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Summary

Enantiopure inositol derivatives, especially inositol phosphates are a special target of
scientific efforts due to their outstanding importance in means of signal transduction.
Therefore flexible and unambiguous synthetic routes are required to prepare synthetic samples
to study their biological meaning.

In thiswork, a new de-novo-stragegy for the preparation of inositol phosphates and derivatives
is presented. In the first part, several myo-inositol phosphates are prepared starting from
different Co-symmetrical building blocks. Among others, a new very short and effective route
to Ins(1,4,5)P; is presented. The key step of this synthesis is the selective protection of the
axial hydroxy-group in 1,4-dibenzylinositol. A selective 3-benzylation of this compound was
also established.

A 2-desoxy-analogue of Ins(1,4,5)P; was prepared via regioselective hydroboration of a C-C-
double bond in a conduritol-B-derivative. Other synthetic targets which were synthesized were
for example the optical antipodes Ins(1,4,5,6)P, / Ins(3,4,5,6)P4, Ins(1,2,3,4)P4/ Ins(1,2,3,6)P,
and the meso-compound Ins(1,3,4,5,6)Ps.

In the second part of this work the number of accessible inositol phosphate isomeres was
drastically increased by desymmetrization of conduritol-B-derivatives. The opportunities
offered by this strategy could be demonstrated by successful preparation of Ins(4,5,6)Ps,
Ins(1,3,4,5)P, and severa InsPs-derivatives.

In a third part, the advantages of an epoxide-based strategy for inositol synthesis could be
demonstrated by the straightforward synthesis of several azido- and amino-inositol
derivatives. Among these, an amino-inositol pentakissulfate was prepared, which turned out to
be a potent inhibitor of a phytase from dictyostelium discoideum and should be suitable for
preparation of materials for affinity chromatography.

In another section a new route to allo- and chiro-inositol derivatives is presented, starting
from conduritol-E and -F derivatives. Moreover, some new building blocks could also be
prepared, which should give access to neo- and chiro-inositol derivatives in subsequent
works.

Finally in cooperation with biochemists the use of regiospecific enzymes for selective
dephosphorylation of InsPs-isomers was examined to synthesize enantiopure inositol
trisphosphates. Three different enzymes have been used to prepare five InsPs-isomers, among
these two enantiomeric pairs, in good yields and excellent isomeric purity. There is no

examplein literature so far, reporting similar conversions.
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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

1850 isolierte der deutsche Chemiker SCHERER' eine optisch inaktive Verbindung aus
Herzmuskelgewebe, identifizierte sie als Cyclohexan-hexol und bezeichnete sie nach dem
griechischen Wort fur Muskel as ,Inosit®. Dieser Begriff setzte sich als generelle
Bezeichnung fur derartige Cyclohexan-hexole durch, inzwischen um das Suffix -ol, das dem

englischen und franzésischen Sprachgebrauch entlehnt ist, erweitert.

1.1.1 Inositol-Stereoisomere

Die Charakterisierung und Bezeichnung der einzelnen Isomere wurde bereits 1894 von

BOUVEAULT? vorgenommen.
OH
HO JOH
HO"™" ™" “OH
OH
myo-Inositol 1 (+)-D-chiro-Inositol 2 (-)-L-chiro-Inositol 3
OH
HO OH
HO" ™ "OH
OH
neo-Inositol 4 scyllo-Inositol 5 muco-Inositol 6
OH OH
HO OH HO OH
HO OH HO" ™" NOH
OH 6H
cis-Inositol 7 epi-Inositol 8 allo-Inositol 9

Abbildung 1: Mdégliche stereoisomere Inositole.

Von den neun moglichen Stereoisomeren, die in Abbildung 1 gezeigt sind, besitzen sieben

eine Spiegelebene und sind somit achiral. Lediglich chiro-Inositol kommt in zwel
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enantiomeren Formen vor. Sechs dieser Stereoisomere finden sich in der Natur, lediglich cis-,
epi- und allo-Inositol wurden (bislang) noch nicht in nattirlichem Material nachgewiesen.

Das haufigste Isomer ist myo-Inositol (1), das frei oder as Teil von Konjugaten in allen
Organismen vorzukommen scheint.® In menschlichem Blut beispielsweise kénnen groRe
Mengen (ca. 20 umol/l) myo-Inositol nachgewiesen werden. Bei fetalem Blut kann diese
K onzentration sogar um den Faktor 20 hoher liegen,* was al's Indiz fiir die wichtige Rolle des
myo-Inositols bei Wachstum und Differenzierung des Organismus gewertet werden kann.
Chiro-Inositole (D- und L-Form) bilden die néchsthaufigste Inositolspezies. Bei dieser
Verbindung tritt der seltene Fall eines racemisch auftretenden Naturstoffs auf, beide
enantiomeren Formen lassen sich beispielsweise aus Mistelbeeren isolieren. Chiro-Inositole
kommen vorwiegend in Pflanzen vor, wo sie entweder frei oder als Methylether ((-)-
Quebrachitol (32) und (+)-Pinitol (33)) vorliegen (siehe Abbildung 8). Chiro-Inositole sind
auch als Teil von Glycokonjugaten von Bedeutung (vgl. Abschnitt 1.4).

Die dritte bedeutsame Inositolform ist scyllo-Inositol.  Scyllo-Inositol  macht
2-10 % des tierischen Inositols aus,®> bei einigen Fischsorten scheint es sogar das einzig
vorkommende Isomer zu sein.® Eine interessante Anwendung von scyllo-Inositolen im nicht
biologisch orientierten Forschungsgebieten stellt dessen Verwendung in Flussigkristallen dar.
Der Einsatz dieser Verbindung wird mdglich durch die all-&quatoriale Anordnung der

Hydroxy-Gruppen, die dem Molekil eine scheibenartige Form verleiht.

1.1.2 Nomenklatur

Unter den Inositolderivaten kommt den Inositol phosphaten, die sich untereinander sowohl im
Grad der Phosphorylierung as auch in der Anordnung der Phosphatgruppen unterscheiden,
eine gewichtige Rolle zu. Je nach Anzahl der Phosphatgruppen wird der Inositolbezeichnung

ein entsprechendes Prafix (mono, bis, tris, tetrakis, pentakis bzw. hexakis) vorangestellt.

Bei der Nomenklatur des myo-Inositols wird definitionsgemal? das Kohlenstoffatom mit der

axialstandigen Hydroxygruppe al's C-2 bezeichnet.
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OH
OH
=~OH
HO o/ OH
HO
1 1

Abbildung 2: b-Nomenklatur von Inositolen.

Die Numerierung der tbrigen Kohlenstoffe erfolgt gegen den Uhrzeigersinn; es ergibt sich die
D-Konfiguration. Bei einer Numerierung gemdld dem Uhrzeigersinn ergébe sich die
entsprechende L-Konfiguration. Diese wurde zwar in dteren Publikationen noch verwendet,
nach einer IUPAC-Empfehlung’ ist aber einheitlich die Verwendung der D-Nomenklatur
vorgesehen. Auf diese Weise soll Verwechslungen und Irrtimern, die in der Vergangenheit

haufig fir Verwirrung sorgten, vorgebeugt werden.

