden und
Orthoformiat. Dies wird bei der Beschreibung von einigen Syn-
thesen deutlich werden.

7.1.2. Synthesen von optisch aktiven Verbindungen

Wird Benzol oder die meso-Verbindung myo-Inosit als Aus-
gangsmaterial zur Synthese von Inositphosphaten verwendet,
ist eine Racematspaltung zur Trennung der D- und L-lsomere
der Inositphosphat-Vorstufen notwendig. Die meisten Enantio-
merentrennungen in Inositphosphat-Synthesen beruhen auf der
Umwandlung eines racemischen Inosits in ein Diastereomeren-
paar, das durch Kristallisation oder chromatographisch getrennt
wird. Die Verfahren von Shvets!?1® 2201 bei denen D-Mannose-
Orthoester wie 35 (Abb. 13) verwendet werden, waren bis vor

E10 35
oo CICCH20‘ ﬁ‘
CH;,
Abb. 13. In Inositphosphat-Synthesen verwendete chirale Hilfsreagentien.
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kurzem die einzigen verfiigbaren Methoden. In neueren Ar-
beiten wurden die Vorteile einiger anderer Reagentien, z. B. (5)-
(+)-0O-Acetylmandelsdure 36, (R)-(+)-Campherdimethyl-
acetal 37 und seinem (S)-1somer, L-Menthylchlorformiat 38,
L-Menthyloxyacetylchlorid 39 sowie (R)-(+ )-1-Phenylethyliso-
cyanat 40, demonstriert. Die Racematspaltung durch Bildung
von Camphansiureestern scheint gegenwirtig die allgemein
brauchbarste Methode zu sein, und sowohl mit (S)-(—)-Cam-
phansiurechlorid 41 als auch mit dem (R)-(+ )-Isomer wurden
optisch aktive Inositderivate erhalten. Mit chiralen HPLC-
Sdulen wurden Zwischenprodukte in Ins(1,3,4)P,-1221) und
Ins(1,3.4,5)P,-Synthesen!???] in ihre Enantiomeren getrennt.
In mehreren Studien wurden Enzyme wie Esterasen, Lipasen
und Proteasen auf ihre Fihigkeit untersucht, racemische oder
meso-Carboxylester von myo-Inosit!?2372261 3.Desoxy-epi-
inosit und 1-Desoxy-scyllo-inosit2°°! enantio- und regioselektiv
zu hydrolysieren. Eine neue Methode ist die selektive enzymati-
sche Veresterung, die bereits zur Enantiomerentrennung von
racemischem 1,2:5,6- und 1,2:3,4-Di-O-cyclohexyliden-myo-
inosit!227- 2281 sawie zur Synthese von enantiomerenreinem 1D-
1-O-Butyryl-4,6-di-O-benzoyl-myo-inosit!??%] eingesetzt wurde.
Das Problem der Racematspaltung kann durch die Verwen-
dung von chiralen Ausgangsverbindungen, z. B. von Natur-
stoffen wie L-Quebrachit 10, 1D-3-O-Methyl-chiro-inosit 42,
(—)-Chinaséure 43, p-Glucurono-6,3-lacton 44 und das Galac-
tosid 45 (Abb. 14), ganz umgangen werden. Durch die Ferrier-

OH OH OH
HO OH
H,C HsC
OH H H
HO HO OH
H H
10 42 a3
Gal
How 0 aaclostiJ OH oM
OH H Hi
H OH H A
H
H H,
44 45 46

Abb. 14. Chirale Ausgangsverbindungen zur Synthese von Inositphosphaten.

Reaktion!??%T wurden myo-Inositderivate aus p-Galactose, 23]
D-Glucose!?32 7234 ynd in einem biomimetischen Ansatz aus
Methyl-a-D-glucopyranosid 46237 2361 hergestellt. Enantio-
merenreine myo-Inositderivate wurden durch die Samarium-
diiodid-vermittelte reduktive Carbocyclisierung einer von D-
Mannit abgeleiteten Zwischenstufe erhalten!?37],

7.1.3. Phosphorylierungsreagentien

Zur Phosphorylierung von freien Hydroxygruppen in einem
geeignet geschiitzten Inosit werden hauptsichlich zwei Metho-
den angewendet : a) Phosphorylierung mit einem PY-Reagens, in
dem das Phosphoratom schon in der korrekten Oxidationsstufe
vorliegt, und b) Phosphitylierung der Hydroxygruppe mit einem
P"™.Reagens und anschlieBende Oxidation des Phosphitesters
zum geschiitzten Phosphatester (Abb. 15).
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R ?—cn 47:R=CLCCH,0 Cl,PO" @ (BrO),P—O—P(0Bn),
R 48: R = GgHyNH 0 o 51
49:R=CgH,0
RO 52:R - Me R'O 55: Rt = NCCH,CH,, Rz = iPr
P—Cl  53:R=Et P—NRE, 56:R' =Bn, e = Pr
RO 54: R = NCCH,CH, RO 57: Rt - NGCH.CH,, R = Et
58:R' = Bn, R = Et
NiPr, 1:R=CH,CHCN
P—NR, RO—P] o M'"k He
0o C! 62:R=Me
59:R«Et
60:R=Me
PrN
N:F—OBn O’L\O
Pryl 63 4

Abb. 15. Phosphorylierungs- und Phosphitylierungsreagentien.

Die Vorteile von PY-Reagentien fiir Phosphorylierungen sind
die relative Stabilitdt von Reagens und Produkt. Probleme ha-
ben sich jedoch wegen der geringen Reaktivitdt der sekundiren
Hydroxygruppen von Inositen ergeben. Dariiber hinaus ist die
Phosphorylierung von vicinalen Diolen besonders schwierig:
Die durch Phosphorylierung der ersten freien Hydroxygruppe
gebildete Phosphattriestergruppe kann durch die benachbarte,
zweite Hydroxygruppe angegriffen werden. Durch die Sperrig-
keit der meisten PY-Reagentien kann der Angriff eines
zweiten Reagensmolekiils auf die zweite Hydroxygruppe im
Anschlufl an die Monosubstitution sterisch erschwert sein. Cy-
clisierungen konnen deshalb erfolgreich mit der Substitution an
der zweiten Hydroxygruppe konkurrieren, was zu 5-gliedri-
gen cyclischen Phosphaten statt zu den gewiinschten Bisphos-
phaten fiihrt.

Phosphor(v)-oxidchlorid wurde erstmals 1857 als Phosphory-
lierungreagens verwendet!23® In neuerer Zeit wurde es zur
schrittweisen Phosphorylierung des vicinalen 4,5-Diols in myo-
Inositen mit zwei PY-Reagentien eingesetzt!?3°!. Die Phospho-
rylierung mit Bis(2,2,2-trichlorethyl)phosphorsdurechlorid 47
lieferte, vermutlich infolge sterischer Hinderung, nur eine
Mischung aus 4- und S5-monophosphorylierten Inositen, nicht
aber das Bisphosphat. Mit POCI; konnte die Mischung aller-
dings zu den gemischten 4,5-Bisphosphattriestern umgesetzt
werden. Mit 47 wurden auch Ins(1,4,5)P; und dessen 5-Phos-
phorothioat-Analogon hergestellt{?4° =242l Djianilidophospho-
rochloridat 48 wurde in der ersten beschriebenen Synthese von
D-Ins(1,4,5)P; benutzt!?4*}; diese Phosphorylierungsmethode
und die Abspaltung der Schutzgruppen mit Isoamylnitrit in Py-
ridin/Essigsdure/Essigsdureanhydrid war jedoch nicht zufrie-
denstellend. Diphenylphosphorsaurechlorid 49 wurde in vielen
Synthesen von Phosphatestern verwendet, unter anderem in ei-
ner frithen Synthese von Ins(2) P12#* sowie in der Synthese von
L-Ins(1)P[245},

Phosphorséuredichloride kénnen mit zwei unterschiedlichen
Partnern unter Bildung einer Phosphatbriicke zwischen diesen
Finheiten reagieren. Da Phosphodiesterbindungen in vielen Na-
turstoffen, z. B. in Oligonucleotiden und Phospholipiden, vor-
kommen, wurde einige Phosphorsduredichloride fiir die Syn-
these dieser Substanzen entwickelt. N-Methylpyridinium-phos-
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phorodichloridat 50 wurde zur Synthese von cyclischem
Ins(1:2)P verwendet!24€,

Polyphosphate und gemischte Anhydride werden trotz ihrer
unspezifischen Reaktionsweise, die hiufig zur Bildung von cy-
clischen Phosphaten oder anderen Nebenprodukten fiihrt, viel-
fach eingesetzt. Phosphorsiure, Kaliumhydrogenphosphat und
Pyrophosphorsdure wurden fiir Kohlenhydratphosphat-Syn-
thesen genutzt; Pyrophosphorsdure wurde auch zur Phosphory-
lierung von epi- und muco-Inositen verwendet!?47],

Tetrabenzylpyrophosphat (TBPP) 5112481 jst ein kommerziell
erhéltlicher kristalliner Feststoff, der durch Kondensation von
zwei Aquivalenten Dibenzylphosphat mit Dicyclohexylcarbodi-
imid (DCC) gebildet wird. Es ist das einzige PY-Reagens, das in
der Inositphosphatchemie mit Erfolg zur Phosphorylierung von
vicinalen Diolen angewendet wurde!?4° =251, Um eine effektive
Phosphorylierung mit TBPP zu erreichen, ist es erforderlich, die
freien Hydroxygruppen in Alkoxygruppen umzuwandeln. Die
stark basischen Bedingungen konnen allerdings bei einigen Ver-
bindungen zur Zersetzung fithren.

P! Reagentien sind reaktiver als die meisten P¥-Reagentien.
Durch Phosphitylierung und anschlieende Oxidation wurden
gute Resultate auch in solchen Fillen erzielt, in denen PY-
Reagentien nicht das gewiinschte Produkt lieferten, z. B. bei der
Phosphorylierung von vicinalen Diolen als Vorstufen von
Ins(1,4,5)P;. Die Bildung von unerwiinschten cyclischen Phos-
phodiestern wird dabei vermieden. Ein weiterer Vorteil der P*-
Reagentien ist, daB die Phosphittriester durch elementaren
Schwefel in Pyridin'?3?! oder durch Phenacetyldisulfid!23¥
sulfoxidiert werden konnen. Die entstechenden Phosphoro-
thioate sind als niitzliche nichthydrolysierbare Analoga von Nu-
cleotiden?*# und Inositphosphaten bekannt (siche Abschnitt
8.4).

Trotz ihrer Instabilitdt gegeniiber Feuchtigkeit werden Phos-
phorochloridite hdufig in Inositphosphat-Synthesen eingesetzt.
So wurden mit Dimethoxychlorphosphan 52 Ins(1,4,5)P;,
Ins(1,3,4,5)P, und Ins(1,4,5,6)P, 2531 mit Diethoxychlorphos-
phan 53 Ins(1,2,4,5)P,2%%) und mit Di(2-cyanethoxy)chlor-
phosphan 54 Ins(1,3,4)P,12*" synthetisiert.

Die stabileren Phosphoramidite werden unter katalytischer
Aktivierung durch eine schwache Sdure (1H-Tetrazol) einge-
setzt. Beispiele fiir verwendete Phosphoramidite sind die Verbin-
dungen 55-57. Di(benzyloxy)(diethylamino)phosphan 58 ist im
Vergleich zu 56 weniger giinstig, da 56 leicht durch Siulenchro-
matographie gereinigt werden kann258],

3-Diethylamino-2,4,3-benzodioxaphosphepan 59'2%°1  das
aus Hexaethylphosphorsduretriamid und 1,2-Bis(hydroxyme-
thyl)benzol hergestellt wurde, und die entsprechende Dimethyl-
aminoverbindung 60 kommen immer haufiger in Inositphos-
phat-Synthesen zum Einsatz. 2-Cyanethoxy(diisopropylami-
no)chlorphosphan 61 und die entsprechende Methoxyverbin-
dung 62 fanden ebenfalls ausgedehnte Anwendung, 61 unter
anderem in Synthesen von Ins(1,4,5)P, und Ins(4,5)P,!260 72621,
Die zunéchst erhaltenen Phosphoramidite werden vor der Oxi-
dation normalerweise in Phosphittriester umgewandelt. Als bi-
funktionelle P"-Reagentien sind 61 und 62 auch zur Herstellung
von Phosphorothioat-Analoga von Inositphospholipiden geeig-
net!263-2651 Dies gilt auch fiir 63, das von vanBoom et al. in
Synthesen eines PtdIns(4,5)P,-Analogons2%6) und eines inosit-
haltigen mycobakteriellen Phospholipids26™ eingesetzt wurde.
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Das vergleichsweise unkonventionelle Aminobicyclophosphan
64 schlieBlich wurde zur Synthese von Inositmonophosphaten
genutzt (2681,

Die Effizienz der unterschiedlichen Methoden zur Oxidation
von Phosphittriestern wurde untersucht!?¢%1; in der Inositphos-
phatchemie wird diese Transformation normalerweise mit tert-
Butylhydroperoxid (:+BuOOH) oder m-Chlorperbenzoesiure
(m-CPBA) durchgefiihrt.

7.1.4. Entfernung der Schutzgruppen und Reinigung

Um die Wanderung von geschiitzten Phosphatgruppen zu be-
nachbarten freien Hydroxygruppen zu vermeiden, miissen die
Phosphatgruppen vor den Alkoholen entschiitzt werden. Wer-
den Benzylschutzgruppen sowohl fiir die Hydroxy- als auch fiir
die Phosphatgruppen verwendet, ist die Abspaltung der Schutz-
gruppen in einem Schritt mdglich, da die Benzylphosphatester
wesentlich schneller gespalten werden!2’?!. Nach der Entfer-
nung der Schutzgruppen mit Natrium in fliissigem Ammoniak
miissen die Produkte gew&hnlich durch Anionaustausch-Chro-
matographie gereinigt werden. Es ist allerdings auch moglich,
das Endprodukt durch katalytische Hydrogenolyse und ohne
weitere Reinigung zu erhalten.

7.2. Inositmonophosphate

Es gibt vier myo-Inositmonophosphate: die symmetrischen 2-
und 5-Phosphate und die beiden Enantiomerenpaare Inosit-
4(6)-phosphat und Inosit-1(3)-phosphat. Bevor und nachdem
entdeckt wurde, daB die Hydrolyse von Gehirn-Phosphoinositi-
den D-Ins(1)P liefert!27!+ 2721 wurden viele Synthesen von race-
mischen und enantiomerenreinen myo- und anderen Inositmo-
nophosphaten beschrieben!®3- 371,

p-1273- 2741 ynd 1-Ins(1)P1273) wurden aus 1L-Quebrachit 10
iber 11-3,4:5,6-Di-O-cyclohexyliden-2-O-methyl-chiro-inosit
hergestellt. Zur Synthese von D-Ins(1) P wurde diese Verbindung
zur Inosose oxidiert, die dann stereoselektiv zu p-1,2:5,6-Di-O-
cyclohexyliden-4-O-methyl-myo-inosit reduziert wurde. In einer
sechsstufigen Sequenz wurde dieses Zwischenprodukt in das 1-
Silylpentabenzoylinosit iiberfithrt. Desilylierung, Phosphorylie-
rung und schrittweises Entfernen der Schutzgruppen lieferte p-
Ins(1)P. Dariiber hinaus wurde L-Ins(1)P [ = D-Ins(3)P] iiber
das 1-Tosylat erhalten. Ein eleganter Zugang zu D-Ins(1)-
P1275: 2761 beinhaltete die Enantiomerentrennung iiber das 2,3-
myo-Inosit-D-campheracetal und die selektive Phosphorylie-
rung der 1-OH-Gruppe mit Dibenzylphosphorsdurechlorid. L-
Ins(1)P war {iber das L-Campherdimethylacetal zuginglich27¢!,
Optisch aktives Ins(1)P wurde auch aus 1,2,4,5,6-Penta-O-ben-
zyl-myo-inosit (Enantiomerentrennung iiber das (R)-(—)-Cam-
phanat)?7°! und dem entsprechenden Pentaacetat (Enantio-
merentrennung Uber das saure Oxalat)!2” " hergestellt, das auch
zur Synthese von racemischem Ins(1)P!27#! verwendet wurde.
Die beiden Ins(1)P-Enantiomere wurden nach Persilylierung
auf einer chiralen GC-Siule getrennt!279},

Ins(2)P wurde zuerst unter Nutzung der hochselektiven Oxi-
dation von myo-Inosit zu scyllo-Inosose durch Acetobacter sub-
oxydans synthesiert>44, Ein neuerer Ansatz beruht auf der se-
lektiven Dibenzylierung der 4- sowie der 6-OH-Gruppe von
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myo-Inositorthoformiat und der Phosphorylierung der freien
2-OH-Gruppe mit TBPP[289],

Die Synthese von Ins{4)P gelang durch selektive Benzoylie-
rung der 3-OH-Gruppe von 1,2:4,5-Di-O-cyclohexyliden-myo-
inosit, Phosphorylierung der verbliebenen freien Hydroxygrup-
pe und Abspaltung der Schutzgruppent?!!- 2201 Aus der ent-
sprechenden 3-O-Benzylverbindung wurde ebenfalls racemi-
sches und nach Racematspaltung liber das Camphanat auch
optisch aktives Ins(4)P erhalten!?’%). Eine kurze DL-Ins(4)P-
Synthese durch chelatkontrollierte selektive Phosphorylierung
des Monoanions von myo-Inositorthoformiat!?8!) mit TBPP
wurde beschrieben!28% 2821, Dje Reaktion von 1,2-0-Cyclohexy-
liden-myo-inosit mit 1,3-Dichlor-1,1,3,3-tetraisopropyldisilo-
xan lieferte selektiv das entsprechende 3,4-0-Disiloxan-Inosit,
dessen 6-OH-Gruppe selektiv benzoyliert wurde. Mit TBPP
wurde infolge der Wanderung des Benzoylrestes die 6-Position
phosphoryliert, so daB3 nach Entfernung der Schutzgruppen
racemisches Ins(4)P erhalten wurde. Die Phosphitylierung mit
PCl, und Benzylalkohol gefolgt von Oxidation und Entschiitzen
lieferte dagegen Ins(5)P'283) das erstmals aus durch Hydrolyse
von HygromycinA erhéltlichem 2-Amino-2-desoxy-reo-inosit
hergestellt wurde!?* "],

Cyclisches D-Ins(1:2)P wurde aus D-3,4,5,6-Tetra-O-benzyl-
myo-inosit mit 50 synthetisiert!?*®, Durch direkte Phosphory-
lierung von Inosit mit dem bicyclischen Aminophosphan 64,
Oxidation des resultierenden bicyclischen Phosphorans mit
fiinffach koordiniertem P-Atom und saure Hydrolyse wurde
eine Mischung aus Ins(1)P, Ins(2)P und cyclischem Ins(1:2)P
erhalten{?68! die durch HPL.C getrennt wurden.

7.3. Inositbisphosphate

Synthesen von racemischen Inosit-1,4-, -1,6- und -4,5-bis-
phosphaten iiber Phosphorsdurechlorid-Phosphorylierung von
Di-O-cyclohexylideninositen wurden bereits 1961 erstmals be-
schrieben?'"!, Enantiomerenreine Bisphosphate wurden aus
den optisch aktiven Diacetalen hergestellt, die durch Racemat-
spaltung mit p-Mannose-Orthoestern erhalten wurden!284,

Ins(1,3)P, wurde durch regioselektive Phosphorylierung von
2.4,6-Tri-O-benzyl-myo-inosit mit dem Phosphorsdurechlorid
49 hergestellt{270- 2801 Dys 1 3-bisphosphorylierte Produkt kri-
stallisiert aus der Mischung aus 1,3- und 1,5-bisphosphorylier-
tem Produkt aus. Die Abspaltung der Schutzgruppen mit Li-
thium in fliissigem Ammoniak lieferte Ins(1,3)P,. Racemisches
Ins(1,4)P, wurde durch Phosphitylierung von 1,2:4,5-Di-O-iso-
propyliden-myo-inosit mit dem Chlorphosphan 61, Umwand-
lung des Produktes in einen Bisphosphitester, Oxidation und
Entschiitzen erhalten!?®%, Alternativ zur Racematspaltung von
1,2:4,5-Di-O-cyclohexyliden-myo-inosit itber Orthoacetate!28¢]
sind die Enantiomeren von Ins(1,4)P, durch die Bildung der
chromatographisch trennbaren Dicamphanate zugéinglich[2311,
D-Ins(1,4)P, kann in einer kurzen Synthese aus myo-Inosit-p-
campher-2,3-acetalt?7% 287 oder auch halbsynthetisch durch
Periodat-Behandlung von desacylierten Phosphoinositiden
erhalten werden{?®8. Die beiden Ins(1,5)P,-Enantiomere[?8°]
wurden aus D- bzw. L-1,2.4,6-Tetra-O-benzyl-myo-inosit und 57
synthetisiert. Die Racematspaltung der durch selektive Benzy-
lierung von 2.4,6-Tri-O-benzyl-myo-inosit erhaltenen Tetraben-
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zylverbindungen wurde {iber deren Mono-(— )-camphansiure-
ester erreicht. DL-Ins(4,5)P, wurde aus 1,2,3,4-Tetra-O-benzyl-
myo-inosit mit einem P"-Reagens hergestellt262- 2991 Ays Ben-
zol erhaltene Condurit B-Derivate sind ebenfalls verwendet
worden {291,

7.4. Inosittrisphosphate

7.4.1. Inosit-14,5-trisphosphat

Es iiberrascht kaum, daB sich das Interesse hauptsichlich auf
die Synthese von Ins(1,4,5)P,, dem biologisch immer noch bei
weitem wichtigsten Inositphosphat, konzentriert. Die erste Syn-
these von D-Ins(1,4,5)P; wurde 1986 von Ozaki et al. beschrie-
ben (Abb. 16)1?*3). p1-1,2:4,5-Di-0-cyclohexyliden-myo-inosit

Q20 — 2O
; K

H H
BnQ BnO
AlIO -— Al
Al Al All OR
OBn OBn
69 67:R=H 3
1 68: R = L-Menthyloxyacetyl
BnO 0Bn ? 810 Bn
H —_— (PhNH),P
HO OH (PhNH),P OP(NHPh),
OBn 70 (") 0OBn 71

OH
HO
Z'OZEO 0PQ*

D-Ins(1,4,5)P3

i-Menthyloxyacetyl = _ECszllg

Abb. 16. Die erste p-Ins(1.4,5) P,-Synthese (Ozaki et al.).

