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Einfache Synthese der Enantiomere von
myo-Inosit-1,3,4,5-tetrakisphosphat durch
direkte chirale Desymmetrisierung von
myo-Inositorthoformiat**

Andrew M. Riley, Mary F. Mahon und
Barry V. L. Potter*

D-myo-Inosit-1,4,5-trisphosphat (Ins(1,4,5)P;) 1 ist ein intra-
zelluldrer sekundirer Botenstoff, der die Freisetzung von Ca2*-
Ionen aus nichtmitochondrialen Speichern bewirkt.!'} In Sduge-
tierzellen wird Ins(1,4,5)P; an der Position 3 des Inositrings von
einer hochspezifischen cytosolischen 3-Kinase zu D-myo-Inosit-
1,3,4,5-tetrakisphosphat (D-Ins(1,3,4,5)P,) 2a phosphoryliert.

HO

OPO,2"

1 OH

X 3-0PO;™
3 “oPog

1 X=OH 2b
2a X = OPOZ2"

Zwar wurden in zahlreichen Geweben Bindungsstellen fiir
Ins(1,3,4,5)P, festgestellt,[?! doch ist dessen zelluldre Bedeutung
noch unbekannt. Von groflem Interesse war daher die Identifi-
zierung des aus Blutplittchen isolierten Ins(1,3,4,5)P,-Bin-
dungsproteins GAP1™4BF das zu den GTPase-aktivierenden
Proteinen (GAP) gehort.!®! Wegen der hohen Affinitit dieses
Proteins fiur Ins(1,3,4,5) P, und dessen extremer Spezifitit fiir die
1,3,4,5-Konfiguration der Phosphatgruppen(*! handelt es sich
vermutlich um einen Ins(1,3,4,5)P,-Rezeptor. Erst kiirzlich
wurde berichtet, daf die Wechselwirkung von Ins(1,3,4,5) P, mit
der Pleckstrin-Homologie(PH)-Doméne der Bruton-Tyrosin-
Kinase (Btk) an der Aktivierung und Entwicklung von B-Zellen
beteiligt sein konnte.l®! Mutationen der Btk-PH-Domine, die
zur menschlichen X-Chromosom-verkniipften y-Globulindmie
(XLA) fihren, haben eine dramatische Verringerung der
Ins(1,3,4,5)P,-Bindungsaktivitit zur Folge.

Wegen des wachsenden Interesses an Ins(1,3,4,5)P, ist ein
schneller und effizienter Zugang zu reinen Syntheseprodukten
erforderlich.!®? Mehrere Synthesen von p-Ins(1,3,4,5) P, sind in
den letzten Jahren publiziert worden;!”) die meisten umfassen
allerdings viele Stufen, andere erfordern den Einsatz von Enzy-
men. Dariiber hinaus wird das nicht natiirlich vorkommende
Enantiomer L-Ins(1,3,4,5)P, 2b (alternativer Name D-Ins-
(1,3,5,6)P,), fiir das bislang nur eine Synthese beschrieben ist,!”*
in zunehmendem MabBe als biologisches Hilfsmittel fiir Studien
an D-Ins(1,3,4,5) P, benétigt.1** 8 Wir stellen hier einen schnel-
len und effizienten Syntheseweg zu beiden Enantiomeren von
Ins(1,3,4,5)P, vor, der auf der Desymmetrisierung von myo-
Inositorthoformiat 3 beruht (Schema 1).1%!
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[**] Wir danken dem Wellcome Trust fiir die Unterstiitzung (045491) und Dr. P. J.
Cullen, Department of Biochemistry, University of Bristol (GroBbritannien),
fiir die vorlaufige biologische Abschitzung der Wirkung von 2a mit dem gerei-
nigten Protein GAP1'T4BP,
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Schema 1. Synthese von 2a und b aus myo-Inositorthoformiat 3. a) (18)-(—)-Camphansiurechlorid (2.0 Aquiv.),
CH,Cl,, Et;N, DMAP, 0°C bis RT; b) 1 M HCl/MeOH 1/10, Riickfluf}, 6 h, 88 %; ¢) CF,COOH/H,0 4/1, RT, 40 h,
85%; d) 1. (BnO),PNiPr,, 1 H-Tetrazol, CH,Cl,; 2. m-CPBA, 78-86%;¢) 1. H,, 1 atm, Pd/C, MeOH/H,O 19/1,
RT; 2. konzentrierte Ammoniaklosung, 60 °C, quantitative Umsetzung.