Wenn im folgenden von Inositolen (im Folgenden haufig als ,, Ins‘ abgekiirzt) die Rede sein
wird, so bezieht sich dieses, wenn nicht anders vermerkt, auf Derivate des myo-Inositols. Zur
Vereinfachung der strukturellen Darstellung einzelner Inositolphosphate bzw. deren Derivate
werden in den folgenden Reaktionsschemata die in Abbildung 3 aufgefiihrten Abkirzungen

verwendet.

Abbildung 3: Abkurzungen zur Darstellung von Inositol phosphaten und deren Derivaten.

1.2 Biologische Bedeutung

Fir zahlreiche Inositol phosphate sind biol ogische Funktionen entdeckt worden.

Aus Platzgrinden kann im Rahmen der Einleitung nur auf die in Abbildung 4 gezeigten
Verbindungen eingegangen werden, die Funktionen von anderen, im Rahmen dieser Arbeit

synthetisierten Verbindungen werden im Anschluf3 an deren Synthese beschrieben.
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Abbildung 4: Wichtige phosphorylierte Inositole.

Phythinsaure (10) bzw. ihr Salz, das Phythat, kommen in grof3en Mengen in Pflanzen und im
Erdboden vor. Wahrscheinlich dient sie den Pflanzen wéhrend der Kemung als
Phosphatquelle, dafir spricht beispielsweise, dal3 bel reifem Getreidesaatgut bis zu 95 % des
Phosphates in dieser Form vorliegt.? 1Isaacks’ stellte fest, dal? 7 bei Végeln einen dhnlichen
Effekt auf Hamoglobin hat, wie 2,3-Bisphosphoglycerat bei Saugern und somit eine wichtige
Rolle bei der Atmung spielt. Auch eine wirksame Inhibierung der Bildung von Hydroxyl-
Radikalen durch 10 konnte beobachtet werden®. Von SHAMSUDDIN'' wird eine

krebspraventive und -inhibierende Funktion flr InsPs postuliert.

Ins(1,2,6)P; (11) ist ein von der Firma Perstorp Pharma” unter der Bezeichnung
o-Trinositol™ vertriebenes Medikament, das bei der postoperativen Schmerzhemmung und

zur Hemmung von Entziindungen eingesetzt wird.*

Das wohl wichtigste Inositol-Isomer ist Ins(1,4,5)P; (12b). 1983 identifizierte BERRIDGE™
12b als Schltisseilmolekil eines transmembranen, rezeptorvermittelten Reizleitungsprozesses.
Dieses Resultat fuhrte zu einer Renaissance der Inositolchemie. Die Wirkungsweise und der

Freisetzungsmechanismus von 12b sollen im folgenden kurz beschrieben werden.

1.3 Bedeutung von Ins(1,4,5)P3 als second-messenger

1.3.1 Rezeptorvermittelte Signaltransduktion

Wahrend lipophile Botenstoffe, wie beispielsweise Steroidhormone, die Lipidmembran von
Zellen passieren konnen, benétigen hydrophile Signastoffe membrandurchspannende
Rezeptoren, die das entsprechende Signal in das Zellinnere weitergeben konnen. Es sind drel

Grundtypen derartiger rezeptorvermittelter Signal iibertragungen in Organismen bekannt.™



|. Einleitung 5

Die erste Rezeptorklasse leitet den Reiz durch membrandurchspannende Enzyme in das
Zellinnere. Haufig handelt es sich um Tyrosin-Kinasen. Durch Bindung des Signalstoffs wird
zunéchst eine Autophosphorylierung des Rezeptors bewirkt. Diese Autophosphorylierung
erhoht seine Fahigkelit, andere Enzyme (auf der anderen Seite der Membran) zu
phosphorylieren, d. h. zu aktivieren. Beispiele fir diesen Rezeptortyp bilden Insulin- und
Wachstumsfaktor-Rezeptoren.

Eine weitere Klasse von Rezeptoren bilden lonenkanale. Dabei wird durch die Bindung des
Signalstoffes eine schnelle Offnung eines Kanals fiir bestimmte lonen induziert. Die durch die
Ladungsverschiebungen bedingten Potentialénderungen ermoglichen eine Zellreaktion.
Beispiele fur diese Klasse sind Rezeptoren fir Neurotransmitter wie z.B. Acetylcholin.

Der dritte Typ von Rezeptoren vermittelt die Signal Ubertragung in das Zellinnere mit Hilfe
einer Familie von Guanin-Nucleotid-bindenden Proteinen, den G-Proteinen. Einen

ausfiihrlichen aktuellen Uberblick tiber Signaltransduktion bietet z. B. WALDMANN.*®

1.3.2 Signaltransduktion tiber G-Proteine

G-Proteine bestehen aus drei verschiedenen Untereinheiten (o, B und y-Einheit) (siehe
Abbildung 5). Im Ruhezustand ist ein Molekil GDP an die o-Einheit des Proteins gebunden.
Durch Bindung des Signalstoffes erfolgt eine konformative Anderung, die die Anlagerung
eines G-Proteins an den Rezeptor erlaubt. Die Wechselwirkung zwischen Rezeptor und G-
Protein fuhrt zum Austausch des GDP's durch ein GTP-Molekul. Anschlief}end zerfélt das
G-Protein in einen o- und einen B,y-Teil. Der a-Teil aktiviert ein weiteres Enzym, das die
Freisetzung eines second-messengers bewirkt. Nach langsamer Hydrolyse des GTP's zu GDP

bildet sich wieder der trimere Grundkomplex.

1.3.3 Inositolphosphat-Stoffwechsel

Die o-Einheit des G-Proteins aktiviert eine Phospholipase, im Falle der Inositol-vermittelten
Reizleitung die Phospholipase C, die Phosphatidyl-inositolbisphosphat (PIP;) zu
Diacycglycerat (DAG) und Ins(1,4,5)P; (12b) spaltet. (siehe Abb. 5). DAG ist ein lipophiler
Botenstoff, verbleibt in der Membran und aktiviert dort eine Proteinkinase C, die in
Gegenwart von Ca’*-lonen die Phosphorylierung bestimmter Serin- und Threoninreste an
Proteinen bewirkt.

Ins(1,4,5)P; as hydrophiler second-messenger diffundiert zum endoplasmatischen Reticulum

und bewirkt dort eine Cal ciumausschittung.
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Der Abbau von 12b erfolgt auf zwei Hauptrouten, die in Abbildung 5 beschrieben sind.

Zum einen kann durch eine spezifische 5-Phosphatase 1ns(1,4)P, (14a) gebildet werden, das
keine Calcium-mobilisierende Wirkung mehr besitzt. Somit kommt es zu einer
Signaltermination. Weitere Abspaltung der Phosphatgruppen an 1- und 4-Position fihren zur
Bildung freien Inositols, das anschlief3end wieder zum Aufbau von PIP, eingesetzt wird.