65 wurde benzyliert und das trans-4,5-Acetal unter Bildung von
66 selektiv gespalten. Allylierung und saure Hydrolyse des ver-
bliebenen cis-Acetals lieferte das 1,2-Diol 67, das iiber die dia-
stereomeren Ester 68 in die Enantiomeren getrennt wurde. D-67
wurde regioselektiv zu 69 allyliert, das benzyliert und zu 70
desallyliert wurde. Phosphorylierung mit 48 lieferte 71, und
durch Entschiitzen der Phosphat- und Hydroxygruppen mit
Isoamylnitrit bzw. H,/S % Pd-C erhielt man p-Ins(1,4,5)P,. Mit
TBPP 51 oder dem Phosphoramidit 59 konnte diese Synthese
betriichtlich verbessert werden?2l, Racemisches Ins(1,4,5)P,
wurde spéter iiber modifizierte Routen zum Triol 701213 214
und durch dessen Umsetzung mit einem P"-Reagens syntheti-
siert!269- 2611 (Abb. 17): Dabei wurde zunichst 72 dibenzyliert
und die Acetalschutzgruppen entfernt. Das Zwischenprodukt
73 wurde durch zinnvermittelte Allylierung der 1-OH-Gruppe,
Bildung des 4,5-Acetals und Benzylierung der 2-OH-Gruppe zur
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Abb. 17. Synthesen von Ins(1,4.5)P; und Ins(1,4,5)PS, mit P"-Reagentien;
R=CH,CH,CN (Cooke et al.).

vollstindig geschiitzten Verbindung 74 umgesetzt. Isomerisie-
rung der Allylgruppe in 74 zur Prop-1-enylgruppe und Hydro-
lyse der sdurelabilen Schutzgruppen lieferte das Triol 70, das mit
61 phosphityliert, in 75 umgewandelt und zu 76 oxidiert wurde.
Die Schutzgruppen wurden anschlieBend mit Natrium in fliissi-
gem Ammoniak in einem Schritt unter Bildung von DL-
Ins(1.,4,5)P, entfernt. L-Ins(1,4,5)P,125!! und D-Ins(1,4,5)P,[293!
wurden analog aus enantiomerenreinem -4 und -1,2,4-Tri-
O-benzyl-myo-inosit gewonnen. D- und L-Ins(1,4,5)P, wurden
auch aus 79 (Abb. 18) durch Phosphorylierung mit 48 zu 80,
Spaltung des Acetals und Racematspaltung des resultierenden
Zwischenproduktes iiber 81 hergestellt. Die 1-Hydroxygruppe
des so erhaltenen enantiomeren 1,2-Diols wurde dann mit 48

0
BrD Q B
—_ Rzp ——
H RoP
OBn &7 oBn
79 8

oo M
Ezp Ac
Rl
<||) dBn WOAC
o1 CH,0Ac
? BnO
R,P ——  odns(1,45)P;
R,P PR,
4 o}
R = CgH;NH 82

Abb. 18. Synthese von D-Ins(1,4,5)P; durch Racematspaltung der Mannoseortho-
ester (Shvets et al.).
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selektiv zu 82 phosphoryliert. Die N-Phenyl- und Benzylschutz-
gruppen wurden unter Bildung der jeweiligen Ins(1.4,5)P;-
Enantiomere schrittweise abgespalten!?*]. Mittlerweile werden
allerdings andere Phosphorylierungsmethoden bevorzugt?9%!,

Das aus 83 zugingliche Cyclopentylidenacetal 84 (Abb. 19)
wurde bei einem anderen Ansatz verwendet. Durch Silylierung

[o] O
TBDMS R
TBDMS H OH
OH O
85
QLT «
(9]
Q o)
(RO)P —_—
(Ro)zf"’ “(OR)z
o] % o
Ph
Br. Br
QLI «
(0]

R=NCCH,CH,

ins(1,4,5)P;

B Bn
88

Abb. 19. Synthese von p-Ins(1,4,5)P; unter Verwendung einer Xanthenylschutz-
gruppe (Reese und Ward).

der 1- und der 4-OH-Gruppe unter Bildung von 85 und dessen
Umsetzung mit 2,7-Dibrom-9-phenyl-9-xanthenylchlorid wur-
de nach Desilylierung das Triol 86 erhalten. Phosphitylierung
mit dem Phosphan 57, Oxidation und Entschiitzen lieferten
pL-Ins(1,4,5)P,2°%]. Dieser Weg wurde auch zur Synthese von
D-Ins(1,4,5)P;12°%1 genutzt, wobei das Diol 83 iiber die Gluco-
pyranosylverbindung 88 in die Enantiomeren getrennt wur-
de!?8%1, Ausgehend von den diastereomeren Camphansiure-
derivaten von 6-0-Benzyl-2,3:4,5-di-O-cyclohexyliden-myo-
inosit, das durch selektive Benzylierung des entsprechenden
racemischen 1,6-Diols erhalten wurde'?!%, wurden p- und
L-6-0-Benzyl-2,3-0O-cyclohexyliden-myo-inosit hergestellt. Die
Trikaliumsalze dieser Zwischenstufen wurden mit TBPP
511249, 270, 2801 phosphoryliert und zu den Ins(1,4,5)P,-Enan-
tiomeren entschiitzt23: 297],

Eine kurze Synthese von racemischem Ins(1,4,5)P, aus 3,6-
Di-O-benzoyl-myo-inosit wurde beschrieben!23%l. Partielle
Phosphitylierung mit dem Chlorphosphan 52, Acetylierung der
2-OH-Gruppe und Oxidation lieferten das 1,4,5-Tris(dimethyl-
phosphat) als Hauptprodukt, das durch Demethylierung und
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Verseifung zu Ins(1,4,5)P; umgesetzt wurde. Das Phosphan 56
wurde zur Synthese von Inositphosphaten vorgeschlagen!?3®
und ebenfalls zur Herstellung von pr-Ins(1,4,5)P; aus dem Triol
70 verwendet. Die Phosphitester-Zwischenstufen wurden dabei
mit m-CPBA oxidiert.

D-Ins(1,4,5)P, wurde aus 3,6-Di-O-allyl-1,2-O-cyclohexy-
liden-myo-inosit synthetisiert, das dazu an der 4-OH-Gruppe
benzyliert und an der S5-OH-Gruppe allyliert wurde, was
3,5,6-Tri- O-allyl-4-O-benzyl-1,2-O-cyclohexyliden-myo-inosit
gab. Hydrolyse des 1,2-Acetals, Racematspaltung der Mono-
menthyloxyacetylderivate, Entfernung der chiralen Hilfs-
gruppe, Dibenzylierung und Desallylierung lieferten enantiome-
renreines 70. Dieses wurde mit dem Phosphan 58 und tBuOOH
umgesetzt und anschlieBend zu p-Ins(1,4,5)P; hydrogenoly-
siert1298!,

Ins(1,4,5)P, wurde auch iiber einen gemischten P"/PY-Ansatz
synthetisiert!>4%: 2421, Dyrch Phosphorylierung von 2,3,6-Tri-O-
benzyl-4,5-O-isopropyliden-myo-inosit'?*3! mit 47, Acetalspal-
tung und Phosphorylierung des freigelegten vicinalen Diols
wurden eine Mischung aus 1,4- und 1,5-Bisphosphaten erhalten.
Das 1,4-Produkt kristallisierte aus der Reaktionsmischung aus
und wurde mit dem Chlorphosphan 61 phosphoryliert; das da-
bei gebildete Phosphoramidit wurde zum Phosphattriester um-
gesetzt!?%% ynd dieser zu Ins(1,4,5)P, entschiitzt.

Ausgehend von 3,6-Di-O-benzyl-4,5-bis(dibenzylphospho-
ryl)-myo-inosit wurde p-Ins(1,4,5) P, hergestellt!?#¢]. Die Enan-
tiomeren wurden dabei entweder durch Racematspaltung liber
die 1-O-Monomenthyloxyacetylverbindungen oder an einer chi-
ralen HPLC-Siule getrennt. Regioselektive Silylierung der
dquatorialen OH-Gruppe, Benzoylierung der 2-OH-Gruppe
und Desilylierung legten die 1-OH-Gruppe frei, die mit PCl,/
Benzylalkohol phosphityliert wurde. Oxidation, Hydrogenolyse
und Behandlung mit Base lieferten p-Ins(1,4,5)P;. In einer wei-
teren Synthese von D-Ins(1,4,5)P, 1224 2261 wurde das Zwischen-
produkt 1,2:5,6-Di-O-cyclohexyliden-myo-inosit iiber die dia-
stereomeren Di(L-menthyloxyessigsidure)ester oder durch Um-
setzung zum Diacetat oder Dibutyrat und regio- sowie enantio-
spezifische enzymatische Desacylierung enantiomerenrein er-
halten.

Die selektive Blockierung der 1-OH-Gruppe von 2,3-0-Cy-
clohexyliden-myo-inosit mit 2-(tert-Butyldimethylsilyloxy)phe-
nylacetylchlorid war der entscheidende Schritt in einer weiteren
Synthese von enantiomerenreinem Ins(1,4,5)P;12°%. Die resul-
tierende Mischung aus den diastereomeren Estern wurde dabei
mit 1,3-Dichlor-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan zur 4,5-O-silyl-
geschiitzten Verbindung umgesetzt. Methoxymethylierung der
freien 6-OH-Gruppe, chromatographische Trennung der voll-
stindig geschiitzten Diastereomere, Entfernung der Acyl- und
Silylgruppen der jeweiligen Isomere sowie Phosphorylierung
mit 56/m-CPBA und Hydrogenolyse lieferten D- bzw. L-
Ins(1,4,5)P;.

Die regioselektive 1-O-Acylierung von Inosit wurde durch
Perborylierung, Transmetallierung mit Bis(acetylacetonato)-di-
n-butylzinn und Umsetzung der Dibutylzinn-Zwischenstufe mit
(—)-Menthylchlorformiat erzielt*°%. Die Diastereomere wur-
den durch Kristallisation getrennt und das p-Isomer mit 2,2-Di-
methoxypropan zu D-1-O-Menthyloxycarbonyl-2,3:4,5-di-O-
isopropyliden-myo-inosit umgesetzt. Benzylierung der 6-OH-
Gruppe, Verseifung des Esters und selektive Spaltung des 4,5-
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Acetals lieferten nach Phosphorylierung und Hydrogenolyse
D-Ins(1,4,5)P;.

Eine elegante kurze Synthese von D-Ins(1,4,5)P,!287} gelang
iber 2,3-0-(p-1,7,7-Trimethyl{2.2.1]bicyclohept-2-yliden)-myo-
inosit 89 (Abb.20)3°! das aus Inosit und D-Campherdi-
methylacetal durch eine durch Ausfillung getriebene Gleichge-
wichtsreaktion erhalten wurde!?731. Die Umsetzung von 89 mit
fiinf Aquivalenten Pivaloylchlorid lieferte 90, das zu 91 benzy-
liert wurde. Der Pivaloylester wurde anschlieBend verseift, das
Produkt mit dem Phosphepan 60 phosphoryliert und dann zu 92
oxidiert, das zu D-Ins(1,4,5) P, entschiitzt wurde.

O o]
H — Pi .
OH Pi Piv

OH a9 CH 0

O
mn ——»  Dp-Ins(14,5)P,

OBn

91: R = Piv

92:R= O\P/
VAN

Abb. 20. Eine kurze Route zu p-Ins(1,4,5)P, iber das Campheracetal 90 (Sala-
monczyk und Pietrusiewicz).

Ein konzeptionell ganz anderer Ansatz wurde von Ley et al.
entwickelt!20!- 3921 Sje nutzten die Tatsache, daB Benzol durch
Pseudomonas putida mikrobiell zu cis-1,2-Dihydroxycyclohexa-
3,5-dien 93 oxidiert wird (Abb. 212)!3°31 Das aus diesem Diol
abgeleitete cyclische Carbonat 94 wurde stereoselektiv zum
a-Epoxid 95 oxidiert. Die regioselektive Ringdffnung von 95 mit
Benzylalkohol lieferte 96, das zu 97 benzyliert wurde. Das 1,2-
Carbonat wurde hydrolysiert, die Doppelbindung epoxidiert
und die cis-1,2-Diolgruppe als Isopropylidenacetal erneut ge-
schiitzt. Die S-Epoxidgruppe im so erhaltenen 98 wurde mit 99
zum geschiitzten Inosit 100 gedffnet. Debenzylierung und Phos-
phorylierung mit TBPP lieferten 101, das zu racemischen
Ins(1,4,5)P; entschiitzt wurde. Zur Synthese von D- und L-
Ins(1,4,5)P;12% wurde die Epoxidgruppe in 95 mit (R)-(+ )-sec-
Phenylethylalkohol geoéffnet, wodurch die HPLC-trennbaren
Diastereomere 102a und 102 b entstanden (Abb. 21 b). Auch in
einer anderen Synthese von racemischem Ins(1.4,5)P; wurde
Benzol als Ausgangsmaterial verwendet (Abb. 22)12°! trgns-
1,2-Dihydroxycyclohexa-3,5-dien 103 wurde in 40% Gesamt-
ausbeute durch Birch-Reduktion, Bromierung, trans-Hydroxy-
lierung, Acetylierung und Dehydrobromierung hergestellt.
Blockierung der Hydroxygruppen als Methoxyethoxymethyl-
(MEM)-Ether und [4 + 2}-Addition von Singulettsauerstoff lie-
ferten das Endoperoxid 104, das stereospezifisch zu 105 redu-
ziert wurde34, Inversion der Konfiguration an C-1 durch eine

Angew. Chem. 1995, {07, 2085 -2125
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Abb. 21. Zugang zu p-Ins(1,4,5) P, durch mikrobielle Oxidation von Benzol (Ley
etal.): a) Synthese von Ins(1,4,5)P,, b) Umsetzung des Zwischenprodukts 95 zu
HPLC-trennbaren Diastereomeren.
OMEM OMEM
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Abb. 22. Synthese von Ins(1,4,5)P, aus Benzol. Sie beinhaltet die Photooxidation
von 103 sowie das Condurit B-Derivat 107 als Zwischenprodukt (Carless und Bu-
sia).

Oxidations-Reduktions-Sequenz lieferte das Condurit B-Deri-
vat 107, das benzyliert, unter Bildung von 108 cis-hydroxyliert
und regioselektiv zu 109 methoxyethoxymethyliert wurde. Ben-
zylierung und Abspaltung der MEM-Gruppen gab 70, das mit
TBPP phosphoryliert und anschlieBend zu Ins(1,4,5)P, hydro-
genolysiert wurde. Falck und Yadagiri verwendeten zur Synthe-
se von D-Ins(1,4,5)P, (—)-Chinasiure 43 (Abb. 23)3%51 [n vier
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Abb. 23. Enantiospezifische Synthese von bp-Ins(1,4,5)P; aus (—)-Chinasdure
(Falck und Yadagiri).

Stufen wurde der Ester 110 erhalten, der durch Schiitzen der
1-OH-Gruppe als f-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl(SEM)-Ether,
Reduktion der Esterfunktion und Selenylierung des so erhalte-
nen primiren Alkohols zu 111 umgesetzt wurde. Aus dem von
111 abgeleiteten Allyl-Selenoxid wurde durch eine stereoselekti-
ve [2,3]-sigmatrope Umlagerung und Benzylierung 112 als einzi-
ges Stereoisomer erhalten. Dieses wurde durch Ozonolyse und
Umsetzung mit TBDMS-Triflat mit nahezu vollstindiger Re-
giospezifitit in den Silylenolether 113 iiberfithrt. Hydroborie-
rung des Enolethers und Oxidation lieferten den Alkohol 114,
der zu 115 desilyliert wurde. TBPP-Phosphorylierung und Hy-
drogenolyse gaben D-Ins(1,4,5)P;. Tegge und Ballou setzten D-
und L-chiro-Inosit, die aus 1D-3-O-Methyl-chiro-inosit 42 bzw.
L-Quebrachit 10 durch Demethylierung erhalten wurden, ein,
um beide Ins(1,4,5) P,-Enantiomere herzustellen (Abb. 24)13°6),
Dazu synthetisierten sie das cis,cis-Dicyclohexylidenacetal 116

o] |
60 116
l Y4

32 |

B
B

OBz 117

OH

D-INs(1,4,5)P,

Abb. 24. Synthese von p-Ins(1,4,5)P, aus 1D-3-O-Methyl-chiro-inosit (Tegge und
Ballou).

42 p-chiroinosit
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aus D-chiro-Inosit. Durch Benzylierung, Hydrolyse und Benzoy-
lierung von 116 entstand vorwiegend 117. Die Inversion der
Konfiguration an C-1 gelang iiber das entsprechende Triflat.
Das Produkt 118 wurde zu 119 debenzyliert. das dann mit dem
Phosphan 56 zu D-Ins(1.4,5)P, phosphoryliert wurde. Das
L-Isomer wurde dhnlich ausgehend von L-chiro-Inosit syntheti-
siert. Weitere Synthesen von optisch aktivem Ins(1.4,5)P; sind
ver6ffentlicht worden?7- 3981 einschlieBlich der Herstellung
von *H-markiertem »- und r-Ins(1,4,5)P; durch Reduktion ei-
ner geschiitzten Inosose mit [*H]NaBH, 0?1,

7.4.2. Weitere Inosittrisphosphate

Cyclisches p-Ins(1:2.4,5)P, wurde durch Phosphorylierung
von D-3,6-Di-O-benzyl-4,5-bis(dibenzyiphospho)-myo-inosit mit
50724¢1 und (in niedriger Ausbeute) aus p-Ins(1,4,5)P, mit
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid®!°!  syntheti-
siert. In dieser Reaktion wurde das Produkt durch HPLC iso-
liert und gezeigt, daB es mit Sdure zu Ins(1.4,5)P, umgesetzt
wird.

Racemisches Ins(2.4.5) P, wurde aus 4,5-Di-O-allyl-3,6-di-O-
benzyl-myo-inosit hergestellt, das selektiv in der 1-Stellung
benzyliert, desallyliert und mit TBPP phosphoryliert wur-
de2°9 2511 pr.Ins(2.4.5)P, wurde auch aus Benzol iiber Con-
durit B-Derivate erhalten’?®!!, Die Synthese einer vollstindig
geschiitzten, phosphorylierten und enantiomerenreinen D-
Ins(2,4,5) P,-Vorstufe wurde beschrieben, der letzte Schritt zur
Entschiizung wurde allerdings nicht verwirklicht!*''). Densel-
ben Autoren gelang jedoch die Synthese von D-Ins(2,4,5)P;:
Dazu wurde 3,6-Di-O-benzyl-1,2-O-cyclohexyliden-myo-inosit
mit TBPP phosphoryliert. das Acetal gespalten und die Enan-
tiomere lber die diastereomeren 1-Menthyloxyessigsdureester
getrennt. Die dquatoriale Hydroxygruppe wurde regiospezifisch
silyliert und die 2-OH-Gruppe mit PCl,/Benzylalkohol und
durch {BuOOH-Oxidation phosphoryliert!?*¢1. Sowoh! n- als
auch 1-Ins(2,4,5)P, wurden aus L- bzw. p-1,3,4-Tri-O-benzoyl-
myo-inosit hergestellt™!2] die aus 0- bzw. L-chiro-Inosit erhal-
ten wurden [3°6],

Racemisches Ins(1,3.4)P, wurde durch Phosphitylierung mit
dem Chlorphosphan 54, Oxidation und Entschiitzen ausgehend
von 2.4,5-Tri-O-benzyl-myo-inosit synthetisiert[27), das aus der
entsprechenden 1,2:4,5-Di-O-cyclohexylidenverbindung gebil-
det wurde. Dariiber hinaus ist es aus derselben Vorstufe auch
mit TBPP 51123% 2511 ynd dem Phosphan 5628 zugiinglich.
D-Ins(1,3,4)P, wurde durch Trennung der 5,6-Di-O-benzyl-3.4-
di-O-p-methoxybenzyl-myo-inosit-Enantiomere an einer chira-
len HPLC-Sdule oder durch deren Racematspaltung iiber die
diastereomeren 1-Menthyloxyacetate hergestellt!??Y. Enzyma-
tisch oder durch Racematspaltung iiber die Di(L-menthylcarbo-
nate) erhaltenes optisch aktives 1,2:5,6-Di-O-cyclohexy-
liden-myo-inosit!??#] war die Ausgangsverbindung in einer
weiteren Synthese von D-Ins(1,3,4)P, iiber D-2,5,6-Tri-O-
benzyl-myo-inosit!?2*- 229 Boehm und Prestwich synthesier-
ten beide Ins(1.3,4)P,-Enantiomere sowie radiomarkiertes
[1-3H]Ins{1,3,4)P,13*31: 2 4,5-Tri-O-benzylinosit wurde dabei
zum Isopropylidenacetal umgesetzt und dieses iber die diastereo-
meren (—)-Camphansiureester in die Enantiomere getrennt.
Verseifung des Esters und Oxidation des Alkohols lieferten die
1-Inosose, die mit [*H]NaBH, zum Alkohol mit dquatoria-
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Ins(1,3,4,5)P,

ler OH-Gruppe als Hauptprodukt reduziert wurde. Durch
Phosphorylierung mit TBPP und Entschiitzen wurde bD-
[1-*H]Ins(1,3,4)P, erhalten. Trotz der Verfiigharkeit von
Ins(1,3,4)P, ist seine Ca” " -freisetzenden Aktivitit noch umstrit-
ten. Eine eindeutige Synthese der Enantiomere dieser Verbin-
dung ist jetzt publiziert worden!3!4],

Die Synthese von Ins(1,4,6) P, 139 gelang durch Diallylierung
von 1,2:4,5-Di-O-isopropyliden-myo-inosit, Spaltung des trans-
Acetals und zinnvermittelte p-Methoxybenzylierung des 4.5-
Diols, die vorwiegend die gewiinschte 6-Alkylverbindung lie-
ferte. Benzylierung der 5-OH-Gruppe, saure Hydrolyse des cis-
Acetals, Benzylierung der 1- und der 2-OH-Gruppe, Isomerisie-
rung der Allylether und Entfernen der resultierenden Prop-
1-enyl- sowie der p-Methoxybenzylgruppe lieferten das 1,4,6-
Triol, das mit 56/:BuOOH phosphoryliert wurde. Von einer wei-
teren Gruppe wurde Ins(1,4.6) P, sowohl als Racemat als auch in
optisch aktiver Form hergestel]t!3!¢],

7.5. lnosit%etrakisphosphate

7.5.1. Inosit-1,3,4,5-tetrakisphosphat

Ins(1,3,4,5)P, wurde zuerst in racemischer Form aus dem
symmetrischen Inositorthoformiat 120 synthetisiert (Abb. 25).
Chelatkontrollierte Monoallylierung von 120 gab 121, das zu

i@dﬁ@

OAill 121

(BnO)zPO
-— (BnO
(BnO) 2P (BnO)z

Abb. 25, Synthese von Ins(1,3.4,5)P, iiber die chelatkontrollierte Monoallylierung
von myo-Inositorthoformiat 120 (Billington et al.).

OH 120

122 benzyliert wurde. Nach Abspaltung der Allyl- und Ortho-
formiatgruppen wurde das Tetraol 123 erhalten, das mit TBPP
zu 124 phosphoryliert wurde. Die katalytische Hydrogenierung
von 124 lieferte Ins(1,3.4,5)P,*821. Ein dhnlicher Weg wurde
von einer anderen Gruppe eingeschlagen!?*%, wobei im ersten
Schritt statt der Allyl- die Benzyloxymethylschutzgruppe einge-
fithrt wurde?®%. 2,6-Di-0-benzyl-myo-inosit 123 wurde auch in
zwei Synthesen von Ins(1,3,4,5)P, mit den Phosphitylierungs-
reagentien 603! 7! bzw. 56!2°%1 verwendet.