Abb 1. ORTEX-Plot{13] von 4a mit der Atomnumerierung aus Schema 1 (Schwin-
gungsellipsoide fiir 30 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit).
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Die Reaktion von symmetrischem 3
mit 2.0 Aquiv. (15)-(—)-Camphan-
sdurechlorid lieferte die diastereome-
ren Biscamphanatester 4a und b
(Schema 1), die durch Flash-Chroma-
tographie getrennt und als reine Kri-

o
O(-)Gamph

4b stalle isoliert werden konnten. Beim

te es sich gemaB Einkristall-Réntgen-
strukturanalyse!!®! um 1p-2,6-Di-O-
[(—)-w-camphanoyl]-myo-inositortho-
formiat 4a (Abb.1). Das Dia-
stereomer 4a ist daher eine Vorstufe
von D-Ins(1,3,4,5)P, 2a, wihrend 4b
5b zuL-Ins(1,3,4,5) P, 2b fiihrt. Die Reak-
tionsbedingungen wurden so opti-
d miert, daB nur geringe Mengen des
nichtgewiinschten  2-Monocampha-
nats und der 2.4,6-Triscamphanate ge-
bildet wurden (siche Experimentelles).
Interessanterweise trat unter diesen Be-
dingungen eine bemerkenswerte Dia-
stereoselektivitdt auf, wobei 4a nach
Sdulenchromatographie in 60% Aus-
O|||=’(OBn)2 o] beute, das polarere Produkt 4b dage-
o gen in ca. 20 % Ausbeute isoliert wur-
6b de (Tabelle 1), wihrend keines der mog-
lichen Nebenprodukte (4,6-Biscampha-
€ nate) nachgewiesen werden konnte.
Saure Hydrolyse von 4a und b lie-
ferte die Tetraole 5a bzw. b, die als
Hydrate kristallisierten, so dafB die
Verbindungen vor dem néichsten Re-
aktionsschritt im Vakuum bei 60°C
2b getrocknet werden muBiten. Nach
Phosphitylierung mit Bis(benzyloxy)-
N,N-diisopropylaminophosphan/1 H-
Tetrazol und anschlieBender Oxida-
tion der Phophite mit m-CPBA
wurden die vollstindig geschiitzten Te-
trakisphosphate 6a bzw. b erhalten.
Ebenso wie bei den vorangehenden
Reaktionsschritten waren die jeweiligen Ver-
bindungen nicht mit anderen Diastereomeren
verunreinigt, wie 'H-NMR-spektroskopisch
aus den Camphanat-Methyl-Signalen ge-
schlossen wurde. Die Benzylschutzgruppen der
Phosphate wurden durch Hydrogenolyse ent-
fernt und die Camphanatester in konzentrier-
ter Ammoniakldsung bei 60 °C gespalten, ohne
daB eine Wanderung der Phosphatgruppen
stattfand.l'!! Die Tetrakisphosphate 2a und b
konnten im Gramm-MaBstab als Cyclohexylammonium-!7?
oder Kaliumsalze!”¥in Gesamtausbeuten von 60 bis 70 % (aus-
gehend von 4a bzw. b) isoliert werden. Die Strukturen von 2a
und b wurden sowohl durch 'H-, '3C- und *'P-NMR-Spektro-
skopie als auch durch hochaufldsende FAB-Massenspektro-
metrie belegt. Wir haben kiirzlich groBere Mengen nach dieser
Methode hergestellt, um die Siure-Base-Eigenschaften von
Ins(1,3,4,5)P, durch *'P-NMR-Titrations-Experimente zu un-
tersuchen.!?! Alternativ konnten die reinen Tetrakisphosphate
durch Tonenaustauschchromatographie an Q-Sepharose-Fast-
Flow als Triethylammoniumsalze erhalten werden. Die Wech-
selwirkungen von 2a mit GAP1F4B? waren #hnlich denen von
Ins(1,3,4,5)P, biologischen Ursprungs.

j weniger polaren Diastereomer handel-

c
O(-)Camph
OH

Il O(-)Camph
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Tabelle 1. Ausgewdhite physikalische und spektroskopische Daten von 4a,b und
2a,b.