Zum anderen kann durch eine 3-Kinase Ins(1,3,4,5)P; (13b) entstehen. 13b scheint in
stimulierten Zellen eine Vielzahl von Funktionen zu besitzen.'” So gibt es Hinweise darauf,
dald 13b den Einstrom extrazellularen Calciums durch lonenkande der Plasmamembran
vermittelt.*® Ein endgiiltiger Beweis dieser Funktion in vivo steht aber noch aus.
Dephosphorylierung durch eine 5-Phosphatase erzeugt 1ns(1,3,4)P; (15a). Auch fur 15a ist
eine schwache Aktivitét in Bezug auf eine Calcium-Mobilisierung feststellbar.*®

Der Abbau von 15a erfolgt Gber zwei verschiedene Wege: Durch Dephosphorylierung der 1-
bzw. 3-Position werden die beiden entsprechenden Bisphosphate gebildet. Weitere
Abspaltung von Phosphat erzeugt Ins(3)P bzw. Ins(1)P. Die verbliebenen Monophosphate
werden, wie auch schon das auf dem alternativen Weg entstehende Ins(4)P;, durch eine
unspezifische Monophosphatase zu freiem Inositol umgesetzt. Der beschriebene Abbau von
15a wurde in Abbildung 5 aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur durch einen Doppelpfeil
angedeutet.
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Abbildung 5: Freisetzung und Metabolismus von InsP; (12b).
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In Abbildung 5 ist nur en geringer Tell des weitverzweigten Metabolismus von
Inositolphosphaten aufgefuihrt. So wird auch auf die maogliche Phosphorylierung von
Ins(1,3,4)P; (15a) in 6-Position, die den Startpunkt fur eine weitere Kaskade von
Inositol phosphaten bildet, nicht weiter eingegangen, da eine Diskussion dieser Thematik den
hier gegebenen Rahmen sprengen wirde.

Es exigtieren jedoch zahlreiche Hinweise auf vielfdltige, zum Teil hochspezialisierte

Funktionen anderer Inositol phosphate.

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dald3 es auch im Zellkern einen Inositolphosphat-
Stoffwechsel gibt. Es deutet einiges darauf hin, dal3 Inositolphosphate hier an der Regulation
der Transkription® und an RNA-Export aus dem Zellkern® beteiligt sind.

Einen detaillierteren Uberblick Uber den Inositolphosphatstoffwechsel und mogliche
regul atorische Funktionen geben z. B. MAJERUS,” SHEARS™ und VAN HAASTERT?* (letzterer

im Bezug auf Dictyostelium discoideum).

Da Ins(1,4,5)P; (12b) eine wichtige Aufgabe bei der Signaltransduktion zukommt, liegen
Verbindungen zwischen einer Stérung der oben beschriebenen Vorgange und verschiedenen
Krankheitsbildern nahe. So scheinen Zusammenhdnge zwischen Verdnderungen im
Signal stoffwechsel und Krankheiten wie Krebs®, Alzheimer®® oder AIDS?’ zu bestehen. Auch
der Therapieansatz fiir manische Depression durch Lithiumpréparate® beruht wahrscheinlich
auf der Inhibierung der oben erwdhnten unspezifischen Monophosphatase durch das
verabreichte Lithium, hier scheint aber die Konzentration an freiem Inositol der bestimmende

Faktor zu sain.

1.4 Weitere natirlich vorkomende I nositolverbindungen

Inositole sind Bestandteile einer Vielzahl biologisch aktiver Verbindungen. Einige nattrlich

vorkommende Beispiele sind in Abbildung 6 gezeigt.
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Abbildung 6: Inositol-enthaltende Biomolekiile

Mycothiol wird in zahlreichen Actinomyceten gefunden. Es scheint bel diesen Bakterien eine
dem Glutathion &hnliche Funktion auszuiiben,®® ist aber gegeniber Autooxidation
unempfindlicher. Die Synthese von Mimetika bietet hier Gelegenheit zur Synthese neuer,
hochspezifischer Antibiotika. Eine Synthese von 17 wurde bereits im Arbetskreis
ALTENBACH von PobescHwWA® erfolgreich durchgefiihrt.

Ein 17 entsprechendes Strukturelement ist in alen bislang charakterisierten GPI-Ankern
(Protozoen, Hefen Fischen und Saugern) identifiziert worden,® kann aber je nach Gattung
lipid- oder glycosidmodifiziert sein.

Phosphoinositide wie Pdtins(3,4,5)P; (18) beeinflussen die Struktur des Actin Cytoskeletts,
dadurch modulieren sie wichtige zellulére Funktionen wie Zellbeweglichkeit, Zelladhasion,
Endocytose oder den Membranflul3. Zudem bewirken sie eine Resistenz gegen mechanische
und osmotische Kréfte.*

Das chiro-Inositolphosphat 19 (bzw. dessen cyclisches (1:2)-Phosphat) wurde als Bestandtei

verschiedener Oligosaccharide identifiziert® und besitzt Aktivitét als Insulin-Antagonist.*

" R = Ethanol aminphosphat-6-0-D-Manp(1—2)- o-D-Manp(1—6)- o-D-Manp(1—4)-
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1.5 Synthetische Zugange

1.5.1 Chiral-Pool-Synthesen

Es bietet sich an, zur Synthese verschiedener Inositolphosphate von freiem myo-Inositol
auszugehen. Dem Vortell, von einem System ausgehen zu kdnnen, dessen Hydroxygruppen
bereits ale in der korrekten relativen Stereochemie vorliegen und das zudem durch seine gute
Verflgbarkeit preiswert und in grof3en Mengen zur Verfligung steht, stehen einige Nachteile
gegeniber. Zum einen muissen zur gezielten Synthese von Inositolderivaten die sechs
Hydroxy-Gruppen untereinander differenziert werden. Zum anderen besitzt freies myo-Inositol
eine Spiegelebene und ist somit achiral, so dal3 nach erfolgreicher Derivatisierung eine
Racematspaltung durchgefihrt werden muf3.

Zur Differenzierung der Hydroxy-Gruppen wurden bislang zahlreiche Ansédtze publiziert,

einige Beispiele sind in Abbildung 7 gezeigt.

A

HO O HO O )\ o)
-
HO™" “"OH HO"" ""OH
OH
20
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HO
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HO™
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: (X
1

Abbildung 7: Synthesebausteine ausgehend von freiem Inositol.

2
22

Viele dieser Bausteine sind nur in geringen bis malsigen Ausbeuten darstellbar, Ausnahmen
bilden 20 mit 90 % und 26 mit 86 %. Der von BRUZzIK® eingefiihrte Baustein 23 ist bereits
mit Campher acetalisert und bietet so die Maoglichkeit ener direkten
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Diastereomerentrennung. 24 stellt eine gewisse Ausnahme unter den vorgestellten Bausteinen
dar, da hier die Hydroxy-Gruppen aternierend frel und geschiitzt vorliegen.

Durch zahlreiche Schutzgruppenmanipulationen konnen jetzt geeignet vorfunktionalisierte
Inositolsysteme erhalten werden. Dabei spielen u. a. sterische Abschirmungseffekte durch
Nachbargruppen und unterschiedliche Hydrolysel abilitét von Ketalen ein wichtige Rolle.

Eine neuere Funktionalisierungsmethode des Orthoesters 24, ist die partielle Offnung von

dessen Derivaten nach HOLMES® et al. (Schema 1). Dabei kann die Offnung durch Wahl des
eingesetzten Reduktionsmittels dirigiert werden.

07 OH 07\0 O/:\o

o DIBAL-H (25 eq) Q AlMe; (2,5 &) o
BnO : BnO , BnO ,
BnO BrO BrO
OBn OBn OBn
26 25 27

Schema 1: Partielle Orthoester-Spaltung nach HOLMES et al.