Die Orthoformiatester-Blockierung von myo-Inosit war auch
in einer Synthese der beiden Ins(1,3,4,5)P,-Enantiomere von
Vasella et al. ein entscheidender Schritt (Abb. 26)22231 Dazu
wurde zunichst der silylierte Orthoester 125128!1 zur racemi-
schen Monobenzylverbindung 126 benzyliert. Diese wurde mit
(R)-(+)-1-Phenylethylisocyanat zu den entsprechenden diaste-
reomeren Carbamaten umgesetzt, die nach Entfernen der Silyl-
gruppe als 127a und b getrennt wurden. Die Diastereomere
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Abb. 26. Chemoenzymatische Route zu den Ins(1.3,4.5)P,-Enantiomeren (Vasella
etall).

wurden jeweils benzyliert, und nach der Entfernung der Carba-
mat- und der Orthoformiatgruppe wurden die Enantiomere von
123 erhalten, die mit 56/m-CPBA phosphoryliert und zu p- bzw.
L-Ins(1,3,4,5)P, hydrogenolysiert wurden. Die enantiomeren
Dibenzylinosite 123 konnten auch durch enantioselektive Mo-
nodesacylierung des durch Acylierung und Desilylierung aus
125 gebildeten symmetrischen Dibutyrats 128 gewonnen wer-
den. So gab die Inkubation von 128 mit Schweineleber-Esterase
(PLE) das Monobutyrat 129 mit >95% Enantiomereniiber-
schul. Dibenzylierung, Desacylierung und Spaltung des Or-
thoesters gab die L-Ins(1,3,4,5)P,-Vorstufe L-123. Das D-Isomer
konnte durch eine Blockierungs-Deblockierungs-Sequenz aus
129 iiber 130 und 131 erhalten werden. Uberraschenderweise ist
L-Ins(1,3.4,5) P, im Vergleich zu p-Ins(1,3,4,5) P, ein Ligand mit
hoherer Affinitit zu Ins(1,3,4,5)P,-Bindungsstellen in Schwei-
nekleinhirn, wobei dieser Affinitdtsunterschied groBer ist als der
zwischen L- und D-Ins(1,4,5)P; hinsichtlich des Ins(1,4,5)2;-
Rezeptors!3!8l,

Meek et al.[?°% nutzten die basenkatalysierte Wanderung der
1-Benzoylgruppe im leicht zugidnglichen myo-Inosit-1,4-diben-
zoat, um unter anderem das 2,4-Dibenzoat zu erhalten. Phos-
phitylierung mit dem Chlorphosphan 52, Oxidation, Demethy-
lierung und alkalische Hydrolyse lieferten racemisches
Ins(1,3,4,5)P,.

p-Ins(1,3,4,5) P, wurde durch Racematspaltung von 3,4,5-Tri-
O-benzoyl-6-0-benzyl-myo-inosit synthetisiert, das aus der ent-
sprechenden 1,2:4,5-Di-O-cyclohexylidenverbindung durch se-
lektive Benzoylierung der 3-OH-Gruppe, Benzylierung der
6-OH-Gruppe, Spaltung des trans-Acetals, Benzoylierung der 4-
sowie der 5-OH-Gruppe und Hydrolyse des cis-1,2-Acetals her-
gestellt wurde. Racematspaltung iiber die Monomenthyloxy-
acetylverbindungen, Benzylierung des gewiinschten Diaste-
reomers und Desacylierung gab D-123, das mit TBPP phos-
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phoryliert und zu D-Ins(1,3.4,5)P, entschiitzt wurde!3'?),
D-Ins(1,3,4,5)P, wurde auch aus 1,4,5-Tri-O-allyl-6-0O-
benzyl-myo-inosit hergestellt, das durch Racematspaltung
enantiomerenrein erhalten wurde. Chemoselektive zinnver-
mittelte Allylierung der dquatorialen Hydroxygruppe, Benzylie-
rung der 2-OH-Gruppe und Desallylierung lieferten das
Tetraol 123, das mit dem Phosphan 58 phosphityliert wur-
del??®1 Auf chemoenzymatischem Wege erhaltenes p-1,2:5,6-
Di-O-cyclohexyliden-myo-inosit diente als Ausgangsmaterial
in einer weiteren Synthese von D-Ins(1,3,4,5)P, lber D-
123[225, 226].

Eine kurze, von Ozaki etal.??2} entwickelte Route zu
Ins(1,3,4,5)P, beruht auf der selektiven Benzoylierung von Ino-
sit zum 1,3,4,5-Tetrabenzoat, das als Hauptprodukt in 34%
Ausbeute isoliert wurde. Benzylierung mit Benzyltrichloraceti-
midat und Debenzoylierung lieferte das 2,6-geschiitzte Inosit,
das mit dem Phosphoramidit 59 phosphityliert wurde. Enantio-
merenreines Ins(1,3,4,5)P, ist durch chromatographische Tren-
nung des Tetrabenzoat-Racemates an einer chiralen Siule zu-
ganglich. Die gleiche Gruppe beschrieb die enantioselektive
Acylierung von Inositen mit Weinsiuremonoester32%1, So wur-
de 1,3,5-Tri-O-benzoyl-myo-inosit, das durch direkte Benzoylie-
rung von Inosit erhalten wurde, enantioselektiv zum 4-Tartrat
umgesetzt und die 2- und die 6-OH-Gruppe silyliert. Trennung
der vollstindig geschiitzten Diastereomere, Desacylierung mit
Ethylmagnesiumbromid, Phosphorylierung und Hydrogenoly-
se lieferten D-Ins(1,3,4,5)P, 13981,

7.5.2. Weitere Inosittetrakisphosphate

Racemisches Ins(1,4,5,6)P, wurde aus dem 1,2-O-Isopropyli-
denacetal von myo-Inosit durch Phosphitylierung mit 52 und
Wasserstoffperoxid-Oxidation synthetisiert. Die erforderliche
Demethylierung wurde mit Bromtrimethylsilan durchgefiihrt,
da HBr in Essigsdure zur vorzeitigen Hydrolyse des Acetals
und zur Wanderung der Phosphatgruppe fithrte>*%), pL-
Ins(1,4,5,6)P, wurde dariiber hinaus durch Phosphitvlierung
des entsprechenden 1,2-Acetals mit dem Chlorphosphan 61 her-
gestellt*2!, p-Ins(1,4,5,6)P, wurde durch Racematspaltung
iber die O-Camphanyliden-myo-inosit-cis-Monoacetale erhal-
ten {2761,

Zur Synthese von Ins(1,3,4,6)P, wurde Inosit mit 1,3-Di-
chlor-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan regioselektiv zum symme-
trischen 1,6:3,4-0-Bis(disiloxanyliden)inosit umgesetzt. Ben-
zoylierung und Entfernung der Siloxane mit HF lieferten das
2,5-Dibenzoat, das mit dem Phosphoramidit 59 phosphityliert
wurde(283],

pL-Ins(1,2,4,5)P, wurde zuerst durch Benzoylierung von
1,2:4,5-Di-O-cyclohexyliden-myo-inosit, Acetalhydrolyse, Phos-
phorylierung mit 52/Wasserstoffperoxid und stufenweises Ent-
schiitzen synthetisiert!23%. Ahnlich wurden in einer neueren
Synthese das entsprechende Isopropylidenacetal und 53 als
Phosphitylierungsmittel verwendet!>>®). Auch ausgehend von
Benzol zugingliche ConduritB-Derivate wurden zur Herstel-
lung von Ins(1,2,4,5)P, genutzt!?*’1 und L-Quebrachit wurde
als Ausgangsverbindung in einer Synthese von L-chiro-
Ins(1,2,3,5) P, eingesetzt!322],
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8. Inositphosphat-Analoga

Nachdem Ins(1,4,5)P; heute allgemein als sekundédrer Boten-
stoff akzeptiert ist, hat man sich der Synthese von Inositphos-
phat-Analoga zugewendet, von denen man sich neuartige bio-
logische Eigenschaften verspricht. Es besteht gegenwiirtig be-
triachtliches Interesse an Konzepten fiir pharmakologische Ein-
griffe in zelluldre Signaliibertragungswege. Erst wenn geeignete
Rezeptorantagonisten und Enzyminhibitoren, die die Zellmem-
bran passieren konnen, auch synthetisch zuginglich sind, kann
in umfassenden Untersuchungen festgestellt werden, ob diese
Verbindungen therapeutischen Nutzen haben.

8.1. Desoxy-Analoga

Auf der Suche nach Inosit-Monophosphatase-Inhibito-
rent323! (siche Abschnitt 9) wurden die racemischen 2- und 6-
Desoxy-Analoga von Ins(1) P synthetisiert. D-2-Desoxy-Ins(1)P
wurde ausgehend von D-3.4,5,6-Tetra-O-benzyl-myo-inosit her-
gestellt, das in den entsprechenden 1-Tetrahydropyranyl(THP)-
Ether iiberfithrt und nach der Barton-McCombie-Methode an
C-2 desoxygeniert wurde. Spaltung des THP-Ethers, Phospho-
rylierung und Hydrogenolyse lieferten p-2-Desoxy-Ins(1) P79,

DL-2-Desoxy-Ins(1,4,5)P, wurde aus 4,5-Di-O-benzoyl-3,6-
di-O-benzyl-1,2-O-cyclohexyliden-myo-inosit  hergestellt(3241,
Der Acetalhydrolyse folgte die zinnvermittelte Monomethoxy-
methylierung der 1-OH-Gruppe. Die Desoxygenierung an C-2
wurde in vier Stufen erreicht: Zunichst wurde die 2-Hydroxy-
gruppe oxidiert; die entstandene Inosose wurde zum Tosylhy-
drazon umgesetzt, das zum Hydrazin reduziert wurde. Die Hy-
drazingruppe wurde mit Natriumacetat entfernt. Abspaltung
der MOM- und Benzoylschutzgruppen lieferte das 1,4,5-Triol,
das mit TBPP phosphoryliert und anschlieBend entschiitzt
wurde.

Sowohl p-3-Desoxy-Ins(1,4,5)P; als auch D-3-Desoxy-
Ins(1,5,6)P,1325 3261 wurden aus D-3-Desoxy-myo-inosit
(Viburnit) hergestellt. Diese Verbindung wurde aus O-Diisopro-
pyliden-L-quebrachit durch Barton-Desoxygenierung der freien
Hydroxygruppe und Entfernung aller Schutzgruppen mit Bor-
tribromid erhalten und mit 2-Methoxypropen/Sdure zu einer
Mischung aus den entsprechenden 1,2:4,5- und 1,2:5,6-Di-O-
isopropylidenverbindungen umgesetzt. Diese wurden benzy-
liert, unter Spaltung der rrans-Acetale hydrolysiert und nach
Benzoylierung die gebildeten beiden Regioisomere chromato-
graphisch getrennt. Spaltung des Acetals von 4,5-Di-O-benzoyl-
6-O-benzyl-3-desoxy-1,2-O-isopropyliden-myo-inosit, Benzoy-
lierung der 1-OH-Gruppe, Schiitzen der axialen OH-Gruppe als
Ethoxyethylether und Spaltung des Benzoesédureesters gab das
1,4,5-Triol, das mit TBPP phosphoryliert und zu p-3-Desoxy-
Ins(1.4,5)P, entschiitzt wurde. p-3-Desoxy-Ins(1,5,6)P; wurde
analog aus dem zweiten Regioisomer hergestellt.

DL-6-Desoxy-Ins(1.4,5)P, 133 (Abb. 27) wurde aus Vorstufen
synthetisiert, die durch mikrobielle Oxidation von Benzol zu-
ginglich sind2°! 3271 Der entscheidende Schritt war die selek-
tive Ringoffnung der Epoxy-Zwischenstufe 98 mit LiAlIH,, die
vorwiegend das 6-Desoxy-myo-inosit 132 lieferte. p-6-Desoxy-
Ins(1,4,5)P, wurde aus D-Galactose durch die Ferrier-Reaktion
hergestellt; Einzelheiten dieser Synthese wurde bislang aller-
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Abb. 27. Zugang zu C-6-modifizierten Ins(1,4,5)P;-Analoga iiber das Epoxid 98
(Ley etal.).

dings noch nicht veréffentlicht. Die Wechselwirkungen von D-6-
Desoxy-Ins(1,4,5)P; mit dem Ins(1,4,5)P,-Rezeptor sowie meta-
bolischen Enzymen wurden bereits untersucht!231,

Die Synthesen von 1D-2,3-Didesoxy- und 1D-2,3,6-Tridesoxy-
Ins(1,4,5)P, aus 1p-1,4,5-Tri-O-benzoyl-6-O-benzyl-3-desoxy-
myo-inosit, einem Zwischenprodukt bei der Herstellung von 1D-
3-Desoxy-Ins(1,4,5)P,, sind beschrieben worden!®26!. Race-
misches 2,3,6-Tridesoxy-Ins(1,4,5)P; (= pr-Cyclohexan-1,2.4-
trisphosphat) war zuvor von einer anderen Gruppe hergestellt
worden[328],

8.2. Fluorierte Inositphosphat-Analoga

2-F-sceyllo-Ins(1,4,5)Py und 2,2-F,-Ins(1,4,5)P, wurden aus-
gehend von 1-0-Allyl-3,6-di-O-benzyl-4,5-O-isopropyliden-
myo-inosit synthetisiert. Diese Verbindung wurde mit DAST
unter Inversion der Konfiguration an C-2 monofluoriert, und
die gem-Difluorverbindung wurde nach Oxidation zur 2-Inoso-
se erhalten. Entschiitzen der 1-, 4- und 5-OH-Gruppen, Phos-
phorylierung mit TBPP und Hydrogenolyse lieferten 2-F-scyilo-
Ins(1,4,5)P; bzw. 2,2-F,-Ins(1,4,5)P,13??). Weitere, ihnliche
Synthesen dieser Verbindungen sind veroffentlicht wor-
den!!91: 3301 Dje Enantiomere von 3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-
2,2-difluor-4,5-isopropyliden-myo-inosit wurden durch Race-
matspaltung der entsprechenden Camphansdureester erhal-
ten, wodurch bp- und L-2,2-F,-Ins(1,4,5)P; zuginglich
Sind[191, 331, 332].

2-F-Ins(1,4,5) P, 146 wurde aus dem geschiitzten scyllo-Inosit
140 hergestellt (Abb. 28)13331: Die Allylgruppe in 140 wurde zur
Prop-1-enylgruppe isomerisiert (141) und die freie 2-Hydroxy-
gruppe unter Bildung von 142 trifliert. Substitution des Sulfo-
natrestes mit Tetrabutylammoniumfluorid lieferte das Fluor-
inosit 143. Die sdurelabilen Schutzgruppen wurden abgespalten
und das resultierende Triol 144 mit 56/:BuOOH zu 145 phos-
phoryliert, das nach Entschiitzen 146 gab. Ein fritherer Versuch,
2-F-Ins(1,4,5)P; aus 140 mit DAST zu synthetisieren, scheiterte,
da die Reaktion unerwarteterweise unter Retention der Konfi-
guration verlieft329],

Die Umsetzung von D-3-Desoxy-3-fluor-myo-inosit 18 (das
wie bereits beschrieben aus L-Quebrachit hergestellt wurde) mit
2-Methoxypropen in Gegenwart einer katalytischen Menge an
Camphersulfonsdure lieferte eine Mischung aus der 1,2:5,6- und
der gewiinschten 1,2:4,5-Di-O-isopropylidenverbindung 147
(Abb. 29). Dieses wurde zu 148 benzyliert, das rrans-Acetal ge-
spalten und das entstandene Diol zu 149 benzoyliert. Hydrolyse
des verbliebenen Acetals, selektive Benzoylierung der dquato-
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Abb. 29. Synthese von optisch aktivem 3-F-Ins(1,4,5)P; (Kozikowski et al.).

rialen Hydroxygruppe und Schutz der freien axialen Hydroxy-
gruppe mit dem Ethoxyethylrest lieferten 150. Die Benzoylgrup-
pen wurden abgespalten und das so gebildete Triol mit TBPP zu
151 phosphoryliert, das dann schrittweise zu p-3-F-Ins(1,4,5) P,
152 entschiitzt wurde®*#. Die Synthese von D-3-C-(Trifluor-
methyl)-Ins(1,4,5)P, wurde vor kurzem von derselben Arbeits-
gruppe beschrieben 3221,

Racemisches 6-F-Ins(1,4,5)P, 135 ist durch mikrobielle
Oxidation von Benzol iiber das Epoxid 98 zuginglich
(Abb. 27)1201. 3271 Dje Ringdffnung mit LiAIH, lieferte dabei
vorwiegend 134. Debenzylierung, Phosphorylierung mit TBPP
und Entfernen der Schutzgruppen mit Trimethylsilylbromid lie-
ferten 13S.

Angew. Chem. 1995, 107, 20852125

Aus 1,3,4-Tri-O-allyl-5,6-di-O-benzyl-myo-inosit wurden 2-
F-scpllo-Ins(1,3,4)P, und 2,2-F,-Ins(1,3,4)P, synthetisiert'*!.,
Die Umsetzung mit DAST verlief dabei unter Konfigurations-
umkehr, so daf3 das Fluoratom in dquatorialer Position einge-
fiithrt wurde. Desallylierung, TBPP-Phosphorylierung und Hy-
drogenolyse lieferten 2-F-scyllo-Ins(1,3,4)P,. Die Difluorver-
bindung wurde entsprechend durch Fluorierung der 2-Inosose
gewonnen. Durch Inversion der Konfiguration an C-2 vor der
Fluorierung wurde versucht, auch das myo-Inositderivat zu syn-
thetisieren; die fluorierte myo-Inosit-Zwischenstufe konnte da-
bei allerdings nicht selektiv desallyliert werden?*3],

8.3. Ringmodifizierte Inositphosphat-Analoga

Das vielseitige, aus Benzol gewonnene Epoxid 98 (Abb. 27)
wurde zur Synthese von racemischem 6-Desoxy-6-methyl-
Ins(1,4,5)P; 137 und 6-O-Methyl-Ins(1,4,5)P, 139 verwen-
det!201. 302. 3271 'Wihrend die Ringéffnung mit Natriummethy-
lat/Methanol vorwiegend 136, die Vorstufe fiir 137, lieferte, gab
die Reaktion von 98 mit Lithium-cyano(dimethyl)cuprat(r) die
Methoxyverbindung 138, aus der 139 hergestellt werden kann.
DL-6-0-Methyl-Ins(1,4,5) P, 139 wurde auch von einer anderen
Arbeitsgruppe synthetisiert und charakterisiert'3?%!,

Ein Ins(1,4,5)P;-Analogon mit einer dquatorialen 2-Hydroxy-
gruppe, DL-scyllo-Ins(1,2,4)P,, wurde aus 1-O-Allyl-3,6-di-O-
benzyl-4,5-0-isopropyliden-myo-inosit 333 durch Triflierung
der 2-Hydroxygruppe und Substitution der Triflatgruppe mit
Caesiumacetat erhalten.

Synthesen von chiro-Ins(2,3,5)P, 159, einem Ins(1,4,5)P;-
Analogon mit invertierter Konfiguration an C-3, wurden von
zwel Gruppen beschrieben: racemisches 159 (Abb. 30) wurde
aus dem Condurit F-Derivat 105 (erhiltlich aus Benzol, siche
Abb. 22) hergestellt, das zu 153 benzyliert und dann zum chiro-
Inosit 154 cis-hydroxyliert wurde. Durch selektives Schiitzen
der dquatorialen Hydroxygruppe als Methoxymethylether (155)

BnO OBn n
155
n n
ME —_— —_—
ME| +~LOMEM -
BnO OBn BnO  OBn
156
[o]
2 ]
(Ro)z R O,P 2
(RO)zP OP(OR)Z "O,P POy~
& THO O

pL-159

Abb. 30. Photooxidationsansatz zur Herstellung von DL-chiro-Inosit-2,3,5-tris-
phosphat (Carless und Busia).
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und Benzylierung wurde das vollstindig geschiitzte 156 erhal-
ten. Dessen saure Hydrolyse lieferte 157, das mit TBPP zu 158
phosphoryliert wurde. Die anschlieBende Hydrogenolyse gab
DL-1590394 1 _chire-Tns(2,3,5).P, 1333 3361 wyrde ausgehend von
L-chiro-Inosit synthetisiert (Abb. 31). Die selektive zinnvermit-
telte Benzylierung lieferte die Schliisselzwischenstufe 160 als

H
H
OH H OH
HO  OH
L-chiro-Inosit

T
<
(2}

HO OH
L-Quebrachit

|

l (OR), )"( l Bz
B (RO).P
B OBn (RO)zﬁ OP(OR)Z
¥ B0

OBZ x

‘RO)ZPO OR(OR): 165:x-0 162:X=0
lX x 166:X =S L 163:X=S
POz X H
"
2—02P
2— rl, Oﬁog_
- HO OH

o0 Oﬁoz 167:X=0 X 159:X=0
X 168:X =S 164:X =S

Abb. 31. Synthese von t-chiro-Ins(1,4.6)P, und L-chiro-Ins(2,3,5)P, sowie ihrer
Trisphosphorothioat-Analoga aus L-Quebrachit (Liu und Potter).

Hauptprodukt. Nach Perbenzoylierung und Spaltung der Ben-
zylether wurde 161 erhalten, das mit dem Chlorphosphan 53
oder mit dem Phosphan 55 phosphityliert und nach Oxidation
zu 162 unter Bildung von 159 entschiitzt wurde. Das entspre-
chende Thiophosphat 164 wurde durch Sulfoxidation des Tris-
phosphitesters von 161 zu 163 und Entschiitzen hergestellt.
Phosphitylierung der Zwischenstufe 160 und Oxidation oder
Sulfoxidation des resultierenden Trisphosphitesters lieferten 165
bzw. 166, die zu L-chiro-Ins(1,4,6) P, 167 bzw. seinem Trisphos-
phorothioat-Analogon L-chiro-Ins(1,4,6)PS, 168 entschiitzt
wurden!3371,

Carless und Busia!?7!! beschrieben die Synthese von DL-6-
F-chiro-Ins(2.3,5)P; ausgehend vom cis-1,4-Diol 105 (siche
Abb. 21). Benzylierung und cis-Hydroxylierung lieferten 1,4-
Di-O-benzyl-2,3-di-O-methoxymethyl-chiro-inosit.  Selektive
Methoxymethylierung der dquatorialen Hydroxygruppe und
DAST-Fluorierung unter Retention der Konfiguration flihrten
zum vollstindig geschiitzten, fluorierten chiro-Inosit. Hydrolyse
der MOM-Ether, TBPP-Phosphorylierung und Hydrogenolyse
lieferten DL-6-F-chiro-Ins(2,3,5)P;.