4a: R, 0.32 (Dichlormethan/Ethylacetat 3/1); [)2° = —15.5 (¢ =1 in Chloroform),
[4]3° = — 20.5 (¢ =1 in DMF). Kristallisation aus Ethylacetat/Hexan, Schmp.
>235°C; C,H-Analyse ber. fiir C;,H,,0, (550.56): C 58.90, H 6.22; gef. C 58.7,
H 6.23; 'H-NMR (400 MHz, CDCl;, TMS): 6 =1.00, 1.03, 1.09, 1.10, 1.12, 1.14
(6s, 18H, camph-CH,), 1.65-1.75 (m, 2H, camph-CH,), 1.92-2.03 (m, 2H,
camph-CH,), 2.06-2.18 (m, 2H, camph-CH,), 2.41-2.56 (m, 2H, camph-CH,),
3.29 (d, J=6.8 Hz, 1H, D,0-Austausch, 4-OH), 4.36 (dddd, tritt als dq auf,
J=ca.4,2,2,2Hz 1H, C-3-H), 4.43 (dddd, tritt als dq auf, J = ca. 4, 2, 2, 2 Hz,
1H, C-1-H), 4.55 (dddd, tritt als tt auf, J = ca. 4, 4,2,2 Hz, t H, C-5-H), 4.65-4.70
(br.m, 1H, C-4-H), 5.30 (ddd, tritt als teilweise aufgeldstes dt auf, J = ca. 2,2, 1 Hz,
1H, C-2-H), 5.54 (d, J = 0.98 Hz, 1H, O,CH), 5.63 (ddd, tritt als dt auf, J = ca. 4,
4, 1.5Hz, 1H, C-6-H); Positiv-lonen-FAB-MS: m/z (%): 1101 (100) [2M +H]*,
551 (80) [M+H]"

4b: R, 0.23 (Dichlormethan/Ethylacetat 3/1); [2]3> = + 7.5 (¢ =1 in DMF). Kri-
stallisation aus DMF/Wasser oder aus 2-Propanol, Schmp. >270°C (Zersetzung);
C,H-Analyse ber. fir C,,H,,0,, (550.56): C 58.90, H 6.22; gef. C 58.6, H 6.31;
'H-NMR (400 MHz, [D,]DMF, TMS): 6 = 0.95, 0.96, 1.06, 1.08, 1.16, 1.17 (6s,
18 H, camph-CH;), 1.57-1.67 (m, 2H, camph-CH,), 1.91-1.98 (m, 1 H, camph-
CH,), 2.01-2.15 (m, 3H, camph-CH,), 2.52-2.60 (m, 2H, camph-CH,), 4.32—
4.37 (m, 1H, C-1-H), 4.51-4.55 (m, 1H, C-5-H), 4.56-4.61 (m, 2H, C-3-H und
C-6-H), 547-551 (m, 1H, C-2-H), 5.55-5.60 (m, 1H, C-4-H), 5.74 (d,
J=091Hz, 1H, 0,CH), 6.21 (d, 1H, J = 3.36 Hz, D,0O-Austausch, C-6-OH);
Positiv-lonen-FAB-MS: m/z (%): 1101 (55) [2M +H]", 551 (100) (M +H]*
Drehwerte der Cyclohexylammoniumsalze. 2a: [¢]32 = — 2.5 (¢ =2 in Wasser),
Lit.[7a]; [#)2° = — 2.5(c =1in Wasser); 2b: [x]5* = 2.5(c = 2in Wasser), Lit.[7a];
{2}’ = 2.6 (¢ =1 in Wasser). Alle NMR-Daten stimmten mit veroffentlichten Wer-
ten Gberein{7a,d].

Mit der beschriebenen Synthese sind D- und 1-Ins(1,3,4,5)P,
rasch aus leicht verfiigbaren Ausgangssubstanzen zuginglich,
wobei Camphanatester sowohl als Desymmetrisierungsreagen-
tien als auch als Schutzgruppen verwendet wurden. Diese Stra-
tegie sollte auch in anderen Bereichen der Inositphosphat-For-
schung angewendet werden kénnen. p-Ins(1,3,4,5)P, ist in so
guten Ausbeuten erhdltlich, daB kristallographische und NMR-
spektroskopische Untersuchungen seiner Wechselwirkungen
mit Ins(1,3,4,5)P,-Bindungsproteinen durchgefithrt werden
konnen, deren Zahl stindig zunimmt.

Experimentelles

4a und b: Zu einer auf 0°C gekihlten Suspension von myo-Inositorthoformiat 3
(2.00 g, 10.5 mmol) in wasserfreiem Dichlormethan (40 mL) wurde unter Rithren
Triethylamin (3.3 mL, 23.7 mmol) und 4-Dimethylaminopyridin (80 mg) in kataly-
tischer Menge gegeben. Unter Stickstoff wurde bei 0 °C eine Lésung von (18)-(—)-
Camphansdurechlorid (4.55 g, 21.0 mmol) in wasserfreiem Dichlormethan (10 mL)
hinzugetropft. Das Kihlbad wurde nach 30 min entfernt; es wurde noch 30 min
gerithrt, wobei nahezu kein Rickstand auftrat. GemaB Diinnschichtchromatogra-
phie (Dichlormethan/Ethylacetat 3/1) lagen zwei Hauptprodukte vor (R, 0.32 und
0.23). Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt, und der Riickstand wurde
durch Flash-Chromatographie (Dichlormethan/Ethylacetat 4/1) gereinigt, wobei
zuerst 4a (3.46g, 6.28 mmol, 60% Ausbeute) und anschlieBend 4b (1.35g,
2.45 mmol, 23% Ausbeute) eluiert wurde.