Racematspaltungen werden zumeist durch Bildung von Diastereomerenpaaren durchgefihrt.
Dazu werden geeignete Inositolderivaten mit chiralen Auxiliaren (z.B. Menthyl- oder
Campher-Derivaten) verknupft und die entstehenden Diastereomere kristallographisch oder
chromatographisch voneinander getrennt. Nachteilig ist hier, dal3 chirale Auxiliare haufig
nicht in beiden enantiomeren Formen preiswert zur Verfligung stehen, was die Synthese von
Enantiomerenpaaren erschwert, und dal3 die Trennung der beiden Produkte oft aufwendige
und mit geringer Ausbeute verlaufende Prozeduren beinhaltet. Eine elegante Mdglichkeit,
enantiomerenreine  Ausgangsverbindungen  herzustellen, beschreibt Ozak1.3’  Durch
Racematspaltung mit Lipase CES kann 20 in guten Ausbeuten und ee-Werten in die beiden
enantiomerenreinen Verbindungen 20a und 28b tiberfilhrt werden. Von OzakI®® und CHEN®

wurden auch Racematspaltungen des Bausteins 21 publiziert.
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Lipase CES _
Ac,0, Dioxan, 46 h

HO""

20 20a 28b

Schema 2: Racematspaltung von 20 nach OzAKI.

Diese Racematspaltungsmethoden haben den Nachtell, dal3 die beiden entstehenden Produkte
eine vergleichbare Polaritét besitzen und so chromatographisch getrennt werden miissen, was
die Ansatzgrof3en limitiert.

ScHNEIDER® publizierte eine enzymatisch Acetylierung von 24 in 2-Position mit
Liproprotein Lipase aus pseudomonas species (LPL) zu 29. Das durch Benzoylierung und
anschlief¥ende Abspaltung des cyclischen Acetals und der Acetat-Gruppe erhdltliche, achirale
30 kann durch erneuten Einsatz von LPL selektiv in 1-Position acyliert werden (Schema 3).

O 0
Z\ HO HO
OH OBUt

AcO p— oBz 5 OBz
: HO OH HO OH

HO
OH OBz OBz
29 30 31

Schema 3: Uberfiihrung von 24 in optisch aktive Inositol derivate nach SCHNEIDER.

Als aternative Ausgangsmaterialien fur chiral-pool-Synthesen bieten sich Verbindungen an,
deren OH-Gruppen bereits (teilweise) differenziert sind. Einige Beispiele sind in Abbildung 8

gezeigt.
OH
wOH HO .OH
""OH )
OCHs HO” ™COOH
L-Quebrachitol (32) D-Pinitol (33) (-)-Chinaséure (34)

Abbildung 8: Mdgliche Edukte fur chiral-pool-Synthesen.
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Hier liegt zwar eine bereits chirale Ausgangsverbindung vor, doch die Hydroxygruppen sind
erst teilweise eingeftihrt oder das Molekil liegt nicht in myo-Konfiguration vor, so daf3
zahlreiche weitere Manipulationen am Molekillgerist nétig sind. Eine weitere Mdglichkeit
besteht in der Verwendung von Zuckern zum Aufbau des Inositol-Grundgeriists.* Der
eigentliche Carbacyclus mufl3 noch Uber eine Ferrier-Umlagerung synthetisiert werden, die
Stereochemie der meisten OH-Gruppen ist aber durch den eingesetzten Zucker vorgegeben.
Durch Verwendung von bereits derivatisierten Edukten kann zudem eine Vordifferenzierung

der Hydroxy-Gruppen erfolgen.

1.5.2 De-novo-Synthesen

Eine alternative Vorgehensweise besteht im sukzessiven Aufbau des Inositolgerists. Da die
einzelnen funktionellen Gruppen schrittweise eingefihrt werden, ist auf diese Weise eine
Darstellung substituierter Inositolsysteme leichter mdglich als bel von nattrlichem Inositol
ausgehenden Synthesen. Die Hydroxy-Gruppen muissen stereoselektiv in das Molekdl
eingebracht werden, was zum Teil betr&chtlichen Aufwand erfordert. Da von achiralen
Startmaterialien ausgegangen wird, mul3 auch hier eine Racematspaltung erfolgen, um zu
optisch aktiven Verbindungen zu gelangen.

Auch hier sind bereits zahlreiche Verfahren beschrieben. Ein von HUDLICKY* beschriebenes
Verfahren geht von Chlorbenzol aus, das mit dem Mikroorganismus Pseudomonas putida in
Diol 36 tberfuihrt werden kann. Durch den Chlor-Substituenten unterscheiden sich die beiden
Doppelbindungen in ihrer Elektronendichte, was eine weitere Derivatisierung erleichtert.
Zudem wird durch enzymatische Umsetzung dieser Verbindung direkt ein chirales Molekdl
erhalten. Ausgehend von Diol 36 konnten bereits zahlreiche Inositolderivate synthetisiert
werden, darunter auch Isomere wie chiro- und allo-Inositol. Die erforderliche

Dehalogenierung kann mit Tributylzinnhydrid und 2,2"-Azobisisobutyronitril (AIBN) erreicht

werden
X X
(o}
OH s o)

Psedomonas _— > >< Inositol-
~ putida oH HO™ o Isomere

35 36 37

X =Cl, Br

Schema 4: Inositol-Synthesen nach HUDLICKY.
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Ein analoger Ansatz, ausgehend von Benzol, konnte von LEY erfolgreich zur Synthese von
Ins(1,4,5)P; (12b) und Derivaten dieser Verbindung eingesetzt werden (vgl Schema 84, S.
141). Durch die Symmetrie des eingesetzten Benzols wird aber nach der enzymatischen
Umsetzung ein achirales Produkt erhalten, was den zusdtzlichen Aufwand ener

Racematspaltung erfordert.

Andere de-novo-Synthesen verwenden zum Aufbau des Cyclohexanrings beispielsweise
Samariumdiiodid-katalysierte Cyclisierungen,* Diels-Alder™- oder Metathese-Reaktionen.*
In einer neueren Arbeit beschreibt TROST* eine formale Totalsynthese von Ins(1,4,5)P; tber
dynamisch-kinetisch kontrollierte Palladium-katalysierte Allylsubstitution von Konduritol-B-

Tetracarbonaten.

1.6 Zielsetzung

Obwohl myo-Inositol aus biologischen Quellen in grofen Mengen zur Verfligung steht und,
wie oben gezeigt, bereits ein breites Methodenspektrum zur Gewinnung enantiomerenreiner
und gezielt differenzierter Inositol-Derivate besteht, erfordert diese Vorgehensweise doch
aufwendige Trennungen und liefert haufig in grof3er Menge unerwtiinschte Regioisomere.

Die de-novo-Synthese von Inositolderivaten ist deshalb durchaus konkurrenzfdhig und
eroffnet  zusdtzlich interessante  Moglichkeiten. Zum enen kann durch die
aufeinanderfolgende Einfihrung von Hydroxy-Gruppen eine einfache Differenzierung erreicht
werden, zum anderen sind auch substituierte Derivate, bei denen einzelne, definierte OH-
Gruppen durch andere Reste ersetzt wurden, gut zugéanglich. Da ausgehend von natirlichem
myo-Inositol die Einfihrung von Substituenten unter Retention des Stereozentrums erfolgen
mul3, sind bisher publizierte Zugange Uber derartige Routen aufwendig und als wenig effektiv

anzusehen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein neuartiges Synthesekonzept etabliert werden, das die oben
beschriebenen Maoglichkeiten bietet. Insbesondere unter Ausnutzung der Vorteile Cs-
symmetrischer Bausteine sollte eine Methodik zur gezielten Darstellung enantiomerenreiner

Inositol phosphate und deren Derivate entwickelt werden.
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2 Diskussion und Ergebnisse
2.1 Einfuhrung

2.1.1 Vorteile C,-symmetrischer Bausteine fiir die | nositolsynthese

Co-symmetrische, all-trans-konfigurierte Konduritole bieten zur Darstellung von myo-
Inositol-Derivaten nahezu ideale Voraussetzungen. Die all-trans Anordnung der Hydroxy-
Gruppen fuhrt bel einer cis-Dihydroxylierung zu einem einzigen Stereoisomer, das in myo-
Konfiguration vorliegt. Aufgrund der C,-Symmetrie der Ausgangsverbindung fihrt der
Angriff des Reagenzes von oben oder unten zum selben Produkt (Abbildung 9).