Weitere an C-3 modifizierte Analoga, wie p-3-Chlor-, p-3-
Brom-, und p-3-O-Methyl-Ins(1.4,5) P, , wurden beschrieben 3381,
Vor kurzem wurde iiber die erste Synthese eines Amino-Analo-
gons von Ins(1.4,5)P;. p-3-Amino-3-desoxy-Ins(1.4,5)P;, be-
richtet!?39),
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8.4. Phosphorothioate

Phosphorothioat-Analoga von Nucleotiden haben sich als
sehr wertvoll fiir Untersuchungen von enzymologischen und
molekularbiologischen Mechanismen®4%! sowie von enzymati-
schen Phosphoryltransferreaktionen erwiesen!?>* 3411 und
Phosphorothioat-Analoga der etablierten sekundédren Boten-
stoffe cAMP und cGMP sind schon seit geraumer Zeit verfiig-
bar. Die einzigen bekannten kompetetiven cAMP-Antagonisten
(aus vielen hundert cAMP-Analoga), cyclisches (Rp)-Adenosin-
3',5-monophosphorothioat und das entsprechende Phosphoro-
dithioat, wurden bemerkenswerterweise durch Substitution mit
dem Phosphorothioatrest erhalten. Solche Analoga sind des-
halb so niitzlich, weil sie nicht durch Phosphatasen abgebaut
werden!?®%1. [nositphosphorothioate werden bereits als erste
partielle Agonisten des Tns(1,4,5)P;-Rezeptors diskutiert (siche
Abschnitt 11.1). Durch die Synthese von Phosphorothioat-
Analoga konnen dariiber hinaus *°S-Radiomarkierungen aus-
gezeichnet eingefithrt werden. Da die Sulfoxidation gewdhn-
lich der letzte Syntheseschritt vor der Entfernung der Schutz-
gruppen ist und mit elementarem Schwefel durchgefiihrt werden
kann, kann die Zahl der Syntheseschritte mit radioaktivem
Material auf ein Minimum beschrankt werden. So wurde D-
[*>°S]Ins(1.,4,5)PS, synthetisiert und in Enzym-[342) und Rezep-
torbindungsstudien*3! untersucht. Dabei wurde festgestellt,
dal} es zwei Bindungsstellen markiert: die Ins(1,4,5)P;-Bin-
dungsstelle sowie eine Bindungsstelle des méglicherweise in ei-
ner anderen Konformation vorliegenden Rezeptors. Dariiber
hinaus ist Schwefel ein besseres Nucleophil als Sauerstoff, wes-
halb die selektive Markierungen von Phosphorothioaten in Ge-

genwart von Phosphaten z. B. mit Fluoreszenzmarkern méglich
istt344,

8.4.1. Phosphorothioat-Analoga von Inositmono-
und -bisphosphaten

DL-myo-Inosit-1-phosphorothioat [Ins(1)PS] wurde erstmals
durch Umsetzung von Inosit-1,2,4,5,6-pentaacetat mit Thio-
phosphorylchlorid und nachfolgenden Esterhydrolyse erhal-
ten!278, Zur Synthese von racemischem sowie enantiomerenrei-
nem Ins(1)PS!"! 3451 wird das entsprechende Penta-O-benzyl-
inosit, das durch Racematspaltung iiber die Camphanate in die
Enantiomeren getrennt werden konnte, mit dem Phosphorami-
dit 61 phosphityliert und anschlieBend sulfoxidiert. Eine Syn-
these von L-Ins(1)PS wurde auch von einer anderen Arbeits-
gruppe beschrieben 3461,

Die direkte Thiophosphorylierung beispielsweise von DL-
1,4,5,6-Tetra-O-acetyl-myo-inosit mit Thiophosphorylchlorid
fiihrte zu einer 1:1-Mischung aus dem endo- und dem exo-Dia-
stereomer des geschiitzten cyclischen 1:2-Phosphorothioates,
die durch Umkehrphasen-Flash-Chromatographie getrennt
wurde. Desacylierung und Ausféllung mit Kaliumchlorid liefer-
te cyclisches endo- und exo-DL-myo-Inosit-1:2-phosphoro-
thioat!**”!. In einem anderen Ansatz wurde die 1- oder die
2-OH-Gruppe von 1,4,5,6-Tetra-O-benzyl-myo-inosit mit 61
phosphityliert und die gebildeten Monophosphoramidite mit
Tetrazol zum exo- und endo-Methoxyphosphit cyclisiert. Diese
wurden unter Bildung einer Mischung der entsprechenden ge-
schiitzten diastereomeren Phosphorothioate sulfoxidiert, die
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chromatographisch getrennt und entschiitzt wurden!262],
Ins(1,4)PS,1%%%) und Ins(4,5)PS,?°2! wurden aus pL-1,2:4,5-
Di-O-isopropyliden- bzw. 1,2,3,4-Tetra-O-benzyl-myo-inosit er-
halten.

8.4.2. Phosphorothioat-Analoga von Inosittrisphosphaten

myo-Inosit-1,4,5-trisphosphorothioat  [Ins(1,4,5)PS,] 78
(Abb. 17)B48! war das erste beschriebene Ins(1,4,5)P,-Analo-
gon und hat sich als wertvolles Hilfsmittel bei der Aufklarung
der biochemischen Rolle von Ins(1,4,5)P, erwiesen (sieche Ab-
schnitt 12). Ins(1,4,5)PS, wurde aus dem Triol 70 hergestellt,
das mit dem Chlorphosphan 55 zum Trisphosphoramidit und
weiter mit Tetrazol und 2-Cyanethanol zum Phosphan 75 umge-
setzt wurde. Sulfoxidation zu 77 und Entschiitzen lieferten das
Trisphosphorothioat 78. Eine zweite Synthese!?33 ausgehend
vom Triol 70 beinhaltet die Phosphitylierung mit 56 zum Tris-
phosphittriester-Zwischenprodukt und die Sulfurisierung mit
Phenacetyldisulfid zum Phosphorothioat, das zu Ins(1,4,5)PS,
entschiitzt wurde.

2,3,6-Tri-O-benzyl-4,5-O-isopropyliden-myo-inosit wurde in
Synthesen der 5-Phosphorothioat- und der 4,5-Bisphosphoro-
thioat-Analoga von Ins(1,4,5)P;, Ins(1,4,5)P,-5-S(240- 2421 ynd
Ins(1,4,5)P;-4,5-S, verwendet. Mit 47 wurde die 1-OH-Gruppe
dieser Zwischenstufe phosphoryliert. Nach Acetalspaltung wur-
de mit 47 phosphoryliert, wobei eine Mischung aus dem 1,4- und
dem 1,5-Bisphosphattriester erhalten wurde, aus der das 1.4-
Produkt auskristallisierte. Phosphitylierung der freien 5-Hy-
droxygruppe mit dem Chlorphosphan 61, Sulfoxidation und
Entschiitzen lieferten Ins(1,4,5)P;-5-S. Alternativ konnte das
nach der Acetalhydrolyse erhaltene 4,5-Diol mit 35 oder 56
phosphityliert, anschlieBend sulfoxidiert und zu Ins(1,4,5)7;-
4,5-S, entschiitzt werden. Aus dem 4,5-Bisphosphorothioat
wurde das cyclische 4,5-Pyrophosphat durch Desulfurierung
mit N-Bromsuccinimid (NBS) erhalten!®#%), In einer weiteren
Synthese von Ins(1,4,5)P,-5-S wurde ein benzylgeschiltztes
Inosit-1,4-bisphosphat mit freier 5-Hydroxygruppe mit 36
phosphityliert und anschlieBend mit Phenacetyldisulfid umge-
setzt{?33,

Ins(1,4,5)P5-1-S wurde aus 1-0-Allyl-2,3,6-tri-O-benzyl-myo-
inosit durch Isomerisierung der Allylgruppe zur entsprechen-
den Prop-1-enylverbindung und deren 4,5-Bisphosphorylierung
mit einem PM-Reagens synthetisiert. Entfernen der Prop-1-enyl-
gruppe, Phosphitylierung der 1-Hydroxygruppe und Sulf-
oxidation lieferten nach Entfernung der Schutzgruppen
Ins(1,4,5)P;-1-S13°%1 Ins(1,4,5) P,-1-S, das zur Herstellung eines
Ins(1,4,5)P;-Analogons mit einem Fluoreszenzmarker verwen-
det wurde, wurde aus 1p-1-0-Allyl-2,3,6-tri-O-benzyl-myo-ino-
sit in optisch aktiver Form erhalten!®##], Dariiber hinaus wurde
DL-Ins(1,4,5)P;-1-S durch Phosphitylierung mit 56 und Sulfoxi-
dation mit Phenacetyldisulfid hergestellt12331,

Auch die Trisphosphorothioate D-6-Desoxy-Ins(1,4,5)PS,
und L-chiro-Ins(2,3,5)PS,!13%% 3521 sowie Ins(1,3,5)PS,, L-
Ins(1,4,5)PS, und L-chiro-Ins(1,4,6)PS,°3 wurden beschrie-
ben.

Ein anderer Weg zur Herstellung von Phosphorothioat-Ana-
loga von Ins(1,4,5)P, wurde mit der Thiophosphorylierung von
PtdIns und PtdIns(4)P durch Kinasen in menschlichen Erythro-
cytengeisterzellen und ATPyS beschrittent®***, Diese Methode
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ist hervorragend zur Synthese der iiberaus begehrenswerten ent-
sprechenden 33S-markierten Verbindungen geeignet. So lieferte
die Inkubation von [3*3SJATPyS mit Erythrocytengeisterzellen
33S-markierte PtdIns(4,5)P,-Analoga mit dem **S-Isotop ent-
weder in der 4- und der 5-Position oder nur in der 5-Position.
Phospholipase C spaltete dieses modifizierte Lipid nach Aktivie-
rung mit Ca®" in eine Mischung aus Inosit-1,4-bisphosphat-5-
[**S]phosphorothioat und Inosit-1-phosphat-4,5-[*°S]bisphos-
phorothioat, die gegeniiber 5-Phosphatase resistent sind.

8.4.3. Phosphorothioat-Analoga von Inosittetrakisphosphaten

Ins(1,3,4,5)P,-5-S wurde durch Phosphitylierung von 2,6-Di-
0-benzyl-1,3,4-tris[ (dibenzoxy)phospho]-myo-inosit mit 56 und
In-situ-Sulfurisierung zum vollstindig geschiitzten Ins(1,3,4,5)P,-
5-S-Analogon erhalten, das zum entsprechenden 5-Phosphoro-
thioat debenzyliert wurde'?*31.

Ins(1,3,4,5)P,-3-S 176 (Abb. 32) wurde aus 169 hergestellt.
Acetalhydrolyse und zinnvermittelte para-Methoxybenzylie-
rung der 1-OH-Gruppe lieferten 170, das durch gleichzeitige

OH
AlIO AlIO
A K— 2
ow H PMB

OBn
170
Bn
PropO A“O
H:
Hi OH
(RO)ZP

“ PropO
(RO),P
(Ro)z Oz; jOP(OR)z (Ro)z

';(Oﬂ)z

2 02P “ (RO)2P0
2'o (RO)P
20, P " (RO)2P op(o;:x)2
176

Abb. 32. Synthese von Ins(1,3,4,5)P,-3-S (Liu und Potter).

Blockierung der 4- und 5-OH-Gruppe als Isopropylidenacetal
und Benzylierung der 2-OH-Gruppe in 171 umgewandelt wur-
de. Die sdurelabilen Schutzgruppen wurden abgespalten und die
Allylgruppe unter Bildung von 172 isomerisiert. Der 1.4,5-Tris-
phosphat-Triester 173 wurde dann durch Phosphorylierung er-
halten. Der Prop-1-enylether wurde hydrolysiert (—174) und
die freie 3-OH-Gruppe thiophosphoryliert (—175). Enischiit-
zen mit Natrium in fliissigem Ammoniak lieferte Ins(1,3.4,5)P,-
3-S 1768331 einen wirksamen Inhibitor der Ins(1,3,4,5)P,-3-
Phosphatase!®°¢]. Die Synthese von enantiomerenreinem
p-Ins(1,3,4,5)P,-3S aus L-Quebrachit wurde ebenfalls beschrie-
ben!3371,
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8.5. Phosphonat-Analoga

Ausgehend von dem Monoammmoniumsalz der Benzylphos-
phonsidure wurde I[nosit-1,4,5-tristhydrogenphosphonat) syn-
thetisiert. So wurde durch Phosphonylierung von 70 mit dem
Salz der aktivierten Sdure und Debenzylierung des Produkts mit
Base das racemische 1,4,5-Tristhydrogenphosphonat) erhal-
ten[3%8),

Das 5-Methylenphosphonat-Analogon von Ins(1,4,5)P;, 180,
wurde ebenfalls hergestellt (Abb. 33)135°1 Verbindung 112, ein

178

(BnO)zﬁof""

179

Abb. 33. Synthese des 5-Methylenphosphonat-Analogons von Ins(1,4,5)P, aus
Chinasiure (Falck et al ).

Zwischenprodukt in der Synthese von Ins(1,4,5) P, aus (— )-Chi-
nasdure (sieche Abb. 23), wurde dazu desilyliert, und die kine-
tisch kontrollierte Addition von Phenylselenylbromid an die
exocyclische Doppelbindung lieferten liberwiegend das anti-
Markownikow-Addukt. Durch oxidative Eliminierung wurde
das Allylbromid 177 erhalten, das durch Michaelis-Becker-
Phosphorylierung und Hydroborierung mit oxidativer Auf-
arbeitung zu 178 umgesetzt wurde. Die 1- und die 4-Hydroxy-
gruppe wurde unter Bildung von 179 phosphoryliert, das zu 180
entschiitzt wurde.

Gleichfalls synthetisiert wurden die 5-Methylphosphonat-
und die 5-(Difluormethyl)phosphonat-Analoga von Ins(1,4,5)P,
(Abb. 34) und Ins(1,3.4,5)P,. Dazu wurde die neuen bifunktio-
nellen Phosphonylierungsreagentien Bis[6-(trifluormethyl)ben-
zotriazol-1-yllmethylphosphonat 185 bzw. Bis(1,2,4-triazo-
lyl)difluormethylphosphonat verwendet!*¢® 3611, So wurde 181
regioselektiv zum 6-Benzylether als Hauptprodukt benzyliert
und die freie 5-Hydroxygruppe durch p-Methoxybenzylierung
geschiitzt. Spaltung des cis-Acetals lieferte 182, das benzyliert
und weiter zu 183 desallyliert wurde. Die 1- und die 4-OH-Grup-
pe wurden mit 56 phosphoryliert und die p-Methoxybenzyl-
gruppe unter sauren Bedingungen abgespalten (—184). Die
OH-Gruppe in 184 wurde mit 185 und Benzylalkohol phospho-
nyliert, und die Hydrogenolyse von 186 lieferte das 5-Methyl-
phosphonat-Analogon 187. Synthesen von racemischen
3-Methylphosphonat-Analoga von Ins(3,4)P, und Ins(1,3,4)P,
wurden ebenfalls beschrieben®*®2), Das Phosphonylierungs-
reagens 185 wurde auch zur Herstellung des Methylphospho-
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Abb. 34. Herstellung des 5-Methylphosphonat-Analogons von Ins(1.4,5)P; mit
dem Phosphonylierungsreagens 185 (van Boom et al.).

nat-Analogous von D-Ins(1)P143! und zu der von DL-myo-Ino-
sit-1-O-methylphosphonat-4,5-bisphosphat36*! verwendet.

Racemisches myo-Inosit-5-methylphosphonat, -4,5-bis(me-
thylphosphonat) und -1,4,5-tris(methylphosphonat) wurden
mit P".-Reagentien iiber die entsprechenden Phosphinate syn-
thetisiert!363- 3661

8.6. ,,Maskierte* Analoga

Die photochemisch induzierte Freisetzung von aktiven, phy-
siologisch interessanten Verbindungen wie ATP, GTP und se-
kundiren Botenstoffen sowie sogar von Ionen aus einer inakti-
ven Vorstufe ist fiir zellphysiologische Untersuchungen auler-
ordentlich interessant, besonders in kinetischer Hinsicht, da die
Aufnahme von Agentien ins Gewebe hiufig durch langsame
Diffusion begrenzt wird. Inaktive Vorstufen, die bei Bestrah-
lung z. B. einen freien sekundiren Botenstoff geben, werden als
,,maskierte* Verbindungen!®%7 368! bezeichnet. Mit ihnen sind
zeitabhdngige Messungen moéglich. Durch Veresterung der
drei Phosphatmonoestergruppen in Ins(1,4,5)P; mit 1(2-Nitro-
phenyl)diazoethan'3®®! wurde das maskierte Inosit-1,4,5-tris-
phosphat?7%7 als Mischung aus ein- und mehrfach maskierten
Verbindungen erhalten. Die einfach maskierten Verbindungen
wurde durch HPLC in die P-1-, P-4- und P-5-Isomeren 188, 189
und 190 (Abb. 35) getrennt. Aus allen drei Verbindungen lieB
sich durch Bestrahlung Ins(1,4,5)P; freisetzen. Anders als 188,
das Ca?* effizient freisetzt und ein 5-Phosphatase-Substrat
ist, sind 189 und 190 inaktiv hinsichtlich einer Ca?*-Frei-
setzung und 5-Phosphatase-resistent. 190 ist dariiber hinaus ein
3-Kinase-Inhibitor. Mit den Analoga 189 und 190 wurde die
Rolle von Ins(1,4,5) P, in der Kopplung von Anregung und Kon-
traktion in Muskeln untersucht!®7!: 3721, Die Ergebnisse deuten
auf eine essentielle Rolle dieser Verbindung in der pharmako-
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188:R2=R®=H,R' = Ar
189:R'=R*=H,R2=Ar
190:R'=R?=H, R® = Ar

Ar= NOZ 1

Me

Abb. 35. Regioisomere des maskierten Ins(1,4,5)P, (Trentham et al.).

mechanischen Kopplung in glatter, nicht aber gestreifter Mus-
kulatur. Studien mit Stoma-Wichterzellen haben ergeben, dal3
K*-Kanile nach Photolyse von maskiertem Ins(1,4,5)P, 190
reversibel inaktiviert werden3731,

8.7. Photoaffinitits-Analoga und Affinitéitsmatrizen

Photoaffinitdts-Analoga von Ins(1,4,5)P, sind begehrte Ver-
bindungen fiir Lokalisierungstudien und zur Reinigung von
Ins(1,4,5)P,-Rezeptoren. Zundchst wurde ein Arylazidderivat
von Ins(1,4,5)P, hergestellt’*7#: Dazu wurde Ins(1,4,5)P, mit
N,N'-Carbonyldiimidazol an p-Azidobenzoesiure gebunden,
wobei allerdings die Ankniipfungsstelle der p-Azidobenzoesiu-
regruppe nicht bestimmt und Hydroxygruppen-Substitution an-
genommen wurde. Mit der so erhaltenen Mischung aus den
Arylaziden konnte eine irreversible Inhibierung der Ins(1,4,5)-
P,-induzierten Ca’* -Freisetzung in Saponin-permeabilisierten,
lichtbestrahlten Makrophagen festgestellt werden, die in Gegen-
wart eines groBen Ins(1,4,5) P,-Uberschusses verhindert wurde.
Es wurde gezeigt, daB3 dieser Photoaffinitdtsmarker drei Prote-
ine in den Makrophagen markiert3751,

Die Acylierung der 2-OH-Gruppe von Ins(1,4,5)P; lieferte
Analoga7%1, mit denen Affinitdtsmatrizen durch Immobilisie-
rung der Derivate auf Sepharose priipariert wurden®77). Aus
2-0O-p-Aminobenzoyl-Ins(1,4,5)P; wurde die Photoaffinitits-
sonde 191 synthetisiert, die einen Biotinrest als nichtradioaktive
Markierung trigt (Abb. 36). Diese Verbindung wurde erfolg-
reich zur Markierung der Ins(1,4,5)P,-5-Phosphatase in Ery-
throcytengeisterzellen eingesetzt!>’8l. Vor kurzem wurde {iber
die Herstellung von Affinitdtssdulen mit 2-substitutierten
Ins(1,3,4,5)P,- und Ins(1,3,4,5,6)Ps-Analoga und {iber deren
Anwendung zur Isolierung von Ins(1,3,4,5)P,-bindenden Pro-
teinen berichtet{37°],

Abb. 36. An C-2 biotinyliertes Ins(1.4,5)P; (Ozaki et al.).
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(+)-(1R.3R.4R)-trans-N-(2-Aminoethyl)-3,4-bis(phosphonyl-
oxy)cyclohexan-1-carboxamid wurde zur Herstellung einer Af-
finitdtsmatrix und eines Photoaffinitdtsmarkers verwendet 289
ein Beweis der Niitzlichkeit solcher Derivate steht allerdings
noch aus. 6-O-Substitutierte p-Ins(1,4,5)P,-Analoga wurden
hingegen mit Erfolg zur Bildung und Reinigung von Antikér-
pern gegen Ins(1,4,5)P; eingesetzt, indem auf Ins(1,4,5) P, basie-
rende Immunogene sowie eine Affinitdtsmatrix hergestellt wur-
den[381],

Reaktive, an der 1-Phosphatgruppe w-Aminoalkyl-substi-
tuierte Ins(1,4,5)P,*82], Ins(1,3,4,5) P, *#3! und InsP, %4 wur-
den zur Herstellung von Affinitdtsmatrizen fiir die Reinigung
von Bindungsproteinen[382 3851 sowie ['2%]]-markierten Pho-
toaffinitits-Analoga verwendet!!”5 386. 3871 Q45 wyrde mit
['2°T](Azidosalicyl)aminopropyl-Ins(1,4,5)P, 194 (Abb. 37) das

X
OH
1% HO Ny
2‘0} B H
2-02 E/O\/\/ X
LI g

P
¢

192: X = H
193:X =1
194: X = 125

0 HO
]
z‘ozﬁ
QP
S OH
195:Y=H
196: Y =3H

Abb. 37. Photoaffinititsmarker durch Modifikation der 1-Position von
Ins(1,4,5)P, (Prestwich et al.).

bedeutendste Ins(1,4,5)P;-Bindungsprotein in olfaktorischen
Cilien identifiziest!*®”, Mit dem neuen Photoaffinititsmarker
[¥H](Benzoyldihydrocinnamyl)aminopropyl-Ins(1,4,5)P, 196,
der wesentlich besser als 194 in den Kleinhirnrezeptor von Rat-
ten inkorporiert wird, gelang es, ein Peptid zu reinigen und zu
sequenzieren, das spezifischen Sequenzen der N-terminalen Re-
gion des Ins(1,4,5)P,-Rezeptors entspricht!* 731 die wahrschein-
lich die Ins(1,4,5)P,-Erkennungsstelle enthilt. Ein auf diese
Weise isolierter InsPg-Rezeptor wurde spéter als das Clathrin-
Assembly-Protein AP-2 identifiziert:*®*®). Synthesen von reakti-
ven Ins(1,3,4)P;- und Ins(2,4,5)P,-Verbindungen sowie deren
Verwendung zur Herstellung von Bioaffinitdtsmatrizen sind
ebenfalls beschrieben worden!*8],

Reaktives D-Ins(1,3,4,5)P, 233 231 wurde in einer biomimeti-
schen Synthese iiber die Ferrier-Umlagerung einer geeignet ge-
schiitzten D-Glucose hergestellt (Abb. 38). Dabei wurde die
primdre Hydroxygruppe in 46 trityliert, die sekundiren Hy-
droxygruppen wurden p-methoxybenzyliert und die Tritylgrup-
pe unter Bildung von 197 entfernt. Swern-Oxidation und Um-
setzung des erhaltenen Aldehyds mit Essigsdureanhydrid und
Base lieferten das (Z)-Enolacetat 198, das in einer Ferrier-Um-
lagerung zur Inosose 199 umgesetzt wurde. Die Keto-Carbonyl-
gruppe wurde mit Natriumtriacetoxyborhydrid unter Bildung
des Inosits 200 stereoselektiv reduziert. Die 6- und die 2-Hydroxy-

2109



AUFSATZE

B. V. L. Potter und D. Lampe

OMe OMe
HO PMBO
, PMB
PMB
OH 46

—
OH 197
OMe OH
PMBO PMBO
PMB PMB!
PMB! PMB: OAc *
(o}
OAc 198 199
OH
PMBO PMBO OBOM
PMB! PMB -
PMB OAc PMB OH
OH BOM
200 201
0OBOM
RO
R _—
R > /O\/\/NHCbZ
OBOM o’ “oBn
202: R = PMB

203: R=P(O)(OBn),

2-0,P0 o
-0,P
2-0,P ’p/o\/\/NHJ 204
OH 0" “o-

Abb. 38. Biomimetische Synthese einer Vorstufe eines Ins(1,3.4,5)P,-Affinitits-
markers (Estevez und Prestwich).

gruppe wurden dann schrittweise als Benzyloxymethylether ge-
schiitzt, um eine Acetylwanderung zu verhindern. Das Produkt
der anschlieBenden basischen Methanolyse, 201, wurde mit
Benzyloxy{[3-(N-carbobenzyloxyamino)propylloxy} (diisopro-
pylamino)phosphan/Tetrazol zum Phosphat kondensiert, das
zu 202 oxidiert wurde. Durch Spaltung der PMB-Ether und
Phosphorylierung wurde 203 erhalten, das zum an der 1-Phos-
phatgruppe substituierten reaktiven p-Ins(1,3,4,5)P, 204 hydro-
genolysiert wurde. Aus 204 wurde ein !*°I-markierter, zu 192
analoger Affinitédtsmarker hergestellt.