2aund b: Eine Losung von 6a bzw. b in Methanol/Wasser (19/1) wurde nach Zusatz
von 10% Pd/C 14 h kriftig unter Wasserstoff bei Raumtemperatur (RT) geriihrt.
Der Katalysator wurde abfiltriert. Nach dem Entfernen der Lésungsmittel im Vaku-
um wurde der Riickstand in konzentrierter Ammoniaklésung aufgenommen und
die Losung 6 h bei 60 °C in einer zugeschmolzenen Pyrex-Autoklavenflasche ge-
rithrt. Die Lésung wurde auf RT abgekiihlt und anschlieBend im Vakuum einge-
engt. Der Riickstand wurde in desionisiertem Wasser aufgenommen und Camphan-
sdureamid zunichst mit Dichlormethan (3 x ), dann mit Ether ausgeschiittelt. Das
Produkt wurde durch Ionenaustauschchromatographie (Q-Sepharose Fast-Flow)
gereinigt mit Triethylammoniumdicarbonatpuffer (pH = 8, Gradient von 0-1M)
als Eluens; das reine Triethylammoniumsalz von 2a bzw. b eluierte bei einer Puffer-
konzentration von 730850 mm. Bei der Herstellung groBerer Mengen ergab die
Umsetzung mit Dowex-50-H *-Harz Losungen der freien Sidure von 2a bzw. b; diese
wurde mit Dichlormethan und Ether gewaschen und entweder in das Cyclo-
hexylammonium- {7 a] oder Kaliumsalz{7d] iiberfiihrt (quantitativ aus 6a bzw. b).

Eingegangen am 31. Januar 1997 [Z10061}

Stichworte: Chiralitdt - Inositphosphate
Sekundére Botenstoffe - Signaliibertragung

Schutzgruppen -
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kristallographischen Untersuchungen wurden bei 293(2) K mit einem automa-
tischen CAD4-Vierkreisdiffraktometer im Bereich 2.61 <8 <21.93° durchge-
fithrt. An den Daten (1795 Reflexe) wurde eine Lorentz- und Polarisations-,
aber keine Absorptionskorrektur vorgenommen. Bei der letzten Durchfithrung
der Kleinste-Fehlerquadrate-Methode wurden alle Atome als anisotrop ange-
nommen. Wasserstoffatome wurden — wo nétig — an berechneten Positionen
einbezogen; H1A wurde dagegen bei der vorletzten Fourier-Transformation
lokalisiert und bei einem Abstand von 0.96 A von O4 verfeinert. GemiB der
Untersuchung der supramolekularen Struktur liegen Wasserstoffbriickenbin-
dungen vor; Strukturldsung mit SHELX86, Verfeinerung mit SHELX93;
R1 = 0.0318, wR2 = 0.0755 (basierend auf 1326 Reflexen mit F,>4cF,).
GOF =1.029; max./min. Restelektronendichte 0.185/ — 0.175 eA3; die
asymmetrische Einheit (Abb. 1) sowie die in Schema 1 verwendete Atomnume-
rierung wurden mit ORTEX erstellt. Die kristallographischen Daten (ohne
Strukturfaktoren) der in dieser Verdffentlichung beschriebenen Struktur(en)
wurden als ,,supplementary publication no. CCDC-100275" beim Cambridge
Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten kdnnen kostenlos
bei folgender Adresse in Grofibritannien angefordert werden: The Director,
CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Telefax: Int. +1223/336-033;
E-mail: deposit@chemcrys.cam.ac.uk).

[11] Bei einer frithere Strategie (Phosphorylierung mit Bis(cyanethyloxy)-N,N-
diisopropylaminophosphan/1 H-Tetrazol, Oxidation und anschlieBendes
Entschiitzen mit wiBriger Ammoniakiésung in einem Schritt) fand die Wan-
derung der Phosphatgruppen zu einem geringen, aber merklichen Teil
statt.

[12] P. Guédat, E. Krempp, A. M. Riley, B. V. L. Potter, G. Schlewer, B. Spiess,
Chem. Commun. 1997, 625-626.
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