OR
Angriff von .
Oberseite HO OR
HO Y OR
OR OR
LOR
— %—Drehung um 180°1>— identisch
~"NOR
OR OR
Angriff von HO., LOR
38 Unterseite K "
HO" > NOR
OR
39

Abbildung 9: Cis-Dihydroxylierung von Konduritol-B-Derivaten.

Wie aus der Abbildung zu erkennen ist, sind dre Paare von Hydroxy-Gruppen zu
unterscheiden. Zusétzlich sollten die durch cis-Dihydroxylierung eingeftihrten OH-Gruppen
durch ihre unterschiedliche Lage am Ring (&quatorial/axial) differenzierbar sein.

Die Besonderheit, dal3 myo-Inositol eine meso-Verbindung darstellt, erweitert den Rahmen
zuganglicher Inositol-lsomere, da die Enantiomeren nicht ,,nur® Spiegelbilder sind, sondern
auch als unterschiedliche D-Inositole aufgefald werden kénnen.

Die Mdoglichkeiten der Methode der paarweisen Differenzierung sind in Abbildung 10
zusammengefaldt. Die verschiedenen Symbole stellen hierbei verschiedenen Gruppen von
unterschiedlich substituierbaren Hydroxy-Gruppen dar, OH-Gruppen, die gleiche Symbole

tragen, sind gleich substituiert.
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Abbildung 10: Konzept der paarweisen Differenzierung.

Durch Wahl des entsprechend vorfunktionalisierten Ausgangsmolekils und gegebenenfalls
Differenzierung von verbleibenden OH-Gruppen sollte eine schnelle und direkte Synthese von

sozusagen ,, mal3geschneiderten” Inositol-Derivaten moglich sein

2.1.2 Darstellung enantiomerenreiner Ausgangsverbindungen

Ein geeignetes Ausgangsmaterial zur Darstellung von Konduritol-B-Derivaten ist das
Dibromdiol 42, das nach enem von ALTENBACHY entwickelten Verfahren aus
p-Benzochinon 40 durch Monobromierung und anschlief3ende Reduktion der Carbonyl-
Funktionen mit Natriumborhydrid zuganglich ist. Dabei entsteht hauptséchlich das all-trans-
Produkt 42. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dieses Verfahren in Zusammenarbeit mit

BRAUN™ in Bezug auf Reaktionszeit und AnsatzgroRe optimiert werden.

o)
Br, B _NaBHg Q AcO/py Q
93 % Te5% T60%

o)

40 41 42 43

Schema 5: Synthese des Diacetats 43.

Durch Umkristalisation aus Toluol kdnnen aromatische Verunreinigungen abgetrennt
werden. Acetylierung von 42 mit Pyridin und Essigsdureanhydrid liefert das Diacetat 43, das
durch Umkristallisation aus Ethanol von den als Nebenprodukt auftretenden lsomeren

gereinigt werden kann.
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43 bildet eine geeignete Stufe firr eine enzymatische Racematspaltung. VVon JOHNSON® ist ein

Verfahren unter Verwendung von Pseudomonas cepacia Lipase (PCL) publiziert. (Schema 6).

OAc OH QAC

.Br
> +
<~ "Br  Phosphat-Puffer pH 8 ' "Br
OAC 50°C;16h OH OAc
43 42b 43a

Schema 6: Racematspaltung nach JOHNSON.

Je nach Reaktionsbedingungen kann dabei entweder das Diacetat 43a oder das Diol 42b in

enantiomerenreiner Form (ee > 98 %) erhaten werden (vgl. Tabelle 1).

Enzymmenge |Diol 42b Diacetat 43a
79 47 % Ausbeute; ee =90 % 26 % Ausbeute; ee > 98 %
l4g9 40 % Ausbeute; ee > 98 % 44 % Ausbeute; ee = 86 %

Tabelle 1: Racematspaltung nach JOHNSON.

Ein im Arbeitskreis ALTENBACH von KLEIN® entwickeltes Verfahren verwendet als Enzym
Pig Pancreas Lipase (PPL) (Schema 7).

OAc

WBr

(:)Ac
43

PPL

Br Phosphat-Puffer pH 7
4d

Schema 7: Enzymatische Racematspaltung von 43 mit Pig Pancreas Lipase.

" bezogen auf 7 g Edukt
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Diese Methode weist gegentiber der von JOHNSON publizierten signifikante Vorteile auf. Das
Enzym/Substrat-Verhdltnis ist mit 1. 5 bei der PPL-Methode sehr gut. Da PPL um einen
Faktor 2000 preiswerter ist als PCL,>* ist das in diesem Arbeitskreis erarbeitete Verfahren als
deutlich tberlegen anzusehen. Wahrend JOHNSON nur kleine Ansétze (7 g Edukt) beschreibt,
konnten in eigenen Arbeiten problemlos auch Mengen von 100 g umgesetzt werden, was die
einfache Bereitstellung grof3er Mengen enantiomerenreiner Ausgangsprodukte sicherstellt.
Zudem konnen beide Produkte in guten Ausbeuten und ee isoliert werden, die Methode von
JOHNSON liefert hingegen 43a in nur mafdiger Ausbeute.

Der malgebliche Vortell ist jedoch die Selektivitdt des verwendeten Enzyms. Das Diacetat
43a wird auch bei langeren Reaktionszeiten nicht umgesetzt. Durch Acetylierung des nach
mehrwdchiger Reaktionszeit erhaltenen Diols und Uberpriifung des
Enantiomerentiberschusses mit Hilfe von chiraler HPLC konnte neben dem Diacetat 43b kein
43a nachgewiesen werden. Gleiches gilt fur das direkt aus der Racematspaltung erhatene
Diacetat 43a, bei dem keine Spuren des Enantiomeren 43b detektiert werden konnten. Die
isolierten Ausbeuten unterschieden sich ebenfalls nicht von den Ansétzen, die nach wenigen
Tagen aufgearbeitet wurden.