8.8. Lipophile Analoga

DaB zellpermeable Inositphosphat-Analoga fir viele Anwen-
dungen wichtig werden wiirden, war offensichtlich. Deshalb
wurde die Synthese von racemischem 2,3,6-Tributyryl-Ins-
{1.4.5) P, durch Phosphorylierung von 1,2,4-Tri-O-butyryl-miyo-
inosit mit Dianilidophosphorochloridat und Entfernung der
Phosphatschutzgruppen angegangen'®°®). Die Brauchbarkeit
dieses Tributyrylinosits muf3 sich allerdings erst noch erweisen.

Die Maskierung der negativen Ladungen von anionischen
Biomolekiilen ist eine andere Strategie und wurde schon erfolg-
reich in der Synthese eines lipophilen cAMP-Analogons ange-
wendet®°!, In diesem Fall wurden die Phosphatgruppen mit
Acetoxymethylbromid verestert. Die Acetoxymethylester wer-
den in der Zelle schnell unter Freisetzung des sekundiren Boten-
stoffs gespalten. Uber die Synthese von membrandurchgingi-
gen Ins(1.4.5)P,- und Ins(1.3.4,5)P,-Analoga wurde berich-
tet3921,
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8.9. Verschiedenes

Mehrere C-1-modifizierte Ins(1,4,5)P;-Analoga wurden durch
chemische Modifikation des desacylierten Lipids 1-(sn-Glycero-3-
phospho)-D-myo-inosit-4,5-bisphosphat erhalten®®3. Synthesen
von racemischen Sulfonamid-, Sulfat- und Carboxymethyl-
Analoga3°® 3°41 des enantiomerenreinen Hexadesoxy-1.4,5-
tris(methylensulfonsiure)-Analogons von Ins(1,4,5)P,2%51 so-
wie des 3-Methylencarboxylat-Analogons von Ins(1,3,4,5)P, 1?61
wurden ebenfalls beschrieben.

9. Inosit-Monophosphatase-Inhibitoren

Bemiihungen in Richtung auf die Synthese von Inosit-Mono-
phosphatase-Inhibitoren durch Forscher bei Merck, Sharpe and
Dohme!323: 3977494 haben ermutigende Resultate geliefert. Ei-
nige aktive Verbindungen sind hergestellt worden, die allerdings
anders als Lithum auf kompetitive Art wechselwirken (Abb.39).

oH OH OH
A OPE” i e i Joros”
HO"" o™ HO" "0
OH OH
205 206 207
Cso = 50puM Csp = 3puM Csp = 0.07pMm
2- 2
o,p__POZ P PO
HO.__POZ OH ° C> OH

CHNHC=0

- O SRS

cl
208 209 210
ICsp = 6.3uM ICso = 0.61 uM ICso = 0.08 uM
O P _OR
H,C “OR
/P,OR
9% ~or
OH
211:R=H 213

212: R = CH,OCOC(CHg)3

Abb. 39. Inhibitoren der Inosit-Monophosphatase.

Die beiden a-Hydroxygruppen in der 2- und der 6-Position spie-
len bei der Hydrolyse von Ins(1)P durch Inosit-Monophospha-
tase sehr unterschiedliche Rollen: Wihrend die 2-Hydroxygrup-
pe wichtig fir die Substraterkennung durch das Enzym ist —
2-Desoxy-Ins(1)P ist nur ein schwaches Substrat —, ist die 6-Hy-
droxygruppe an der Phosphathydrolyse beteiligt (demzufolge
haben 6-Desoxyverbindungen wie 205 inhibierende Eigenschaf-
ten). Der erste Ansatz zur Herstellung von Inhibitoren basierte
auf diesem Befund, und in einer Hydroxygruppeneliminierungs-
Strategie wurde D-3,5,6-Tridesoxy-Ins{1)P 206 synthesiert und
als wirksamer Inhibitor identifiziert'*®”], was darauf hindeutet,
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daB die 3- und die 5-Hydroxygruppe fiir eine Erkennung durch
das Enzym nicht nétig sind.

Inosit-Monophosphatase ist sehr unspezifisch, und das En-
zym kann aufler Inositmonophosphaten auch 2'-Nucleotide wie
Adenosin-2’-monophosphat (2'-AMP)7* hydrolysieren. Durch
Uberlagerung der Molekiilstrukturen von 2'-AMP und D-3,5,6-
Tridesoxy-Ins(1)P 206 kam man zu dem SchluB, dal} Substi-
tuenten in der 6-Position (der Purin-Heterocyclus in 2'-AMP)
vom Enzym toleriert werden wiirden. Dies fithrte zur Synthese
von 6-substituierten 3,5-Didesoxy-Ins(1)P-Derivaten wie 207,
dem bis heute wirksamsten bekannten Monophosphatase-Inhi-
bitor[3981,

Phosphatester sind allerdings biologisch labil und haben we-
gen der Hydrolyse durch unspezifische Phosphatasen hdufig
kurze Halbwertszeiten. Es wurde deshalb versucht, die Stabilitdt
der Inhibitoren durch Ersetzen des Phosphatesters mit einer
isosteren, aber stabilen Monophosphonatgruppe zu erhéhen.
Da myo-Inosit-1-methylenphosphonat nicht inhibierend wirkt,
wurde in der Suche nach Inhibitoren von Hydroxymethylen-
phosphonat ausgegangen, das ein schwacher Inhibitor ist. Un-
ter mehreren Analoga war der Adamantylester 208 der wirk-
samste Inhibitor mit K; = 6.3 uM. Weitere Studien mit Hydroxy-
methylenbisphosphonsduren#09- 493, 4041 erogben  dalB auch
Verbindungen wie das Tetralin 209, die sich nicht vom natiir-
lichen Substrat des Enzyms ableiten, sehr wirksame Monophos-
phatase-lnhibitoren sein konnen. Die 3-(3,4-Dichlorbenz-
amido)benzylverbindung 210 ist der wirksamste, nicht-
hydrolysierbare Inhibitor der Inosit-Monophosphatase, der bis-
her beschrieben wurde!*®2). Der Befund, daf das wirksame Bis-
phosphonat 211%°3 nur schlecht resorbiert wurde, fiihrte zur
Entwicklung des weniger polaren Prodrugs 212'4°4, Die For-
scher von Merck, Sharpe and Dohme haben ihre Synthese-An-
strengungen nun auf Derivate und Analoga von Adenosin-2'-
monophosphat ausgeweitet!*®®), und Molecular-modeling-,
kinetische und Mutagenese-Untersuchungen%® sollen zur wei-
teren Aufklirung des Enzymmechanismus beitragen. Es sollte
hier auch auf einen Bericht iiber die nichtkompetitive Hemmung
von Inosit-Monophosphatase durch den Pilzmetaboliten K-76-
Monocarbonsiure 213#°7] hingewiesen werden.

10. Struktur-Aktivitéits-Untersuchungen
mit Ins(1,4,5)P;-Analoga

In diesem Abschnitt werden die Konsequenzen von Struktur-
modifikationen von Ins(1,4,5)P, im Hinblick auf die drei Bin-
dungsproteine, d.h. den Ins(1,4,5)P,-Rezeptor und die beiden
metabolischen Enzyme S-Phosphatase und 3-Kinase, bespro-
chen.

10.1. Strukturvoraussetzungen fiir die Freisetzung von Ca%*

Die Ins(1.4,5)P,-Analoga miissen zur Auslosung der Ca®”-
Freisetzung durch den Ins(1,4,5) P;-Rezeptor betréchtlichen ste-
reo- und regiospezifischen Anforderungen geniigen. Von den
drei bedeutendsten Bindungsproteinen scheint die Ins(1,4,5)P;-
3-Kinase das spezifischste in der Erkennung von Ins(1,4,5) P, zu
sein, wihrend die Ins(1,4,5)P,-5-Phosphatase wesentlich weni-
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ger spezifisch ist. Die Spezifitat des Ins(1,4,5)P,-Rezeptors liegt
offensichtlich zwischen diesen beiden Extremen. Die Stereospe-
zifitdt des Rezeptors wird durch die Tatsache belegt, daB
L-Ins(1,4,5)P, [= D-Ins(3,5,6)P;] nicht in der Lage ist, Ca2™ zu
mobilisieren™ 3! 4°81 Die Rezeptorbindung dieses syntheti-
schen Enantiomers ist ca. 2000mal schwicher als die von natiir-
lichem D-Ins(1,4,5)P,!328: 491, Die Enantiomere von 2-Desoxy-
2,2-difluor-Ins(1,4,5) P, weisen gleichfalls sehr unterschiedliche
Agonisteneigenschaften auf!®3!- 3321 p.2 2.F,-Ins(1,4,5) P, ist ein
voller Agonist und nur etwas weniger wirksam als Ins(1.4,5)P;,
wihrend das L-Isomer ein sehr schlechter Agonist ist.

Ins(1:2,4,5)P;, Ins(4,5)P, und GroPtdIns(4,5)P, waren um
den Faktor 13—150109- 4101 g50411] b7y 3101109 3931 gchwi-
cher als Ins(1,4,5)P,; die meisten anderen natiirlich vorkom-
menden Inositphosphate einschlieBlich Ins(1)P, Ins(1:2)P,
Ins(1,4)P,11), Ins(1,3,4)P,[131: 3281 ng(1,3,4,5,6)P, (138 412]
und InsP, (Phytinsdure)* 3! sind als Agonisten am Ins(1.,4,5)P;-
Rezeptor unwirksam. Zwar ist die genaue Rolle von
Ins(1,3,4,5) P, noch umstritten, doch wurde nachgewiesen, daf3
es Ca?* mobilisiert"3®! und zwar wahrscheinlich iiber den
Ins(1,4,5)P,-Rezeptor 2, Ins(1,4,6) P, ist iiberraschenderweise
ein voller Agonist des Ins(1,4,5)P,-Rezeptors[3!3: 4141 Ayf ein-
deutigem Wege hergestelltes b-Ins(1,3,6)P; [= L-Ins(1.3,4) P},
das in Limulus-Photorezeptoren Ca?* -mobilisierend wirkt[3141,
und andere Befunde!*'#! halfen schlieBlich, eine lange herr-
schende Unklarheit zu beseitigen.

Mit einigen halbsynthetischen, 1-substitutierten Ins(1,4,5)P;-
Analoga®93 die Ca®" freisetzen, wurde nachgewiesen. daB ste-
risch anspruchsvolle Gruppen an C-1 die Aktivitdt nicht wesent-
lich vermindern. Ahnliche Ergebnisse wurden mit diesen
Verbindungen als Inhibitoren von Aldolase A erhalten, einem
Enzym, das Inositpolyphosphate wirksam und isomerenselektiv
bindet™**!, Mit dem 1-O-(3-Aminopropyl)ester von Ins{1.4,5)P,
und mit einem davon abgeleiteten Photoaffinitits-Analogon!382!
konnte ebenfalls die Freisetzung von Ca2?* hervorgerufen wer-
den, wobei beide Verbindungen etwa um den Faktor 8 schwi-
cher waren als Ins(1,4,5)P;. Auch die Rezeptorbindung dieser
Ester war gut, und mit dem Photoaffinitdtsderivat wurden
Ins(1,4,5)P;-Bindungsstellen  erfolgreich markiert!*7*. Das
1-Phosphorothioat-Analogon von Ins(1,4,5)P; wie auch fluo-
reszenzmarkiertes Ins(1,4,5)P;-1-S sind ebenfalls wirksame
Ca?*-mobilisierende Agonisten!34*,

Wie in der 1-Position werden auch in der axialen 2-Position
grofle Substituenten toleriert, ohne dal die Fihigkeit der Ana-
loga, als volle Agonisten am Ins(1,4,5)P,-Rezeptor zu agieren,
beeintrachtigt wird “!%. Die Desoxygenierung fiihrt zu einem
nur geringen Aktivitdtsverlust®!®, und die Inversion am hy-
droxysubstituierten C-Atom [scyllo-Ins(1,2,4)P,1333]] liefert ei-
nen hochwirksamen Agonisten*!¢l. pr-2-F-Ins(1,4,5) P, 1333 ist
hinsichtlich der Mobilisierung von gespeichertem Ca® " ebenso
wirksam wie Ins(1,4,5)P,. Der Vergleich mit 2-F-scyflo-
Ins(1,4,5)P; und 2,2-F,-Ins(1,4,5) P, (die ebenfalls volle Agoni-
sten am Ins(1,4,5) P,-Rezeptor sind)[33%- 417 zeigt, daB sich die
grofere Ahnlichkeit der Strukturen von 2-F-Ins(1,4,5)P; und
Ins(1,4,5)P; in der biologischen Aktivitdt widerspiegelt. Die
Vermutung, daB die 2-Hydroxygruppe von Ins(1,4,5) P, eher als
Wasserstoffbriickenbindungsacceptor denn als -donor mit dem
Rezeptor wechselwirkt*39 4171 wird dadurch gestiitzt, daB das
Fluoratom in 2-F-Ins(1,4,5)P, zwar keine Wasserstoffbriicken-
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bindung mehr bilden kann, das Analogon aber immer noch so
wirksam ist wie Ins(1,4,5)P;. pL-Ins(1,2,4,5)P, wurde pharma-
kologisch untersucht und ist das wirksamste bisher beschriebene
Inosittetrakisphosphat 23},

p-3-Desoxy-Ins(1,4,5)P, 325 p-3-F-Ins(1.,4,5)P,133* und
D-3-C-(Trifluormethyl)-Ins(1,4,5)P, 322! mobilisieren Ca?* als
volle Agonisten. Diese Verbindungen sind dhnlich wirksam wie
Ins(1,4,5)P,. Analoga mit zunehmend sterisch anspruchsvol-
len Substituenten an C-3 (Cl, Br und MeO) weisen eine ab-
nehmende Aktivitdt in Hinblick auf Rezeptorbindung und
Ca®"-Freisetzung aufl2°% 3381 [ _chire-Ins(2,3,5)P,1335 3361,
ein Ins(1.4,5)P;-Analogon mit einer axialen statt einer Aquato-
rialen 3-Hydroxygruppe, ist ein wirksamer Agonist zur Mobili-
sierung von gespeichertem Ca?*' mit einem im Vergleich zu
Ins(1,4,5) P, nur etwa 5- bis 10fach hoherem EC,-Wert[333: 4171,
Die pharmakologischen Eigenschaften von DL-6-F-chiro-
Ins(2,3,5)P,127"1 wurden noch nicht bestimmt. Ins(1,3.4,5)P,,
das durch 3-Kinase aus Ins(1,4,5)P, entsteht, hemmt die Bin-
dung von [°H]Ins(1,4,5)P, an Membranen im Kleinhirn. Die
Rezeptoraffinitit dieses Tetrakisphosphates ist jedoch etwa um
den Faktor 60 niedriger als die von Ins(1,4,5)P,*18. Ahnlich
verringert ist die Ca’"-mobilisierende Wirkung!328!, Dariiber
hinaus wird auch eine axiale Phosphatgruppe an C-3 nicht tole-
riert!322]. Diese Resultate zeigen, daB die 3-Hydroxygruppe
liberraschenderweise eine relativ unbedeutende Rolle in der Re-
zeptorbindung und der Ca®*-Freisetzung spielt. Erhéhte steri-
sche Anforderungen von Substituenten (wie einer zusitzlichen
Phosphatgruppe) in dieser Position verringern die Rezeptorbin-
dungseigenschaften allerdings erheblich. Es wurde daher vorge-
schlagen, daBl die Phosphorylierung zu Ins(1,3,4,5)P, der
Hauptmechanismus zur Regulation der Ins(1,4,5)P;-Rezeptor-
bindung sei!*!”l. Wie eine vor kurzem verdffentlichte Studie
iiber D-3-Amino-3-desoxy-Ins(1,4,5)P, ergab, ist diese Verbin-
dung offensichtlich ein pH-abhiingiger partieller Agonist!*3°,

Seit den frithen Arbeiten von Berridge und Irvine!*'®! hielt
man das 4,5-Bisphosphatmotiv als entscheidend fiir die Ca?™-
mobilisierende Aktivitit. Die Phosphatgruppe an C-4 scheint
fiir die Erkennung durch den Ins(1,4,5)P,-Rezeptor wesentlich
zu sein: Alle Inositphosphate, denen diese Einheit fehlt, sind
inaktiv (fiir Ausnahmen von diesem Verhalten siehe Jastorff
et al.*2%)  Ins(1,4,5)P,-4,5-S, ist ein wirksamer Ca**-mobili-
sierender Agonist, was nahelegt, dafl zumindest der Phosphoro-
thioatsubstituent an C-4 toleriert wird 3+%!. Selektiv an C-4 mo-
difizierte Ins(1,4,5)P;-Analoga sind allerdings bisher nicht
untersucht worden; hier bietet sich ein Feld fiir zukiinftige Syn-
these-Aktivitdten.

Ins(1,4,5)P;5-5-St241- 2421 wird mit hoher Affinitit vom
Ins(1,4,5)P;-Rezeptor gebunden. Es ist ein voller Agonist zur
Mobilisierung von gespeichertem Ca?* und dabei nur etwa um
den Faktor 7 weniger wirksam als Ins(1,4,5)P;. Wie das Tris-
phosphorothtoat Ins(1,4,5) PS ;wird Ins(1,4,5) P;-5-S nicht durch
5-Phosphatase dephosphoryliert und kann daher eine anhal-
tende Freisetzung von Ca?* bewirken. Erste Studien mit dem
5-Methylenphosphonat-Analogon 180 ergaben, daf diese Ver-
bindung wie andere nichthydrolysierbare Ins(1,4,5)P;-Analoga
aus Rindernebennierendriisen-Mikrosomen anhaltend Ca?*
freisetzt[**°1. Das 5-Methylphosphonat 187 ist ein pH-abhin-
giger Antagonist bei der Ins(1,4,5)P,-stimulierten Ca?*-Frei-
setzung und ein kompetitiver Inhibitor bei der Bindung von
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[*H]Ins(1,4,5)P, an Mikrosomen aus Rindernebennierenrin-
den369: 3611 Die vollstindige Beschreibung der biologischen
Eigenschaften dieser Verbindung und des 5-Difluormethylphos-
phonat-Analogons, das auch ein schwacher Antagonist sein
sollte!3%% 361 werden mit Interesse erwartet, da dies die ersten
niedermolekularen Antagonisten des Ins(1,4,5)P,-Rezeptors
wiren. Durch eine Bestitigung dieser Ergebnisse wire dann
eindeutig nachgewiesen, daB die Phosphatgruppe an C-5 fiir die
Aktivitat von Ins(1,4,5)P, entscheidend ist.

D-6-Desoxy-Ins(1,4,5) P, ist ein voller Agonist zur Freisetzung
von Ca?" in permeabilisierten menschlichen SH-SY5Y-Neuro-
blasten und etwa um den Faktor 70 weniger wirksam als
Ins(1,4,5)P,2*1). Andere an C-6 modifizierte Ins(1,4,5)P,-Ana-
loga einschlieBlich der Fluor-, Methyl- und Methoxyverbindun-
gen wurden synthetisiert[201- 302. 327. 42U Dyje biologischen Ei-
genschaften dieser Verbindungen sind allerdings mit Ausnahme
von DL-6-O-Methyl-Ins(1,4,5)P, noch nicht beschrieben wor-
den. Diese Verbindung mobilisiert Ca?* mit einem EC ;,-Wert,
der mehr als 200fach hdher war als der von Ins(1,4,5)P,328];
dhnliche Ergebnisse wurden fiir andere 6-O-substituierte Analo-
ga erhalten'®*®%). pL-Ins(1,4,5,6)P, aktiviert die Ca?”-Freiset-
zung nicht und beeinflufit bei Konzentrationen von bis zu 10 um
auch nicht die Ins(1,4,5)P;-vermittelte Ca®™-Freisetzung!!?8],
Die 6-OH-Gruppe spielt also eindeutig eine wichtige Rolle bei
der Rezeptorbindung oder bei der Stabilisierung der Konforma-
tion der 5-Phosphatgruppe durch Wasserstoffbriickenbindun-
gen. Die Substitution dieser Hydroxygruppe sowoh! durch gela-
dene als auch durch ungeladene Gruppen hebt diec Aktivitit
vollstindig auf. Untersuchungen zur Wirksamkeit von 6-F-
Ins(1.4,5)P; stehen noch aus.