Die beiden Verbindungen kénnen einfach durch Digerieren in unpolaren Lésungsmitteln wie
Dichlormethan getrennt werden; nach Umkristallisation werden beide Verbindungen mit
einem Enantiomerentiberschul® von > 99 % isoliert; die Ausbeuten von jeweils 38 % sind
ebenfalls zufriedenstellend. Neben der Ubereinstimmung der fir 43a und 42b erhaltenen
Drehwerte mit Literaturwerten und bereits von BIEN®* und RITTER™ durchgefiihrten
Totalsynthesen, die von den bel der Racematspaltung erhaltenen Produkten ausgingen und die
absolute Konfiguration dieser Edukte bestéatigten, konnte bei einer Rontgenstrukturanalyse™
des Diacetats 43a eine chirde Raumgruppe identifiziert werden. Der erhaltene absolute
Strukturparameter von 0.01 (4) identifiziert 43a ebenfalls as das (1S2R,3R,4S)-Enantiomer.
Das hier beschriebene Verfahren zur Racematspaltung ist auch einem kirzlich publizierten
Verfahren von NicoLOSI® weit Uberlegen, der eine Lipase aus Mucor miehel zur
Racematspaltung von 43 einsetzt. Fur dieses Verfahren gelten dhnliche Bedingungen, die
beschriebenen praparativen Ansatzgréf3en liegen bei 2 g Edukt und das verwendete Enzym ist
ebenfalls um mehr als einen Faktor 1000 teuerer als die in dieser Arbeitgruppe eingesetzte
PPL.
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2.2 Synthesen ausgehend von Diphospho-Konduritol 45

2.2.1 Darstellung des Diphospho-Konduritols 45

Durch Behandlung des Diols 42b mit gepulvertem Kaliumhydroxid und Molsieb in absolutem
Tetrahydrofuran kann in guten Ausbeuten enantiomerenreines anti-Benzoldioxid 44b erhalten
werden (Schema 8). Die Verwendung von Molsieb vermeidet die bei der ersatzweisen
Verwendung von Magnesiumsulfat®’ auftretende Erwarmung bei der Durchmischung des
Kaiumhydroxids mit dem Trockenmittel. Zudem werden Verunreinigungen durch in
Tetrahydrofuran angeléstes Magnesiumsulfat  vermieden. Die hier  vorgestellte
Vorgehensweise stellt eine Verbesserung der von FARKAS™ publizierten Methode dar, da
geringere Mengen Molsieb eingesetzt werden, die Reaktionszeit auf ein Viertel verringert

wird und die Ausbeute der Reaktion um ca. 15 % hoher ist.

@)
.Br
i KOH, abs. THF
Molseb = J
- Br T
H ‘O
OH
42b 44b

Schema 8: Darstellung von anti-Benzoldioxid (44b).

Das Diacetat 43a reagiert unter analogen Bedingungen nur unvollstdndig; auch langere
Reaktionszeiten oder grolere Mengen eingesetzten Kaliumhydroxids fuhren zu keiner
Verbesserung. Erst durch Zugabe geringer Mengen Methanol®® zum Reaktionsansatz |4t sich
ein schneller und vollsténdiger Umsatz beobachten. Die nun erfolgreiche Umsetzung ist
vermutlich auf eine Umesterung des Acetats durch Methanolat zuriickzufihren. Das
entstehende Alkoholat kann nun nicht durch die bel Esterspaltung durch ein Hydroxid-lon
entstehende Essigsaure direkt protoniert werden, greift in einer intramolekularen nucleophilen
Substitutionsreaktion schnell den Bromid-Kohlenstoff an und bildet ein Epoxid (Schema 9).
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Schema 9: Postulierte Mechanismus der Reaktionsbeschleunigung durch Methanol -
Zugabe (am Beispiel einer Acetat-Gruppe).

Auf diese Weise kann die zuvor nétige sauer katalysierte Uberfiinrung des Diacetats 43a in
Diol 42a zur Darstellung des Epoxids 44a vermieden werden.

Das so erhaltene Diepoxid 44 kann durch Nucleophile in Allylposition getffnet werden, was
bereits fir diverse Nucleophile gezeigt wurde.*>*" Das Diphospho-Konduritol 45 kann durch
Umsetzen mit 2,2 Aquivalenten Dibenzylphosphat in Dichlormethan erhalten werden. 45,
dessen Anteill am Produktgemisch im Roh-NMR zu ca. 80 % abgeschétzt wird, kann nach
Umkristallisation aus Essigsdureethylester in 55 % Ausbeute isoliert werden. Das
Diphosphokonduritol konnte so in beiden enantiomeren Formen 45a und 45b dargestellt
werden. Wahrend das racemische Produkt in kaltem Essigsdureethylester nahezu unléslich ist,
war eine signifikant bessere Loglichkeit des enantiomerenreinen Konduritols in organischen
Losungsmitteln, verbunden mit einer niedrigen Kristallisationstendenz zu beobachten. Durch
Umkristallisation aus wenig Essigsiureethylester konnten dennoch beide Verbindungen

(tellweise nach langeren Kristallisationszeiten) in vergleichbaren Ausbeuten rein erhalten

werden.
,|'Q O OIEI OIEI
G I .«OH
Q HO—P(OBr), _ . o
- OH
o) :
P OH
44a 45a 46a

Schema 10: Darstellung von Diphosphokonduritolen am Beispiel von 45a.

Die Umsetzung verlauft unter saurer Katalyse des eingesetzten Dibenzylphosphats, nach
wenigen Stunden ist vollsténdiger Umsatz zu beobachten. Die Identifizierung des

Nebenproduktes der Reaktion bzw. dessen Unterscheidung von dem bei der Mono-Offnung



I1. Diskussion und Ergebnisse 21

entstehenden 47 (vgl. Schema 11) ist nicht trivial. Es konnte mittels Flash-Chromatographie
isoliert und NMR-spektroskopisch untersucht werden. Durch Vergleich mit NMR-Daten
ahnlicher Produkte (z.B. 140) konnte das strukturell verwandte Monodffnungsprodukt 47
ausgeschlossen werden: Im *C-NMR erscheinen die Epoxid-Kohlenstoffe von 46 bei 53,0
und 50,8 ppm. Bei Vorliegen eines Allyl-Epoxid wére eine Verschiebung des Allyl-
Kohlenstoffs zu héherem Feld und somit ein deutlicher Unterschied in der chemischen
Verschiebung zu erwarten gewesen. Zudem spaltet das Phosphor-Signal der Verbindung im
'H-gekoppelten 3*P-NMR-Spektrum in ein Dublett von Quintetts auf. Die 2J(P,H)-Kopplung
ist mit 24,4 Hz ungewohnlich grof3.

-0.60 -0.70 -0.80 -0.90 -1.00 -1.10 -1.20 -1.30 -1.40 -1.50 -1.60 -1.70 -1.80 -1.90
(ppm)

Abbildung 11 **P-NMR-Signal von 46.

Die bestimmende Groi3e fur eine P,H-Kopplung zwischen dem CH-1 des Kohlenstoffrings
und dem Phosphor-Atom der benachbarten Phosphat-Gruppe ist der Dihedral-Winkel @
zwischen diesen beiden Atomen (Betrachtungsweise entlang der C;-O-Bindung, siehe
Newman-Projektion in Abbildung 12)
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Abbildung 12 a) Karplus-Kurve fiir 3J(P-O-C-H)-K opplungen

b) Newman-Projektion von 46.

Betrachtet man die Karplus-Kurve fiir 3J(P,H)-Bindungen®® (Abbildung 12), so erfordert eine
Kopplungskonstante von 24,6 Hz einen Dihedralwinkel von H und P im Bereich von 180°.
Durch Molecular Modelling mit semiempirischen MNDO-Berechnungen konnten sowohl 47
als auch 46 ssimuliert werden. Um auch Wasserstoffbrickenbindung bei der
Geometrieoptimierung beriicksichtigen zu kénnen, wurde anschlief3end fir 46 eine
Dichtefunktional theorie-Rechnung mit dem Programm GAUSSIAN 98 durchgefiihrt.

Dabei ergibt sich fir 46 folgende V orzugskonformation (Abbildung 13)

Durch Annahme einer Struktur fir 46, bel der der Phosphat-Rest endo zum Ring angeordnet
ist, kann ein Energiezustand erreicht werden, der glinstiger ist als die eigentlich zu erwartende

Konfiguration, bel der die Phosphat-Gruppe exo, und somit in der Ringebene orientiert ist.
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Abbildung 13 Berechnete Struktur von 46

A) Seitenansicht, B) Blick auf den Cyclohexenring
C) Darstellung des Dihedralwinkels zwischen H-1 und P (griin hervorgehoben).
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Rationalisiert werden kann die Bevorzugung einer derartigen Struktur durch die auf diese
Weise mdgliche Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen der OH-Gruppe an
C-4 und der P=O-Bindung der Phosphat-Gruppe in 46. Der bei der Dichtefunktionaltheorie-
Berechnung ermittelte Abstand zwischen H-1 und dem Sauerstoff der P=O-Gruppe von 1,87
A liegt im Bereich einer Wasserstoffbriickenbindung, was auch an der Darstellung als
Kaottenmodell gut erkennbar ist. Der Dihedralwinkel der (P-O-C-H)-Bindung wurde auf
diese Weise zu 167° berechnet, was einer Kopplungskonstante von deutlich tber 20 Hz

entspricht und sich somit gut mit den experimentell ermittelten Daten deckt.

Im Vergleich dazu wére bei 47 eine Wasserstoffbrickenbindung zwischen der P=O-Bindung
des Phosphats und der Hydroxy-Gruppe von C-2 méglich; dazu muf3 die Phosphat-Gruppe
aber pseudo-aquatorial orientiert sein. Diese Annahme wurde durch semiempirische AM1" -
Berechnungen mit dem Programm HY PERCHEM® ebenfalls gestiitzt, der ermittelte Abstand
zwischen dem Wasserstoff-Atom der Hydroxy-Gruppe und dem Sauerstoff-Atom des
Phosphats betragt nach dieser Rechnung 2,16 A. Der ermittelte Dihedralwinke! fir die (P-O-
C-H)-Einheit in 47 liegt bei ca 12°, was einer GroRenordnung der 3J(P,H)-Kopplung von
etwa 12 Hz entspricht. Dieser Winkel ist durch die Ungenauigkeit der durchgefihrten
semiempirischen Rechnung fehlerbehaftet, liegt aber in einer vergleichbaren GréfRenordnung

zum tatsachlich ermittelten Wert von 7,9 Hz.

Abbildung 14: Berechnete Struktur fir 47.

" AM1 ist eine SCF-Berechnungsmethode, die eine Waeiterentwicklung von MNDO darstellt. Durch diese
Methode ist zumindest eine gewisse Berlicksichtigung von Wasserstoffbriickenbindungen mdglich.



I1. Diskussion und Ergebnisse 25

Die Bildung von 46 kann entweder durch stereospezifischen Sy -Angriff auf anti-
Benzoldioxid 4 oder durch Payne-Umlagerung aus dem monogetffneten Produkt 47
geschehen (Schema 11).

o[P) o[P]

|O O /\ -'O O
o & I G I OH
[ i (BnO),P—OH HO—P(OBn),
- - 5 - !
OH SN'-Angriff Payne_ -"IO
UO o0 Umlagerung
OH
46 44 47 46

Schema 11 Unterschiedliche Entstehungsmechanismen fir 46.

Durch Einsatz groferer Mengen Phosphats konnte keine deutliche Verschiebung des
Produktverhdltnisses erreicht werden; die Reaktion liefert auch in verschiedenen anderen
Losungsmitteln wie Acetonitril oder Tetrahydrofuran ein vergleichbares Produktverhdtnis,
die Reaktionsgeschwindigkeit war allerdings geringer. Der Versuch, die geringe Loslichkeit
des Produkts in Essigsaureethylester zu einer Gleichgewichtsverschiebung zugunsten von 45
auszunutzen, fuhrte ebenfalls nicht zu einer Verbesserung, obwohl nach kurzer Zeit en
farbloser Feststoff aus der Reaktionsosung ausfiel, blieb das Verhdltnis von 45 zu 46
konstant.

Diese Ergebnisse weisen ebenfalls auf das Vorliegen von 46 als Nebenprodukt hin, da sich der
Anteil des reaktiven Monoepoxids 47 durch Phosphatzugabe oder Ausféllen des
Reaktionsproduktes herabsetzen lassen sollte. Offenbar ist das Gleichgewicht zwischen 46
und 47 unter den vorliegenden sauren Reaktionsbedingungen nicht schnell genug, um eine
Nachbildung des reaktiven Allylepoxids 47 bei nucleophiler Offnung zu gewdahrleisten.

Ein Kontrollexperiment, bei dem anti-Benzoldioxid mit einem Aquivalent Dibenzyl phosphat
umgesetzt wurde, fiihrte zum Auftreten eines zusétzlichen Signals im *P-NMR-Spektrum bei
0,3 ppm, das *H-gekoppelt als Quintett erschien (Abbildung 15). Dieses Signal ist bei Einsatz
von 2,2 Aquivalenten Dibenzylphosphat nicht zu beobachten und wurde 47 zugeordnet. Bei
0,58 ppm ist das Signal von Phosphokonduritol 45 zu sehen, das schon zu einer betréchtlichen
Menge gebildet wurde (die Signalintensitét ist durch die C,-Symmetrie des Molekils
verdoppelt), obwohl in der Reaktionddsung noch anti-Benzoldioxid vorhanden war
(*H-NMR-spektroskopisch nachgewiesen). Dieses Resultat ist insofern bemerkenswert, als

daid die Offnung von anti-Benzoldioxid zum einen durch dessen Ringspannung begiinstigt
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sein sollte, zum anderen die kinetische Wahrscheinlichkeit aufgrund seiner C,-Symmetrie
doppelt so grol3 ist wie bei dem Mono6ffnungsprodukt 47 ist. Offenbar erfolgt aber dennoch
zum Teil bereits die zweite Offnung des Monoepoxids 47 zu 45.

Dibenzylphosphat ist fast vollstandig abreagiert und erzeugt ein Quintett bei 0,4 ppm, das eine
sehr geringe Signdintensitét aufweist. Das Signal, das 46 zugeordnet wird, erscheint
wiederum als charakteristisches Dublett von Quintetts. Bemerkenswert ist, dal3 die Integrae
von Diphospho-Konduritol 45 und Mono6ffnungsprodukt 47 zusammen verglichen mit dem
Integral des Sy'-Produktes ein Verhéltnis von 70:30 ergeben. Dieses Resultat liegt ca. 10 %
Uber der bei der praparativen Darstellung von 45 erhaltenen Menge von 47 und deckt sich mit
den Ergebnissen der Phosphat-Testreihe, bei denen der Antell von 46 im Reaktionsgemisch
durch Erhéhung der Phosphatmenge nur geringfligig verringert werden konnte.