Die  nichtnatiirlichen  Inositphosphate  Ins(2)P!422),
Ins(2,4)P,, Ins(1,2,6)P,123) Ins(1,3,5)P,13281 und 3-Desoxy-
Ins(1,5,6)P,132%1 sind wie Inosit nicht in der Lage, Ca?* freizu-
setzen. Cyclisches Ins(1:2,4,5)P; wurde zundchst als ebenso
wirksam wie Ins(1,4,5)P; beschrieben!!39- 4241 und es gab Spe-
kulationen, dal3 dieses cyclische Inositphosphat ein sekundarer
Botenstoff sein konnte!*24., Weitergehende Untersuchun-
gent' ®lergaben allerdings, daB cyclisches Ins(1:2,4,5) P, nur ein
schwacher Agonist und um mehr als eine GréBenordnung weni-
ger wirksam ist als Ins(1,4,5)P,. Ins(2,4,5)P; bewirkt die Ca®"-
Freisetzung und ist etwa um den Faktor 12-68 weniger wirk-
sam als Ins(1,4,5)P;[109: 328 410, 411 4251 Rijr p.Ins(2,4,5)P,
und D-chiro-Ins(1,3,4)P,, einem Ins(2,4,5)P;-Analogon mit ei-
ner axialen 1-Hydroxygruppe, wurden &hnlich groBe EC,-Wer-
te bestimmt[®?*? 4251 die etwa 30mal groBer sind als der fiir
Ins(1.,4,5)P;. Der Unterschied zwischen den beiden Verbindun-
gen, die Konfiguration an C-1, scheint daher in bezug auf die
Ca’* -mobilisierende Aktivitdt unbedeutend zu sein. Die L-En-
antiomere der beiden Verbindungen sind deutlich weniger aktiv
als die D-Isomere und etwa um den Faktor 800-960 weni-
ger wirksam als Ins(1,4,5)P,1312: 4251 p.3.Azido-3-desoxy-
Ins(2,4,5)P, ist bei der Ca?*-Freisetzung betrichtlich weniger
wirksam als Ins(1,4,5)P;?% und wird mit einer etwa um den
Faktor 2000 verminderten Affinitit an den Rezeptor gebunden.
Diese Verbindung mobilisiert in einer Konzentration von
100 pM 21 % des gespeicherten Ca?™, wihrend Ins(1.4,5)P,
bei 10 uM 53% freisetzt. Die Bindungsaffinitit von p-2,3-
Didesoxy-Ins(1,4,5)P, gegeniiber Rindernebennierenrinden-
Rezeptoren ist nur um den Faktor 6 niedriger als die von
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Ins(1,4,5)P; und seine Wirksamkeit beziiglich der
Ca?*-Freisetzung nur um den Faktor 3.5. Wird dar-
iiber hinaus allerdings die 6-Hydroxygruppe entfernt,
fithrt dies zu einer Verringerung der Bindungsaffinitat
um den Faktor 100. p-2,3,6-Tridesoxy-Ins(1,4,5) P, ist
ebenfalls ein schlechter Rezeptoragonist: Der zugeho-
rige EC;,-Wert ist mehr als 200mal hdher als der von
Ins(1.,4,5)P,32%. Dies bestitigt Ergebnisse einer friihe-
ren Untersuchung, in der gezeigt worden war, dal} das
Tridesoxy-Analogon, allerdings in racemischer Form,
aus permeabilisierten Zellen der glatten Muskulatur
Ca®* mit einem EC,,-Wert freisetzt, der ca. 130mal
hoher ist als der mit Tns(1,4,5)P, 328,

Relativ unwichtig 10r Rezeptorerkennung:
3-Desoxy-s(1,4,5)P 3, 3-F-hs(1,4,5)P,

Nicht setv wichtig fir Erkennung durch den

sowle L-chiro-ns(2,3,5)P, sind vaie Agonisten C:;P”" °°:°":=‘ und F“;‘M‘ '“r“‘
/ indieser Pasition sind akiiv
Wichiig tir die Erkennung,
konservative Modlifikationen 2 4 2
den Jedoch tolerl "0,
NE(1,4,5)P54,5-S und %0, Volmindse Substituenten werden
8(1.4,5)P S, sind akilv / 6 \ hier ol;.' df;bEBr::n mmwmv:-m
phatgruppe reduziert die Akiivitit
Wasentich: Ine(1,4)P,, ist kein Agonist jedoch betrachilich
und wird vom Rezeptor nicht erkannt; :
Relativ wichtig: E
Analoga, die resistent gegen Hydrolyse
durch 5-Phosphatase sind wie wie in 8-Desoxy-ins(1,4,5)P; oder Substitution

Is{1,4,5)P-5-S und 5-Methylenphospho- Wie in 8-O-Methyt-he(1,4,5)Py gibt Analoga,
nat-is(1,4,5)P, kBnnan eine anhaliende  dle Zwar noch volle Agonisien sind, jedoch

Calclum-Frolsetzung bewirken

betrichtich weniger wirkeam sind als

Benzol-1,2,4-trisphosphat blockiert die Bindung
von Ins(1,4,5)P; an Mikrosomen der Nebennierenrin-
de kompetitiv mit einem IC,,-Wert von 34 um. Die
Affinitit fiir den Rezeptor ist etwa um den Faktor 10000 niedri-
ger als die von Ins(1,4,5)P,, und eine Ca?*-Freisetzung kann
nicht ausgelést werden'*2"). Benzol-1,2,4-tris(methylenphos-
phonat) sowie (1R,2R,4R)-Cyclohexan-1,2,4-trismethylen-
phosphat, -tris(methylenphosphonat), -tris(methylensulfonat)
und dessen (4S)-Isomer sind in Bindungs- und Ca?*-Frei-
setzungsassays ebenfalls inaktiv*?8!. Racemische Trissulfat-,
Trissulfonamid-, Triscarboxymethyl- und Trismethylphospho-
nat-Analoga von Ins(1,4,5)P,3%% 3661 wie auch das 4,5-Dime-
thylenphosphonat-Analogon von Ins(4,5)P,2°! weisen keine
biologische Aktivitdt auf. Inosit-1-phosphat-4,5-pyrophos-
phat®#°! und das enantiomerenreine Hexadesoxy-1,4,5-tris(me-
thylensulfonsdure)-Analogon von Ins(1,4,5)P,13°% sind eben-
falls inaktiv.

Ein Bericht von Schultz et al.[*2%! daB cis,cis-Cyclohexan-
1,3,5-trisphosphat und verwandte Analoga mit einer 1,5-Bis-
phosphateinheit die Ca®* -Freisetzung aus isolierten Neurospo-
ra-crassa-Vacuolen auslésen konnen, ist fragwiirdig, da gezeigt
wurde, daB Ins(1,3,5)P, in Zellen aus der glatten Muskulatur
der Aorta von Rindern nicht als Agonist wirkt"*?8], Wenn diese
Ergebnisse bestitigt werden sollten, wiirde das bedeuten, daB
sich der Rezeptor aus Neurospora-crassa-Vacuolen von Sduge-
tierrezeptoren unterscheidet. Dies wire bemerkenswert, da sich
Ins(1,4,5) P;-Rezeptoren in unterschiedlichen Spezies nach bis-
herigen Ergebnissen iiberaus dhnlich sind. Moglicherweise ist
aber auch eine Verunreinigung der synthetischen Verbindung
mit Ca®* fiir diesen Effekt verantwortlich.

Diese Ergebnisse legen nahe, daB die vicinale 4,5-Bisphosphat-
einheit fiir die Rezeptorerkennung wesentlich ist und eine zu-
sitzliche Phosphatgruppe an C-1 die Ca®*-mobilisierende
Wirkung auBerordentlich steigert. Die Tatsache, daBl auch
Ins(2,4,5)P; ein voller und relativ wirksamer Agonist ist, kann
moglicherweise mit einer Wechselwirkung zwischen der axialen
2-Phosphatgruppe und der Rezeptorstelle erkldrt werden, die
normalerweise von der dquatorialen 1-Phosphatgruppe von
Ins(1,4,5) P, besetzt wird. Allerdings sind Analoga mit raumfiil-
lenden Substituenten an der 2-Hydroxy- und der 1-Phosphat-
gruppe ebenfalls Agonisten, was darauf hindeutet, daB dieser
Bereich dem Losungsmittel zugewandt ist. Bleibt zu unter-
suchen, welche Gruppen in der 3-Position toleriert werden;
doch ist diese Position wegen der geringen Aktivitit von
Ins(1,3,4,5)P, fiir chemische Modifikationen wahrscheinlich
nicht von groflem Interesse (Abb. 40).
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Abb. 40. Struktur-Aktivitits-Beziehungen fiir den Ins(1.,4,5)P,-Rezeptor.

10.2. Strukturerkennungs-Untersuchungen
mit Ins(1,4,5)P;-3-Kinase

Die Spezifitdt der 3-Kinase ist in vielerlei Hinsicht groBer
als die des Ins(1,4,5)P,-Rezeptors*®], wobei Ins(1,4,5)P, und
Ins(1,3,4,5)P, die einzigen bekannten natiirlichen Inosit-
polyphosphate sind, die mit hoher Affinitdt erkannt wer-
denB328],

Die Entfernung der 1-Phosphatgruppe vermindert die Affini-
tdt zur 3-Kinase erheblich, Ins(4,5) P, und Ins(2,4,5) P, sind sehr
schlechte Substrate fiir das Enzym![32843% und cyclisches
Ins(1:2,4,5)P, wird nicht phosphoryliert™3!!. Die 1-Phosphat-
gruppe scheint daher fiir die Substraterkennung wesentlich
zu sein, was mit dem Befund iibereinstimmt, dall zwar
Ins(1,4,5)P,-5-81241: 4321 ynd Ins(1,4,5)P,-4,5-S,*33] Substrate
der 3-Kinase sind, ein zusdtzlicher Phosphorothioatsubstituent
an C-1 aber nicht toleriert wird: Ins(1,4,5)PS, ist kein Sub-
Strat[434, 435].

DL-2-Desoxy-Ins(1,4,5)P; inhibiert effektiv die Phosphorylie-
rung von [*H]Ins(1,4,5)P, durch 3-Kinase!*!%, die scheinbare
Inhibierungskonstante X entspricht der von Ins(1,4,5)P;. An-
dere Analoga mit sterisch anspruchsvollen Substituenten an C-2
werden ebenfalls gut vom Enzym erkannt. Es gibt allerdings
keine Angaben dariiber, ob diese Analoga als Substrate oder als
Inhibitoren wirken. Sowohl DL-2-F-scyllo-Ins(1,4,5) P, als auch
pL-2,2-F,-Ins(1,4,5)P, sind Substrate der 3-Kinase!**°. Die
Substrateigenschaften von p- und L-2,2-F,-Ins(1,4,5)P,, die
durch Racematspaltung des gem-Difluorids erhalten wurden,
sind allerdings sehr unterschiedlich: Das p-Isomer ist ein Sub-
strat und das r-Isomer ein wirksamer Inhibitor dieses En-
zyms332), Die Ursache fiir die hemmende Aktivitit ist noch
nicht geklart; 1-2,2-F,-Ins(1,4,5)P; weist jedoch eine neuartige
Leitstruktur fiir die Entwicklung von weiteren effektiven Inhibi-
toren zur pharmakologischen Intervention im Polyphosphoino-
sitidweg auf und hat den Vorteil, daf es kein intrazelluldres
Ca?* mobilisiert. 2-F-Ins(1,4,5)P, ist ebenfalls ein gutes Sub-
strat fiir 3-Kinase'*!%! und ein wirksamer kompetitiver Inhibi-
tor bei der Phosphorylierung von [*H]Ins(1,4,5)P, durch die-
ses Enzym (scheinbare Inhibierungskonstante K, = 3.0 um;
zum Vergleich: 2-F-scyllo-Ins(1,4,5)P;: K; = 8.8 uM, 2,2-F,-
Ins(1,4,5)P,: K; =11.0 pm).

Wie von C-3-modifizierten Ins(1,4,5)P;-Analoga erwartet
werden kann, sind sowohl p-3-F-Ins(1,4,5)P, 325 3341 als auch
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L-chiro-1ns(2,3,5)P,133% 3361 ein n-Ins(1,4,5)P, Analo-
gon mit invertierter Konfiguration an C-3, resistent
gegeniiber der Phosphorylierung durch die 3-Kinase und
wirksame Inhibitoren dieses Enzyms™3¢. Ins(1,3,4,5)P,,
das Produkt der Ins(1,4,5)P,-Phosphorylierung durch
3-Kinase, ist ein schwacher Inhibitor (IC,, = 90 pm).
Mit Blick auf die IC;,-Daten ist es jedoch unwahrschein-
lich, da@} sich geniigend Ins(1,3,4,5)P, anreichern kann,
um die Ins(1,4,5)P;-Phosphorylierungsgeschwindigkeit
signifikant zu beeintrichtigen, was nahelegt, daB} es
keine Rolle in moglichen Riickkopplungsmechanismen
spielti328!, Durch die Phosphorylierung der 3-OH-Grup-
pe wird die Bindung an den Ins(1,4,5) P;-Rezeptor effek-
tiv verhindert; dies konnte ein Regulationsmechanismus
zur Modulation der Ins(1.4,5)P,-Bindung sein!*!7l. So ist
Ins(1,3,4,5)P,-5-S ebenfalls ein kompetitiver Inhibitor der 3-Ki-
nase!?>?,

Verbindungen mit selektiv modifizierter 4-Position sind bis-
lang noch nicht pharmakologisch untersucht worden. Die Affi-
nitit von Ins(1,4.5) P;-4,5-S, fitr 3-Kinase ist im Vergleich zu der
von Ins(1,4,5)P,-5-S etwa um den Faktor 10 niedriger™**!, was
darauf hindeutet, daB die 4-Phosphatgruppe wichtig fiir die
Substraterkennung ist.

Anders als Ins(1,4,5)PS, ist pL-Ins(1,4,5)P;-5-S ein Substrat
der 3-Kinase!?3 *321 aber die Phosphorylierung dieser Ver-
bindung verlduft betrdchtlich langsamer als die des natiir-
lichen Substrates. Das 5-Methylenphosphonat-Analogon von
Ins(1,4,5)P,, das eine anhaltende Freisetzung von Ca®* aus-
1651360 3611 ist daher vermutlich kein Substrat der 3-Kinase;
die vollstidndigen biologischen Eigenschaften dieser Verbindung
mitssen allerdings noch bestimmt werden. Wahrscheinlich wer-
den in der 5-Position nur konservative Modifikationen toleriert.

6-Desoxy-Ins(1,4,5)P, ist eine der wenigen Verbindungen,
die von der hochselektiven 3-Kinase erkannt werden!2311, Die
Kinetik ihres Metabolismus deutet darauf hin, daB sie ein
Substrat fiir dieses Enzym ist, und die Phosphorylierung
von Ins(1,4,5)P, wird durch 6-Desoxy-Ins(1,4,5}P, kom-
petitiv gehemmt. Die Entfernung einer von der Angriffs-
stelle der 3-Kinase entfernten Hydroxygruppe hat offensicht-
lich keinen groflen EinfluB auf die Bindungseigenschaften des
Substrates. Anders als das 6-Desoxy-Analogon ist die Affinitit
von DL-6-Methoxy-Ins(1,4,5)P, zur 3-Kinase deutlich vermin-
dert (etwa um den Faktor 120)*?#], Da in beiden Analoga keine
Wasserstoffbriickenbindungen zur 6-Position gebildet werden
kdnnen, ist méglicherweise der erhéhte sterische Anspruch des
6-Substituenten von pr-6-Methoxy-Ins(1,4,5)P, der Grund fiir
die niedrige Affinitit dieses Analogons. Auch in diesem Zusam-
menhang ist eine Untersuchung mit 6-Fluor-Ins(1,4,5)P,
winschenswert.

DL-Cyclohexan-1,2 4-trisphosphat inhibiert die Phosphory-
lierung von [*H]Ins(1.4,5) P, nur schwach (IC, = 327 pm)328%,
Benzol-1,2.4-trisphosphat wird mit einer im Vergleich zu
Ins(1,4,5)P; etwa um den Faktor 10 niedrigeren Affinitit
iberraschenderweise gut von der 3-Kinase erkannt (ICs, =
6.1 um)#271, p-2 3-Didesoxy- und p-2,3,6-Tridesoxy-Ins(1,4,5)P,
weisen K-Werte von 19 bzw. 36 puM auf, wihrend mehrere ande-
re mehrfach desoxygenierte Analoga nicht mit dem Enzym
wechselwirken!#?81 (Abb. 41). Interessanterweise wird 3-Kinase
auch durch Adriamycin gehemmt!437),
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Angritispunkt des Enzyms: 3-Desoxy-ns(1,4,5)Ps, Unwichtig fir die Erkennung durch
3.F-Ins(1,4,5)P 3 und L-chiro-ns(2,3,5)P3 3-Kinase, 2-Desoxy-s(1,4,5)P 3 und
2-Fluor-Analoga sind gute Substrate.
ind wirksame Inhibitol
¢ me ren K Einige Analoga mit sperrigen Substitu-
enten zeigen sogar eine griBere Affi-
9 nitat als hs(1,4,5/P;
. 20,p 2
0, (; 2
o %OH ' 5
Die 1-Phosphaigruppe schelnt
wichtig, aber nicht essentiell zu
Konservative Modiflkationen werden tolenenx sein: s(4,5)P ist eln schwaches
Ins(1,4,5)}P3-5-S wird phosphoryfiert Substrat

Entfemung wie in 6-Desoxy-ne(1.4,5)P3 wird
toleriert, sperrige Substiiuenten scheinen
jedoch die Affinitat zu verringem

Abb. 41. Struktur-Aktivitdts-Beziehungen fiir Ins(1.4,5)P;-3-Kinase.

10.3. Strukturerkennungs-Untersuchungen
mit Ins(1,4,5) P,-5-Phosphatase

Im Unterschied zum Ins(1,4,5) P,-Rezeptor und der 3-Kinase
ist die Ins(1,4,5)P,-5-Phosphatase relativ unspezifisch. Doch
obwohl viele Analoga an die Phosphatase binden, sind nur
wenige von ihnen Substrate des Enzyms.

Die 1-Phosphatgruppe ist wesentlich fiir die Substraterken-
nung durch 5-Phosphatase, da Ins(4,5)P, ein sehr schlechtes
Substrat ist™3?l. Einige racemische, an der 2-Hydroxygruppe
modifizierte Ins(1,4,5)P;-Analoga wurden auf ihre Fihigkeit
zur Wechselwirkung mit 5-Phosphatase aus Erythrocytengei-
sterzellen und aus Hirncytosol untersucht!*!°!. Die Verbindun-
gen sind kompetitive Inhibitoren des Enzyms und Substrate fiir
die 5-Phosphatase, wobei die Hydrolyseeffizienz allerdings va-
riiert. 2-Desoxy-Ins(1,4,5) P, und die meisten der anderen an C-2
modifizierten Analoga weisen iiberraschenderweise eine grofere
Affinitdt fiir 5-Phosphatase auf als Ins(1,4,5)P;. 2-F-scyllo-
Ins(1,4,5)P; wird vom Enzym erkannt, ist jedoch ein schwéche-
res Substrat als Ins(1,4,5)P,3° Die 5-Phosphatase-Substrat-
eigenschaften von D- und L-2,2-F,-Ins(1,4,5)P, unterscheiden
sich deutlich. Wihrend p-2,2-F,-Ins(1,4,5) P, ein gutes Substrat
ist, inhibiert das L-Enantiomer das Enzym sehr wirksam!®32],
Da die 5-Phosphatase eine hohe Spezifitit fiir das D-Isomer von
Ins(1,4,5)P, aufweist und Analoga des L-Enantiomers norma-
lerweise nicht sehr gut von diesem Enzym erkannt werden [z. B.
L-Ins(1,4,5)P, 3%, {iberrascht dieses Resultat. Einige 2-substi-
tutierte Analoga sind allerdings ebenfalls 5-Phosphatase-resi-
stent®3°], und das L-Isomer von 2-Aminobenzoyl-Ins(1,4,5)P,
ist iiberraschenderweise ein wirksamer Inhibitor. pr-2-F-
Ins(1,4,5)P; ist ein madBig wirksamer kompetitiver Inhibitor von
5-Phosphatase. Dabei kann vorldufig angenommen werden,
daB wie beim Difluor-Analogon 2,2-F,-Ins(1,4,5)P, der hem-
mende Effekt von DL-2-F-Ins(1,4,5)P, auf das L-Isomer zuriick-
zufiihren ist, wihrend das D-Isomer wie p-2,2-F,-Ins(1,4,5)P,
wahrscheinlich ein Substrat dieses Enzyms ist. Dies bedeutet,
daf die 2-Hydroxygruppe an der Substraterkennung durch
Ins(1,4,5)P;-5-Phosphatase zwar beteiligt ist, aber keine wesent-
liche Rolle spielt.

3-Desoxy-Ins(1.4,5)P, ist ein gutes Substrat, das mit einer
etwas hoheren Affinitdt als Ins(1,4,5)P, gebunden wird®33),
und 3-F-Ins(1,4,5)P; ist ebenfalls ein Substrat der Erythro-
cyten-5-Phosphatase!®3®). L-chiro-Ins(2,3,5)P,, das man als
Ins(1,4,5)P; mit invertierter Konfiguration an C-3 beschreiben
kann, ist hingegen ein wirksamer Inhibitor[333: 336 4361 Tyjeg
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iiberrascht, da die Hydroxygruppe an C-3 in diesem Molekiil
weit von der Angriffsstelle des Enzyms entfert ist. Zwei Erkla-
rungen wurden fiir diesen Befund angefiihrt: Entweder sind die
Konformationen von L-chiro-Ins(2,3,5)P, in Losung und/oder
gebunden an die 5-Phosphatase und von Ins(1,4,5)P, so unter-
schiedlich, dal} das Analogon zwar wie Ins(1,4,5) P, vom Enzym
gebunden wird, die katalytische Aktivitdt des Enzyms durch
das Analogon aber erheblich beeintrichtigt wird, oder die
Inhibierung ist das Resultat einer unproduktiven Anlagerung
des invertierten L-chiro-Ins(2,3,5)P, in einer gedrehten Orien-
tierung. In dieser Anordnung wiirde das Analogon drei
Elemente von Ins(1,4,5)P; korrekt wiedergeben: die Ring-
konformation, die wichtige vicinale 4,5-Bisphosphateinheit
(in Form des 2,3-Bisphosphats) und die 3-Hydroxygruppe
(in Form der 4-Hydroxygruppe). Die 5-Phosphatgruppe von
L-chiro-Ins(2,3,5)P; ahmt dabei die dquatoriale 2-Phosphat-
gruppe eines Ins(1,4,5)P;-Analogons nach, und solch ein
Phosphatrest pallt vermutlich immer noch relativ gut in die
hydrophile Tasche des Enzyms, die gewdéhnlich mit der

dquatorialen 1-Phosphatgruppe von Ins(1,4,5)P, wechsel-

wirkt. In dieser invertierten Bindungweise imitiert die axia-

le 1-Hydroxygruppe von L-chiro-Ins(2,3,5)P, die axiale 6-

3-Desoxy-ns(1,4,5)P3, 3-F-s(1,4,5) Py und ns(1,3,4,5)P4
sind gute Substrate; durch iversion der Hydroxygruppe
erhiit man jedoch einen wirksamen

Wihrend Ins(2,4,5)P,“'% und cyclisches Ins(1:2,4,5)P,B31%
5-Phosphatase-Substrate sind, ist DL-Ins(1,4,5)PS; gegeniiber
dem Abbau durch das Enzym resistent“?). pL-Cyclohexan-
1,2,4-trisphosphat ist ein schwacher, kompetetiver Inhibitor
(K; =124 mM), und eine auf die Hydrolyse durch dieses Enzym
zuriickzufithrende Freisetzung von anorganischem Phosphat
konnte nicht festgestellt werden®28). Benzol-1,2,4-trisphos-
phat!#?” und (1R,2R,4S)-Cyclohexan-1,2,4-tris(methviensul-
fonat)!*28! hemmen den [*H]Ins(1,4,5)Ps-Abbau durch 5-Phos-
phatase iiberraschend gut, was darauf hinweist, daB das Enzym
sogar drastische Strukturdnderungen toleriert. Die Trisphos-
phorothioate L-Ins(1,4,5)PS;, Ins(1,3,5PS, und vL-chiro-
Ins(1,4,6)PS; sind hochwirksame S-Phosphatase-Inhibitoren
mit submikromolaren K-Werten von 0.50, 0.43 bzw.
0.3 w331 Da die beiden letzteren Verbindungen nicht mit
3-Kinase wechselwirken und auch kein Ca’* mobilisie-
ren!4!- 442) eignen sie sich hervorragend als selektive Inhibito-
ren der 5-Phosphatase (Abb. 42).

Nicht wesentlich fiir Erkennung durch

und andere 2-modifizerie Analoga

5-Phosphatase; 2-Desoxy-ns(1,4,5)P,

Hydroxygruppe eines 1?5(1,4,5)‘P3:Analog.ons. Wie im fol- iibitor, 1-chiro-Ps(2.3.5) P \ sind Subatrals

genden besprochen, konnte die dquatoriale 6-Hydroxy- o OH

gruppe von Ins(1,4,5)P, eine wichtige Rolle bei der 5-Phos- Nicht wesentich fir —b!-ozw;

phatase-katalysierten Hydrolyse spielen. Die hemmenden f'h":"m;h‘("afs)" s 2Q,p LT~ oz giﬁEPmthW scheirt
Eigenschaften von L-chiro-Ins(2,3,5)P; kdnnen moglicher- 'steln phiblior & & d:,h ﬁcnmwm“’:}.;p-
weise der pseudo-axialen 6-Hydroxygruppe in der invertier- A it modife \ ¥e(4,5)P; ist sin schwaches
ten Bindungskonformation zugeschrieben werden. Teloga mit modifierior Stbsirat

5-Position wie ns(1,4,5)P3-5-S und
5-Methylenphosphonat-ns(1,4,5)P;
sind wirh 5-Phosphatase-hhibi

Durch C-5-Substitution mit Phosphorothioatgruppen Entlernen der Hydroxygruppe

y wie in 8-Desoxy- und Substitution

wird ein wirksamer Inhibitor der Ins(1,4,5)P;-5-Phospha-
tase, Ins(1,4,5)P;-5-S, erhalten!?4!: 2421 Das 5-Methylen-
phosphonat-Analogon von D-Ins(1,4,5)P; ist ein weiterer
langlebiger Ca? " -mobilisierender Agonist!*3?!. Die anhal-
tende Freisetzung von Ca®™* durch diese Verbindung deutet
darauf hin, daB sie nicht durch die 5-Phosphatase dephos-
phoryliert und somit desaktiviert wird. Eine vollstindige Unter-
suchung sowie Einzelheiten zu den Wechselwirkungen der S-
Methylphosphonat- und S-Difluormethylphosphonat-Analoga
von Ins(1,4,5)P,136% 3611 mit dem Enzym werden mit Interesse
erwartet.

D-6-Desoxy-Ins(1,4,5)P, >3 hemmt die Dephosphorylierung
von [*?P]Ins(1,4,5)P, durch Erythrocyten-5-Phosphatase und
ist ein mdBig wirksamer Inhibitor des Enzyms. Sowohl die im
Vergleich zum natiirlichen Substrat Ins(1,4,5) P, nur auf etwa die
Hilfte verringerte Affinitdt von D-6-Desoxy-Ins(1,4,5)P; als
auch die um etwa den Faktor 4 niedrigere Affinitdt von DL-6-
Methoxy-Ins(1,4,5)P; fiir die 5-Phosphatase aus den glatten
Muskeln der Aorta®28 unterstreichen die Nichtselektivitét die-
ses Enzyms. Die Resistenz dieser beiden Analoga gegeniiber der
Dephosphorylierung bestétigt, dal} als Strukturvoraussetzun-
gen fiir die Substrathydrolyse durch die 5-Phosphatase nur die
vicinale 4,5-Bisphosphateinheit und eine freie 6-Hydroxygruppe
erforderlich sind. Moglicherweise dhnelt die Funktion der 6-Hy-
droxygruppe von Ins(1,4,5)P, der der 6-Hydroxygruppe von
Ins(1)P in dessen Dephosphorylierung durch Inosit-Monophos-
phatase, d. h. diese Gruppe hat keinen wesentlichen Effekt auf
die Anlagerung, ist aber notwendig, damit das Enzym mit dem
Substrat reagieren kann.
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wie in 6-O-Methy-ns(1,4,5) P lefort
5-Phosphatase-inhibitoren

Abb. 42. Struktur-Aktivitdts-Bezichungen fir Ins(1,4,5)P;-5-Phosphatase.

11. Partielle Agonisten und Antagonisten
von Ins(1,4,5)P,

Nur wenige chemische Substanzen stehen fiir Eingriffe in den
Phosphatidylinosit-Signaliibertragungsweg zur Verfliigung und
bislang ist kein einfacher niedermolekularer Ins(1.4,5)P;-
Antagonist bekannt. Fiir die Entwicklung eines solchen Anta-
gonisten sind umfangreiche Struktur-Aktivitats-Untersuchun-
gen erforderlich. Bei der planmdBigen Suche nach einer Verbin-
dung, die eine grofe Rezeptor-Affinitdt aufweist, aber kein
Ca?* freisetzt, ist es notwendig, die Struktur-Eigenschaften
von Ins(1,4,5)P;, die die Bindungsaffinitat bestimmen, von
denen zu trennen, die zur Offnung des Ca?*-Ionen-Kanals
fithren. Viele natiirliche und synthetische Inositphosphate wei-
sen eine geringere Rezeptor-Bindungsaffinitdt auf als Ins-
(1,4,5)P,; dies korreliert mit einer entsprechend niedrigeren Fa-
higkeit zur Freisetzung von Ca?*. Es ist jedoch noch keine
D-konfigurierte Verbindung ohne vicinale 4,5-Bisphosphat-
gruppe beschrieben worden, die Ca?* freisetzt. Modifikationen
an dieser Stelle konnten zur Entwicklung eines niedermole-
kularen Molekiils fithren, das bei gleichbleibend hoher Bin-
dungaffinitit zum Enzym die Offnung des Kanals direkt beein-
fluBt.
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11.1. Partielle Agonisten am Ins(1,4,5)P;-Rezeptor

Einige partielle Agonisten am Ins(1,4,5)P,-Rezeptor sind
identifiziert worden: Ins(1,3,4,6) P, weist eine miBige Affinitit
zum Rezeptor auf und fithrt zu einer maximalen Ca*™* -Freiset-
zung, die rund 80 % der durch Ins(1,4,5) P, bewirkten entspricht.
Wenn Ins(1,3,4,6)P, in der fiir die Ca®* -Mobilisierung effektiv-
sten Konzentration zusammen mit Ins(1,4,5)P, verabreicht
wird, erhoht sich dessen EC,,-Wertl3®l Dies fithrte zu der
SchluBifolgerung, daB das freigesetzte Ca?"* aus dem gleichen
intrazelluliren Speicher stammt, und es ist zudem ein starkes
Indiz dafiir, daB Ins(1,3,4,6)P, und Ins(1,4,5)P, um dieselbe
Rezeptorstelle konkurrieren!?38 1391 Da Ins(1,3,4,6) P, nomi-
nell nicht die normalerweise fiir Agonistenaktivitit erforder-
liche vicinale 4,5-Bisphosphateinheit aufweist, ist es nicht offen-
sichtlich, warum dieses Tetrakisphosphat Ca?* freisetzen sollte.
Es gibt zwei alternative Bindungskonformationen von Ins-
(1,3,4.6)P, am Ins(1,4,5)P;-Rezeptor, in denen es die wichtig-
sten Erkennungsmerkmale nachahmt, einschlieBlich der 4,5-
Bisphosphateinheit und der 1-Phosphatgruppe. Moglicherweise
sind eine oder beide dieser Bindungskonformationen der Grund
fiir die von Ins(1,3,4,6)P, gezeigten Eigenschaften als partieller
Apgonist. Die chemische Modifikation von Ins(1,3,4,6) P, konnte
hier zur Aufklidrung beitragen.

Schwichere partielle Agonisten sind 6-Desoxy-Ins(1,4,5)PS;
und L-chiro-Ins(2,3,5)PS, 3 *321 Sie mobilisieren nur 42 bzw.
34% der Ca®*-Menge, die durch Ins(1,4,5)P, freigesetzt wird.
Als schwache partielle Agonisten konnen sie — allerdings nur in
relativ hohen Konzentrationen — verwendet werden, um einer
Ins(1,4,5)Ps-induzierten Ca®*-Freisetzung entgegenzuwirken.
Beide Verbindungen sind C-3- bzw. C-6-modifizierte
Ins(1.4,5)P;-Analoga und tragen statt Phosphat- Phosphoro-
thioatgruppen an C-1, C-4 und C-5. Als schwichste partielle
Agonisten weisen diese Verbindungen, besonders aber L-chiro-
Ins(2,3,5)PS;, Leitstrukturen fiir die Suche nach einem nieder-
molekularen Ins(1.4,5)P,-Rezeptor-Antagonisten auf. Ein wei-
terer partieller Agonist ist scyllo-Ins(1,2,4,5)PS, 1161,

11.2. Antagonisten am Ins(1,4,5) P;-Rezeptor

Gegenwirtig weist keines der synthetisierten Ins(1,4,5)P;-
Analoga, mit Ausnahme des 5-Methylphosphonat-Analogons
von Ins(1,4,5)P,136% 3611 ynd r-chiro-Ins(2,3,5)PS,*33, anta-
gonistische Eigenschaften auf. L-chiro-Ins(2,3,5)PS, hat aller-
dings betrachtliche intrinsische Aktivitdt. Die einzigen Verbin-
dungen, von denen eindeutig nachgewiesen wurde, daB sie die
Ins(1,4,5)P;-Rezeptorbindung wirksam hemmen, sind Hepa-
rint#*3 4491 und Decavanadat!!® 45974521 gje weisen jedoch
keine Spezifitit fiir den Ins(1,4,5)P;-Rezeptor auft*!®: 43531 ynd
sind daher in pharmakologischer Hinsicht nur von begrenztem
Nutzen.

11.2.1. Heparin

Heparin ist ein mehrfach mit Schwefelsdure verestertes Poly-
saccharid mit einem von Herkunft und Gewinnung abhingigen
relativen Molekulargewicht zwischen 6000 und 20000. Erste
Anzeichen auf eine Wechselwirkung von Heparin mit
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Ins(1,4,5)P;-Bindungsstellen lieferte der Befund, daB die zuerst
von Worley et al.[*** beschriebene Bindungsstelle im Kleinhirn-
rezeptor heparinempfindlich ist™**!. Das diese Bindungsstelle
bildende Protein konnte durch Heparin-Agarose-Affinitits-
chromatographie weitgehend gereinigt werden!'3®). Heparin in-
hibiert auch die Ins(1,4,5)P,-induzierte Ca®*-Freisetzung in
Hepatocyten**"), in f-Zellen der Bauchspeicheldriise!*4®! und
in Rattenleber-Mikrosomen™*°l. Der effiziente Antagonismus
von Heparin gegen die Ins(1,4,5)P,-aktivierte Ca® " -Freisetzung
ist sowohl kompetitiv als auch reversibel; die Affinitit von He-
parin zur Bindungsstelle betrigt ca. 3 nM"**#, Das Heparin-
fragment TV 84558-51 (durchschnittliches M, = 5100) inhibiert
die Bindung von [*H]Ins(1,4,5)P; ebenso wirksam wie Heparin,
wihrend kleinere Heparinfragmente und weniger oder nicht mit
Schwefelsdure veresterte Glycosaminoglycane (z. B. Chondro-
itinsulfat und Hyaluronsidure) die Bindung nicht beeinflus-
sen43 Dies ist auch bei O- und N-desulfoniertem, N-acetylier-
tem Heparin der Fall. N-Desulfoniertes Heparin weist eine ver-
minderte hemmende Aktivitdt am Ins(1,4,5)P;-Rezeptor, aber
nicht an der Ins(1,3,4,5)P,-Bindungsstelle auf, wihrend Pento-
sanpolyphosphat ein weiterer wirksamer, aber unselektiver In-
hibitor sowohl an Ins(1,4,5)P;- als auch Ins(1,3,4,5)P,-Bin-
dungsstellen ist™*!'®), Wihrend Heparin und verwandte Substan-
zen in vielen Tier- und Pflanzenzellen inhibierend wirken, ist die
Ins(1,4,5) P;-induzierte Ca®*-Mobilisierung in Pilzen heparin-
unempfindlich®°%}, Heparin inhibiert auch Ins(1,4,5)P,-3-Ki-
nase (aber nicht Ins(1,4,5) P,-5-Phosphatase) 4! sowie die spe-
zifische Anlagerung von Ins(1,3,4,5P, an Membranen im
Kleinhirn™!® und die Ins(1,3,4,5)P,-vermittelte Freisetzung
von Ca?* aus Kleinhirnmikrosomen!*21,

Wahrscheinlich wechselwirken die negativ geladenen Sulfat-
gruppen des Heparins mit den hydrophilen Taschen der Rezep-
torbindungstelle, die normalerweise die Phosphatgruppen von
Ins(1,4,5)P, aufnehmen. Es ist allerdings interessant, dal3 myo-
Inosit-1,4,5-trissulfat, obwohl es Sulfatgruppen an den Positio-
nen trigt, die bei Ins(1,4,5)P; von den Phosphatgruppen be-
setzt werden, keine antagonistischen Eigenschaften zu haben
scheint!*6], Zwar weisen einige niedermolekulare Heparinfrag-
mente Inhibitor-Eigenschaften auf!*3¢!, doch ist ihre Effizienz
noch eine GroBenordnung von der herkémmlicher Ins(1,4,5) P,-
Analoga entfernt. Eine genauere Untersuchung der Heparin-
Rezeptor-Wechselwirkung ist erforderlich, um die wesentlichen
Struktur-Besonderheiten zu bestimmen und dementsprechend
einen niedermolekularen Antagonisten zu konzipieren.

11.2.2. Decavanadat

Unterschiedliche Vanadate wurden aufihre Eignung zur Inhi-
bierung von Ins(1,4,5)P,-Rezeptorbindung und Ca?*-Freiset-
zung untersucht. Dabei wurden festgestellt, daB Decavanadat
(V,,08; bei pH 7)1*57 die Ins(1,4,5)P,-induzierte Ca2*-Mobi-
lisierung in permeabilisierten Ratten-Insulinoma und PC12-
Zellen (1Cq, = 5pM)B'% sowie in SH-SYS5Y-Zellen (K, =
1.2 pm)*1 und auch die Anlagerung von [*H]Ins(1,4,5)P, an
seinen Rezeptor in Kleinhirn- und Nebennierenrinden-Mem-
branen hemmt**!1. Orthovanadat und Oligovanadat hingegen
inhibieren die Ins(1,4,5)P,-Rezeptorbindung nicht*%°1 wahr-
scheinlich weil sie die von Meyer et al."**8) vorgeschlagenen
multiplen Ins(1,4,5)P;-Bindungsstellen nicht iiberbriicken kon-
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nen. Decavanadat unterdriickt auch die Ins(1,3,4,5)P,-induzier-
te Ca?*-Freisetzung aus permeabilisierten SH-SYS5Y-Zellen
und inhibiert Ins(1,4,5) P,-5-Phosphatase, Ins(1,4,5)P,-3-Kinase
und Ins(1,3,4,5)P,-5-Phosphatase[*>!],

Obwohl Decavanadat ein wirksamer und kompetitiver
Ins(1,4,5)P;-Rezeptor-Antagonist ist, ist es wegen seiner gerin-
gen Spezifitdt wahrscheinlich wenig brauchbar, um die Rolle
von Ins(1,4,5)P; als sekunddrer Botenstoff zu untersuchen.
Allerdings konnten Molecular-modeling-Untersuchungen mit
Decavanadat und auch mit Heparin wichtige Leitstrukturen
liefern.

12. Anwendungen von Inositphosphat-Analoga

Auller maskierten und Photoaffinitits-Analoga von
Ins(1,4,5)P; mit naheliegenden Anwendungen ist Ins(1,4,5)PS,
das bisher vielseitigste Ins(1,4,5)P5-Analogon. Ins(1,4,5)P,-Re-
zeptoren in Hirn!#%? #4®Tund Leber'**Terkennen Ins(1,4,5)PS,
mit hoher Affinitdt. Das Analogon ist ein voller intrazelluldrer
Ca?* -freisetzender Agonist, der in einer Reihe von Zellen, wie
Xenopus-Oocyteni*%8: 4691 permeabilisierten  Swiss-3T3-Zel-
len!!3*- 4081 GH,-Zellen!' ), Hepatocyten!331 Acinuszellen
der Bauch-1#61~#93l ynd der Ohrspeicheldriise'*®*!, Skelettmus-
kel-Triaden!*®%,  Miuse-Trinendriisenzellen*®¢! und SH-
SY5Y-Neuroblasten™5!, nur etwa um den Faktor 3-4 weniger
effektiv ist als Ins(1,4,5)P5. Ins(1,4,5)PS, ist resistent gegeniiber
Dephosphorylierung durch 5-Phosphatase!*33 #4°1 und kann
einen anhaltenden zelluliren Ca®*-Ausstrom hervorru-
fen!*S 4331 Ing(1,4,5)PS, war der erste beschriebene kompetiti-
ve 5-Phosphatase-Inhibitor!#32: #381; es wird jedoch von 3-Ki-
nase nicht gebunden und konkurriert nicht mit Ins(1,4,5)P, um
dieses Enzym[+32 4351 Ing(1,4,5)PS,, das gegeniiber allen be-
kannten Ins(1,4,5)P,-abbauenden Enzymen resistent ist, ist in-
zwischen kommerziell erhiltlich und wird zunehmend biolo-
gisch angewendet, wie im folgenden illustriert wird.

Die Maoglichkeit synergistischer Wechselwirkungen zwischen
Ins(1,4,5)P; und seinem Metaboliten Ins(1,3,4,5)P, bei der Ver-
mittlung des Einstroms von Ca?* durch die Plasmamembran
war vor kurzem Gegenstand einer heftigen Debatte[!23: 124, 1261
Bei der Aufzeichnung eines Ca?*-aktivierten K *-Stromes in
einfach intern perfusierten Acinuszellen der Miuse-Trdnendrii-
se unter Messung des Zellgesamtstromes mit einer Patch-clamp-
Technik fiihrte die Zugabe von Ins(1,4,5)PS, zu einer einzelnen,
voriibergehenden Antwort, die unabhingig von externem
Ca?* und typisch fiir Ins(1,4,5)P, war. In Gegenwart von
Ins(1,3,4,5)P, gab dieses Analogon jedoch eine anhaltende, von
externem Ca?* abhingige Reaktion. Es wird daher angenom-
men, daB die voriibergehende Antwort auf Ins(1,4,5) P, nicht die
Folge eines schnellen Abbaus ist und daB Ins(1,3,4,5)P, nicht
wirkt, indem es Ins(1,4,5)P, vor einer Dephosphorylierung
durch 5-Phosphatase schiitzt, fiir die es ebenfalls ein Substrat
ist466],

Intrazellulire Ca?*-Oszillationen treten hiufig in Zellen auf,
die durch extrazelluldre Agonisten, die die Hydrolyse von Ino-
sitphospholipiden bewirken, stimuliert wurden. Funktion und
Bildungsmechanismen solcher Oszillationen sind gegenwirtig
von betrichtlichem Interesse und werden kontrovers disku-
tiert#7 4671 Modelle fiir die diesen Oszillationen zugrunde-
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liegenden Prozesse sind entwickelt worden!*67- 4681 Bei der
Zugabe von Ins(1,4,5)PS, [oder Ins(1,4,5)P,] zu einfach perfu-
sierten Mdusepankreas-Acinuszellen mit einer Patch-Pipette
wurden wiederholte Sté8e eines Ca?* -aktivierten Cl~-Stroms
festgestellt, die in Amplitude und Frequenz der Antwort von
muskarinischen Rezeptoren auf Acetylcholin dhneln. Die stof3-
weise Ca?”-Freisetzung ist somit auch bei einer konstanten
Konzentration des Analogons — und daher vermutlich auch von
Ins(1,4,5) P, — moglich, was gegen eine rezeptorkontrollierte Os-
zillation und auch gegen eine periodische Phosphorylierung
oder Abbau von Ins(1,4,5)P, spricht!*2]. Unterschiedliche
Fluktuationsmuster der cytosolischen Ca?*-Konzentration, die
den durch den natiirlichen Agonisten hervorgerufenen dhneln,
konnen mit Ins(1,4,5)PS, in Abhingigkeit von dessen Konzen-
tration erzeugt werden*¢3!, Niedrige Ins(1,4,5)PS,-Konzentra-
tionen fithren zu wiederholten lokalen Ca®*-Konzentrations-
maxima, wihrend bei hohen Konzentrationen repetitive Ca®~-
Konzentrationswellen erzeugt werden.

In den Photorezeptoren der Mikrovilli von wirbellosen Tieren
wird bei Bestrahlung mit Licht durch die Vermittlung von
Ins(1,4,5)P, iiber einen Ins(1,4,5)P;-Rezeptor Ca?* aus dem
ER freigesetzt. Mit Ins(1,4,5)PS, wurden die Mechanismen
untersucht, die in den ventralen Photorezeptoren des Zyklopen-
krebses Limulus die Ins(1,4,5)P;-induzierte Ca’*-Mobilisie-
rung beenden. In diesen Zellen ist nur das b-Isomer von
Ins(1,4,5)P, wirksam, und der sekundére Botenstoff wird nor-
malerweise schnell metabolisch desaktiviert. Im Limulus-Photo-
rezeptor fithrt Ins(1,4,5)PS; zu wiederholten Oszillationen des
Ca®*-abhingigen Membranpotentials, die zehn Minuten und
linger anhalten kdnnen!*¢°). Oszillationen des Membranpoten-
tials'*®® und ein Ca’*-abhingiger Cl~-Strom!*°®! kénnen
durch Mikroinjektion von Ins(1,4,5)PS; in Xenopus-Oocyten
hervorgerufen werden. In diesem Fall treten die Oszillationen
allerdings nicht iiber einen ldngeren Zeitraum auf, was darauf
hindeutet, dafl auler metabolischen noch andere Faktoren fiir
das Abschalten der Antwort wichtig sind. Die durch
Ins(1,4,5)PS, ausgelsten Oszillationen des Membranpotentials
unterscheiden sich von denen mit Ins(1,4,5) P, und dhneln denen
mit Ins(2,4,5)P;. Der Grund hierfiir ist nicht klar; moglicher-
weise gibt es unterschiedliche Mechanismen zur Auslésung der
Ca*"-Oszillationen'?¢.. Die Ins(1,4,5)PS;-induzierten Oszilla-
tionen des Ca?*-abhingigen CI~-Stroms entsprechen eher den
durch Ins(1,3,4,5)P, als den durch Ins(1,4,5)P, hervorgerufe-
nen!47°],

Die durch stimulusinduziertes Ins(1,4,5)P, ortlich erhohte in-
trazelluldre freie Ca**-Konzentration kann zur Entstehung von
sich aktiv ausbreitenden Ca?*-Konzentrationswellen fiihren,
wodurch dieses Signal in andere Bereiche der Zelle iibermittelt
wird. Mit Ins(1,4,5)PS, wurde die Ausbreitung der Ca®*-Wel-
len im Cytoplasma von Xeropus-Oocyten untersucht*”!. Die
Ins(1,4,5)PS,-induzierten Ca?*-Wellen sind den durch Stimula-
tion des Acetylcholin-Rezeptors hervorgerufenen sehr dhnlich
und daher wahrscheinlich eine Folge desselben intrazelluldren
Mechanismus. Da Ins(1,4,5)PS; nicht hydrolysierbar ist und in
Xenopus-Oocyten nicht unmittelbar abgebaut wird“5°!, ist an-
zunehmen, daB die Ca?*-Wellen nicht durch Fluktuationen der
Ins(1,4,5) P,-Konzentration, sondern durch eine Ca?*-Stimula-
tion der Ins(1,4,5)P;-induzierten Ca?*-Freisetzung hervorgeru-
fen werden.
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In Xenopus-Oocyten kdnnen nach der Aktivierung des Rezep-
tors komplexe rdumliche und zeitliche Muster der Ca®*-Freiset-
zung in Form von regenerativen kreis- und spiralférmigen Wel-
len festgestellt werden. Solche spiralfdrmigen Wellen konnten
durch Injektion von nichtmetabolisierbarem Ins(1,4,5)PS, her-
vorgerufen werden und waren von rezeptorinduzierten Ca?*-
Mustern nicht zu unterscheiden®72!. Die Stimulation der Ca?” -
Freisetzung durch eine solche Verbindung resultierte allerdings
nicht in einer Anderung des Ca?”-Freisetzungsweges. Dieses
und dhnliches Verhalten deutet darauf hin, daB das Nachlassen
der Ca?*-Aktivitit nicht auf den Ins(1,4,5)P;-Stoffwechsel zu-
riickzufithren ist. Die Ins(1.4,5)P;-Konzentration bleibt wih-
rend der regenerativen Wellenstimulation weitgehend konstant.
Die regenerative Aktivitét ist wahrscheinlich auf die cyclische,
durch die cytoplasmischen Ca®*-Konzentration regulierte Sti-
mulierung und Inhibierung des Ins(1,4,5)P;-Rezeptor-Kanals
zuriickzufiihren. Mit Ins(1,4,5)PS; wurde ferner der Einfluf} des
Zustroms von Ca®"* auf Ca® ~-Wellen untersucht, die durch Mi-
kroinjektion dieses Analogons hervorgerufen werden. Dabei
wurde festgestellt, dal} der rezeptoraktivierte Ca®*-Zustrom die
Frequenz und Geschwindigkeit von Ins(1,4,5)P;-abhingigen
Ca?*-Wellen in Xenopus-Oocyten moduliert!*73),

Die Mikroinjektion von ¢cGMP in unbefruchtete Seeigeleier
fithrt zu einer Aktivierung, indem die intrazellulire freie Ca®”-
Konzentration durch einen unbekannten Mechanismus erhéht
wird. Die Ca?"-Freisetzung und die Aktivierung sind in Eiern,
in denen die Ins(1.4,5)P,-empfindlichen Ca®”-Speicher durch
vorherige Injektion von Ins(1,4,5)P, geleert wurden, nicht mog-
lich. Injektionen von Tns(1,4.5)PS, in Seeigeleiern fithren tat-
sichlich zu einem Ca?* -Strom, der dem durch Ins(1,4,5)P, aus-
geldsten in GréBe und Dauer dhnelt. Weitere Injektionen von
Ins(1.4,5)PS, resultieren allerdings nur in geringen nachfolgen-
den sich wiederholenden Ca** -Strémen, im Unterschied zu den
sehr viel groBeren, die mit Ins(1,4,5)P, erhalten werden. Der
Grund hierfiir ist, daB die Ca® *-Ruhekonzentration in Eiern, in
die Ins(1,4,5)PS; injiziert wurde. hoher ist, da Ins(1,4,5)PS;
nicht hydrolysiert werden kann, und die Ca®*-Speicher somit
durch aufeinanderfolgende Ins(1.4,5)PS;-Injektionen fort-
schreitend geleert werden(*741.

Mit Ins(1.4.5)PS wurden die Ins(1,4,5)P,-empfindlichen und
-unempfindlichen nichtmitochondrialen Mg/ATP-abhéngigen
Ca?*-Speicher in den Pankreas-Acinuszellen von Ratten hin-
sichtlich ihrer Funktion unterschieden®'1. Der Ins(1.4,5)P,-
empfindliche Ca?*-Speicher wird dabei mit Ins(1,4,5)PS, leer
gehalten, und das Ca?* in den Ins(1,4,5)P;-unempfindlichen
Speicher aufgenommen.

Ins(1.4,5)PS; und das verwandte Monophosphorothioat-
Analogon Ins(1,4.5)P;-5-S sind wirksame 5-Phosphatase-Hem-
mer{#32: #38] Sie wurden eingesetzt, um den Ins(1.4,5)P;-Abbau
in elektrisch permeabilisierten menschlichen SH-SY 5Y-Neuro-
blasten zu inhibieren'*7%, Die Inhibierung des Abbaus von
exogen zugefligtem [5-32P]Ins(1,4,5)P; durch 5-Phosphatase
war ca. zehnmal groBer als die von [*H|Ins(1.4,5)P, aus der
Zellmembran. Dies deutet auf eine Aufteilung des Ins(1.,4,5)P,
auf Kompartimente hin, so dafl eine homogene Durchmischung
von exogen zugefligtem und endogen gebildetem Ins(1,4,5)P,
nicht eintritt. Ins(1.4,5)P;-5-S ist ein Ins(1,4,5) P,-3-Kinase-Sub-
strat und hemmt die Phosphorylierung von [*H]Ins(1.4,5)P,
durch dieses Enzym!432],
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Die intrazellulire Ca?*-Freisetzung kann portionsweise er-
folgen, wobei die Grofle des Ins(1,4,5)P,-empfindlichen Ca®*-
Speichers von der Ins(1,4,5)P,-Konzentration abhiingt 1241, Mit
Ins(1,4,5)PS; wurde die portionsweise Ca®* -Freisetzung in per-
meabilisierten Hepatocyten untersucht™7¢ DaB die Ca?*-
Speicher bei submaximalen Konzentrationen von Ins(1,4,5)P,
oder Ins(1,4,5)PS; nicht vollstindig geleert werden, ist nicht
auf eine Stimulus-Desaktivierung oder eine Rezeptor-Desen-
sibilisierung zuriickzufithren. Mit metabolisch stabilem
Ins(1,4,5)PS, wurden Ca?”-Ausstrom-Experimente bei hohen
Zelldichten durchgefithrt, bei denen der metabolische Ins-
(1,4,5)P;-Abbau normalerweise betrichtliche Probleme bereitet
hétte.

Ins(1,4,5)P; aktiviert eine neuartige, spannungsabhingige
K *-Leitfihigkeit in CA1Hippocampus-Pyramidenzellen von
Ratten'*?7l, In diese Zellen injiziert, hemmt Ins(1,4,5)PS, die
Auslésung des Aktionspotentialpulses. Die metabolische Stabi-
litit von Ins(1,4,5)PS; ist hierbei wesentlich. Mit Ins(1,4,5)P,
wurde die Leitfdhigkeit vermutlich wegen seines schnellen enzy-
matischen Abbaus nicht hervorgerufen. So kann man mit
Ins(1,4,5)PS; Wirkungen von Ins(1,4,5)P; entdecken, die mit
dem natiirlichen Botenstoff wegen dessen schnellen Abbaus
oder wegen der langsamen Verteilung von extern zugefiigtem
Agonisten experimentell nicht erfalit werden kénnen.

In Kaninchenskelettmuskel-Triaden fiihrt Tns(1,4,5)PS; zur
Freisetzung von bis zu 20 % des Ca?* aus einem aktiv geladenen
Speicher, obwohl die Ca?*-Kanile des Ryanodin-Rezeptors
nicht oder nur minimal aktiviert waren!*¢>), Demzufolge kénnte
die Ca?*-mobilisierende Aktivitit iiber andere Kanile oder
durch andere Mechanismen vermittelt werden. Es gibt Hinweise
fiir zwei Arten von intrazelluliren Ca®"-empfindlichen Kani-
len, die schnell aktiviert werden konnen: Ins(1.4,5)P,- und
Ca’"*-empfindliche Kanille. In Kaninchenskelettmuskel SR
wird Ca?* durch Ins(1,4,5)PS, iiberraschend schnell freigesetzt
(20—150 ms, in Abhdngigkeit von der Agonistenkonzentra-
tion), was darauf hindeutet, da} Ins(1.,4,5)P,-Rezeptoren im
Skelettmuskel kinetisch in der Lage sein kdnnten, die rasante
Erhdhung der cytosolischen Ca?*-Konzentration, die einer
Muskelkontraktion vorausgeht, zu signalisieren!*78,

Die Umsetzung von Polyphosphoinositiden in roten Blutkor-
perchen ist bekannt; die genaue Funktion von Ins(1,4,5)P; muBy
allerdings noch gekldrt werden. In permeabilisierten menschli-
chen Erythrocyten fiihrt Ins(1,4.5)P; zu einer voriibergehenden
Freisetzung von Ca’*, zur Aufldsung des Spektrin-Netzes und
zu reversiblen Forminderungen!®’?!, die durch Immunofluores-
zenz gemessen werden konnen. Ins(1,4,5)PS, induziert eine an-
haltende Freisetzung von Ca?* sowie irreversible Gestaltséinde-
rungen und die Aufldsung des Spektrin-Netzes. Der Polyphos-
phoinositid-Signaliibertragungsweg spielt offensichtlich eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Form von roten
Blutkdrperchen.

13. Synthesen von Inositlipiden und Analoga

Die meisten friitheren Arbeiten {iber Synthesen von Phospha-
tidylinositlipiden und deren Analoga sind in einem Ubersichts-
artikel zusammengefal3t worden*®% Die vier Stereoisomere

von Dipalmitoylphosphatidylinosit wurden fiir Untersuchun-
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gen zur Substratstereospezifizitit von PtdIns-4-Kinase herge-
stellt}*81- #82) Das PtdIns(4,5)P,-Phospholipid-Analogon 1-O-
(1,2-Di-O-palmitoyl-sn-glycero-3-phospho)-p-Ins(4,5) P, wurde
iiber die P™-Verbindungen synthetisierti?¢®), (Das Di-O-
stearoylphospholipid ist zuvor von einer russischen Arbeits-
gruppe hergestellt worden!?1% 4834841, dje Arbeiten dieser
Gruppe auf diesem Gebiet wurden zusammengefa3t{489- 4851
Uber eine Synthese von optisch aktivem 1-0-(1,2-Di-O-
stearoyl-sn-glycero-3-phospho)-n-Ins(3,4,5)P, aus (—)-China-
sdure!*8%1 und eine kurze Synthese dieses PtdIns(3,4,5)P,-Ana-
logons in racemischer Form wurde berichtet!*871,

Die erste Synthese eines Fluor-Analogons eines Inositlipids
wurde bereits 1982 beschrieben!*®%. 2-Desoxy-2-fluor-1-phos-
phatidyl-scvllo-inosit wurde durch Kondensation von 3,4,5,6-
Tetra-0-benzyl-2-desoxy-2-fluor-scyllo-inosit mit dem Natrium-
salz der Dipalmitoyl-L-a-phosphatidsdure und anschlieflende
Hydrogenolyse erhalten. Spiter wurden Synthesen von D-3-
Desoxy-3-fluor-1-phosphatidyl-myo-inosit, das cytostatische
Figenschaften aufweist und das Wachstum von NIH-3T3-Zellen
in Konzentrationen von ca. 100 uM hemmt, sowie der entspre-
chenden 3-Chlorverbindung verdffentlicht (488 ~4901,

Zur Synthese von 2-Desoxy-PtdIns*®!! wurde racemisches
3,4,5,6-Tetra-O-benzyl-myo-inosit selektiv an der 1-OH-Gruppe
acetyliert. Die anschlieBende Desoxygenierung wurde durch die
Robins-Variante der Barton-McCombie-Sequenz — Thioxocar-
bonatbildung und radikalische Reduktion - erreicht. Verseifung
und Racematspaltung des resultierenden Alkohols tiber den
Camphansdureester lieferten D-3,4,5,6-Tetra-O-benzyl-2-de-
soxy-myo-inosit, das mit dem neuen Kupplungsreagens Bis(di-
isopropylamino)(2-trimethylsilylethoxy)phosphan phosphity-
liert wurde. Reaktion mit Dipalmitoylglycerin und Oxidation
des Phosphittriester lieferten das geschiitzte Desoxy-PtdIns-
Analogon als Diastereomerengemisch. Durch stufenweises Ent-
schiitzen wurde 2-Desoxy-PtdIns erhalten, das zur Untersu-
chung der Spezifizitdt von Phospholipase C (PLC) verwendet
wurde.

Synthesen des PtdIns-Analogons 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-
3-thiophospho-myo-inosit (DPPsI) wurden von zwei Arbeits-
gruppen beschrieben!?63 ~2631: Im ersten Ansatz!?63 26*] wurde
1D-2,3:5,6-Di-O-cyclohexyliden-4-O-methoxymethyl-myo-ino-
sit mit Methoxy(diisopropylamino)chlorphosphan 61 phosphi-
tyliert und dann mit 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycerin und durch
Sulfoxidation direkt zum geschiitzten 1,2-Dipalmitoyl-sn-gly-
cero-3-thiophospho-myo-inosit umgesetzt. Entschiitzen mit
Sdure und Demethylierung mit Trimethylamin lieferten
(Rp + Sp)-DPPsl als Diastereomerengemisch, das zur Unter-
suchung des stereochemischen Verlaufs der Substratspaltung
durch PtdIns-spezifische PLCs verwendet wurde. Im zweiten
Ansatz!?6%1 wurde 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycerin mit 61 zum
Phosphoramidit umgesetzt, das mit 1p-2,3,4,5,6-Penta-O-ben-
zyl-myo-inosit kondensiert wurde. Das Produkt wurde zu den
Phosphorothioat-Diastereomeren sulfoxidiert, die chromato-
graphisch getrennt und zu den 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
thiophospho-1-myo-inosit-Diastereomeren entschiitzt wurden.
Die Synthesen von PtdIns-Analoga, die Thiophosphoesterbin-
dungen enthalten und zur Inhibierung von PtdIns-PLC verwen-
det wurden, wurden ebenfalls beschrieben#22],

Mit dem Phosphonylierungsreagens 185 wurden optisch akti-
ve Phosphonat-Analoga von PtdIns und PtdIns(4)P1**3 sowie
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die diastereomeren, ungeladenen Methylphosphonat-Analoga
von PtdIns synthetisiert!>¢3). Das Phosphonat-Analogon von
PtdIns ist ein wirksames entziindungshemmendes Analgeti-
kum#®#). Phosphonatderivate von Ptdlns mit einer Alkylkette
statt der Diacylglycerineinheit wurden ebenso beschrieben#°%
wie 1sostere Methylenphosphonat- und isopolare Difluormethy-
lenphosphonat-Analoga, die zur Verbesserung der Wasserlos-
lichkeit an den sn-1- und sn-2-O-Atomen der Glycerineinheit
statt mit langen Acylketten mit kurzkettigen Alkylketten substi-
tuiert sind°¢),

14. Glycosyl-Phosphatidylinosit-Anker

Viele Proteine sind an biologische Membranen gebunden.
Wihrend integrierte Membranproteine eine oder mehrere hy-
drophobe Dominen haben und groBtenteils in die Lipiddoppel-
schicht eingebettet sind, sind andere Proteine kovalent an Lipide
gebunden, die sie so in der Zellmembran verankern. Es wurde
gezeigt, daB viele dieser Proteine durch Phosphatidylinosit-An-
ker, die iiber ein Glycan [Glycosyl-Phosphatidylinosit(GPI)-
Anker]#®7 73901 mijt der C-terminalen Aminosiure des Proteins
verkniipft sind, an die Membran gebunden sind. Mehr als
dreiBig Zelloberflichen-Proteine mit einem GPI-Anker sind
identifiziert worden (zur Biosynthese von GPI-Ankern siche
Lit.15%4), darunter hydrolytische Enzyme (z. B. alkalische Phos-
phatase und Acetylcholin-Esterase!>°2l), Siugetier-Antigene
(z. B. Thy-1¥93)) und Zelladhisionsproteine. Die allgemeine
Struktur von GPI-Ankern ist PtdIns-Glucosamin-Mannose,-
Phosphoethanolamin-Protein; Modifikationen der Mannosyl-
einheit durch zusétzliche Seitenketten sind jedoch nicht unge-
wohnlich, und andere Variationen (z. B. in der Fettsdurezusam-
mensetzung von PtdIns) treten ebenfalls auf.

Die Entdeckung von GPI-Ankern weckte das Interesse von
Bioorganikern, und schon bald wurde der GPI-Anker des varia-
blen Oberflichen-Glycoproteins (variant surface glycoprotein,
VSG) des parasitiren Protozoous Trypanosoma brucei® ¥ syn-
thetisiert (Abb. 43)15°% 5961 Das Uberleben der afrikanischen
Trypanosomen hangt von der Unversehrtheit der Oberfliche
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Abb. 43, Der GPI-Anker des variablen Oberflichenglycoproteins von Trypanoso-
ma brucei.

2119



AUFSATZE

B. V. L. Potter und D. Lampe

threr Zellhiille ab, die aus dicht gepackten Monoschichten von
VSGs besteht und die den Parasiten vor lysierenden Faktoren
im Serum des Wirtorganismus schiitzt. Dadurch, dal3 zu ver-
schiedenen Zeiten unterschiedliche VSGs exprimiert werden,
kann der Parasit der Immunantwort des Wirtorganismus aus-
weichen. Diese Antigen-Variation erschwert es dem Immun-
system, die richtigen Antikdrper zur rechten Zeit bereitzustellen,
und macht dariiber hinaus Wirkstoffe gegen spezifische VSGs
nutzlos. Wirkstoffe, die die Biosynthese des VSG-GPI-Ankers
inhibieren oder die auf spezifische Merkmale dieses GPI-Ankers
zielen, konnten hingegen Erfolg versprechen. Dies erklart das
Interesse, das dieser GPI-Anker auf sich gezogen hat. Wihrend
die Struktur des Riickgrats des VSG-GPI-Ankers dem anderer
GPI-Anker dhnelt, scheint die a-Galactose-Seitenkette des
VSG-GPI-Ankers parasitenspezifisch zu sein, weshalb die Ent-
wicklung von Wirkstoffen, die auf diese Seitenkette zielen, er-
folgversprechend ist.

Einige metabolische Fragmente des Protein-GPI-Komplexes,
die durch spezifische endogene Proteasen und einer Glycosyl-
Phosphatidylinosit-spezifischen Phospholipase C (GPI-PLC)
gebildet werden, weisen biochemische Eigenschaften auf, die
zuvor nur bei Rohprdparaten von mutmaflichen Insulin-Me-
diatoren (putative insulin mediators, PIMs) festgestellt worden
sind. GPI-PLC unterscheidet sich von PtdIns-PLC, die PtdIns,
PtdIns(4)P sowie PtdIns(4,5)P, hydrolysiert und nicht an der
Zelloberflache, sondern an der inneren Membran lokalisiert ist.
PIMs sind phosphorylierte Inosit-Glycane, die nach der Stimu-
lation von Zelloberflichenrezeptoren durch Insulin gebildet
werden und einige der biochemische Wirkungen von Insulin in
vitro hervorrufen konnen!399- 307- 5081 Eg ist allerdings ver-
fritht, Inositphosphat-Glycane als sekundire Botenstoffe der
Insulinaktion zu bezeichnen. Synthesen von PIMg!234. 5095121
und verwandten GPIs sowie von Fragmenten mycobakterieller
Inositphospholipide wurden beschrieben!?67- 3131,

15. Zusammenfassung und Ausblick

Die ersten Hinweise auf eine Rolle von Ins(1,4,5)P, als sekun-
direr Botenstoff!!® “'®I machten die Forschung zum Polyphos-
phoinositid-Stoffwechsel und zu dessen Konsequenzen zu einem
der am intensivsten bearbeiteten Gebiete der moderen Biologie.
Der daraus resultierende Aufschwung in der Cyclitol- und Ino-
sitphosphatchemie it auch gegenwirtig noch nicht nach. Im
Gegenteil, es ist wahrscheinlich, dal ein bedeutender Anteil des
zukiinftigen Fortschritts in der Biologie der Inositphosphate auf
die gegenwirtigen Anstrengungen in der Inositphosphatchemie
zuriickzufithren sein wird. Weitere Entwicklungen von syntheti-
schen Inositphosphat-Analoga mit neuartigen biologischen Ei-
genschaften k6nnen vorausgesehen werden, darunter Rezeptor-
Antagonisten, maskierte Derivate, zellpermeable Verbindun-
gen, Affinitits-, Photoaffinitits- und spinmarkierte Inositphos-
phat-Analoga, Fluoreszenzsonden und an Affinitdtssiulen ge-
bundene Inositphosphate zur Reinigung von Rezeptoren und
Enzymen. Die Aussicht auf einen vollstindig neuen, auf
PtdIns(3,4,5)P, basierenden Signalitbertragungsweg, auf die
Charakterisierung der Struktur des noch nicht erfaf3iten Ca2*-
Einstrom-Faktors (CIF), die Entdeckung von neuen, wirksa-
men Ins(1,4.5)P,-Rezeptorliganden, die sich wie die Adenopho-
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Abb. 44. AdenophostinA (R = H) und B (R = COCH,).

stine (Abb. 44) nicht von Ins(1,4,5)P, ableiten, sowie die greif-
bare Moglichkeit, moderne Wirkstoffe fiir pharmakologische
Interventionen in Signaliibertragungswege zu entwickeln, be-
deutet, daB3 die interdisziplinire Zusammenarbeit von Chemi-
kern, Zellbiologen, Biochemikern und Pharmakologen ent-
scheidend sein wird, um sich diesen neuen Herausforderungen
zu stellen und die Ergebnisse zu nutzen.

Wir danken dem Wellcome Trust fiir ein Prize Fellowship ( fiir
D. L.)undS. J. Mills fiir die kritische Durchsicht des Manuskrip-
tes. B. V. L. P. ist ein Lister Institute Research Professor.
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