Unter Berticksichtigung der hier erzielten Ergebnisse scheint es so zu sein, dal3 das gebildete
Monooffnungsprodukt 47 bei Vorhandensein ausreichender Mengen Phosphats fast
vollstandig zu 45 abreagiert. 46 reagiert hingegen nicht weiter; ein Gleichgewicht zwischen 46

und 47 ist also offensichtlich zu langsam, um einen Einfluld auf den Reaktionsverlauf zu

nehmen.
ofp] o[P]
~" “NOH
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Abbildung 15; 3'P-'H-gekoppeltes NMR Spektrum der Umsetzung von anti-Benzoldioxid
mit einem Aquivalent Dibenzylphosphat.
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Eine eindeutige Aufklérung des Reaktionsverlaufs ware durch Umsetzung von in 1- und 4-
Position deuteriertem anti-Benzoldioxid mdglich. Hier wirden Sy-Angriff und Payne-
Umlagerung zu zwel verschiedenen Produkten fihren, der bevorzugte Angriff konnte also
durch NMR-spektroskopische Bestimmung der Position der Deuterium-Atome bestimmt
werden. Deuteriertes anti-Benzoldioxid kann durch Reduktion von Dibromdion 41 mit
Natriumbordeuterid und anschlief3ende Behandlung mit Kaliumhydroxid erhalten werden
(Schema 12). Experimente von FARKAS™ zum Angriff von C-Nucleophilen (MeLi, BuLi) auf
deuteriertes 44 deuten in dem von ihm untersuchten Fall auf einen Sy -Angriff hin. Die
Ergebnisse konnen aber nicht ohne weiteres auf diesen Fall Ubertragen werden, da der

Reaktionsverlauf entscheidend vom eingesetzten Nucleophil abhangt.

D oH
41 48 49

Schema 12: Darstellung von 1,4-dideuteriertem anti-Benzoldioxid.

Eine Erklarung fur den hohen Anteil von 46 liefert folgende Annahme:

Esist moglich, dal? die saurekatalysierte Aktivierung des Epoxids und der nucleophile Angriff
durch en Molekil Dibenzylphosphat erfolgen. In diesem Fal konnte sich das
Dibenzylphosphat so anordnen, dal3 die P=O-Doppelbindung paralel zu der C=C-
Doppelbindung  liegt, was durch eine Stabiliserung durch pr-dr-Wechselwirkungen
beglinstigt werden kann. Die so stabilisierte Lage der P=O-Doppelbindung wirde nun einen
Angriff auf die Doppel bindung begiinstigen. So kann iber einen cyclischen Ubergangszustand
in einer konzertierten Reaktion ein Angriff eines Elektronenpaares auf die Doppelbindung
erfolgen, das so gebildete Alkoholat kann direkt das Proton des Dibenzylphosphats
abstrahieren (Schema 13).
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Schema 13: Simultane Aktivierung des Epoxids und Sy -Angriff durch Dibenzylphosphat.

Das zur Offnung verwendete Dibenzyl phosphat wurde durch Oxidation von Dibenzylphosphit
mit Kaliumpermanganat nach einer leicht modifizierten Vorschrift von BROWN®! dargestellt;
die Ausbeuten waren mit 60 % allerdings nicht optimal. Ein Grund dafUr durfte die leichte
Abspaltung bzw. Oxidation von Benzylgruppen sein. Der Einsatz von anderen
Oxidationsmitteln wie Natriumhypochlorit, Brom oder Wasserstoffperoxid fihrte zu keiner
Verbesserung. Versuche zur Darstellung von Dibenzylphosphat durch doppelte Alkoholyse
von Phosphorylchlorid mit Benzylalkohol, gefolgt von Hydrolyse des verbliebenen Chlorids
fuhrte nur zu einem Produktgemisch.

Die Umsetzung von Phosphorpentoxid mit Benzylalkohol lieferte ein Reaktionsgemisch, das
im wesentlichen aus Mono- und Dibenzylphosphat bestand. Eine Trennung dieser beiden
Hauptbestandteile aufgrund ihrer unterschiedlichen Aciditédt und Wasserléslichkeit gelang
jedoch nicht.

2.2.2 Darstellung von Ins(1,4)P (14a) und Ins(3,6)P, (14b)

2.2.2.1 Synthese

Die Darstellung der beiden enantiomeren Inositolbisphosphate Ins(1,4)P; (14a)und Ins(3,6)P.
(14b) ist aufgrund der Lage der Phosphatgruppen im jeweilig verwendeten Ausgangsmaterial
45a und 45b denkbar einfach. Durch cis-Dihydroxylierung und anschlief3ende
hydrogenolytische Abspaltung der Benzylgruppen sind beide Enantiomere gut zuganglich
(Schema 14).
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Schema 14: Darstellung von Ins(1,4)P, (14a).

Zur cis-Dihydroxylierung von Cyclohexen-Derivaten hat sich insbesondere das sehr reaktive
Rutheniumtetroxid bewéhrt, das bei der Resktion in-situ aus Rutheniumtrichlorid und
Natriummetaperiodat gebildet wird. Diese von SHING® als ,Blitz-cis-Dihydroxylierung*
publizierte Methodik zeichnet sich durch geringere Toxizitét des Reagenzes im Vergleich zu
Osmiumtetroxid und kurze Reaktionszeiten, die im Bereich weniger Minuten liegen, aus.
Zudem liefern derartige Konduritol-Systeme mit anderen Dihydroxylierungsreagenzien wie
Kaliumpermanganat oder Osmiumtetroxid geringe oder gar keine Umsdtze. Obwohl von
RITTER® die Dihydroxylierung von Dibenzyl-Konduritol-B (80) mit Osmiumtetroxid
beschrieben wurde, so waren die Umsatzraten mit 62 % doch nicht zufriedenstellend und auch
die Umsatzgeschwindigkeit, die mehrere Tage betrug, war zu gering. Der im Vergleich zu 80
dramatisch erhohte sterische Anspruch der sperrigen Dibenzyl phosphat-Gruppe in 45 schirmt
die Doppelbindung des Konduritols gegentiber einem Angriff eines Dihydroxylierungsmittels
weiter ab, aus diesem Grund ist es nicht erstaunlich, dal3 in eigenen Arbeiten mit

Osmiumtetroxid kein Umsatz erzielt werden konnte.

Insbesondere die Darstellung des racemischen Inositols 50 bereitete insofern Probleme, as
da3 das Edukt in dem von SHING standardméllig verwendeten LGsungsmittelsystem
(Essigsaureethylester:Acetonitril 1:1) nicht 16dlich ist. Auf die Anwesenheit von Acetonitril
konnte jedoch nicht verzichtet werden, da es zur Regeneration des aktiven Ruthenium-
Komplexes bendtigt wird.®® Durch Einsatz von Dichlormethan anstelle von
Essigsdureethylester als Cosolvens konnte dieses Problem aber beseitigt werden. Das bei der
Reaktion entstehende Tetrol 50 weist durch seine lipophilen Benzylgruppen einerseits, durch
die hydrophilen Phosphat- und Hydroxy-Gruppen andererseits sehr ambiphilen Charakter auf.
Die Phasentrennung konnte durch Modifikation des Extraktionsmittels stark beschleunigt

werden. 50 konnte somit in beiden enantiomeren Formen in 98 % Ausbeute isoliert werden.
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Die hydrogenolytische Abspaltung der Benzylgruppen verlief in Ethanol-Wasser-Gemischen
(1:1) mit Palladium auf Kohle unproblematisch. Zu beachten ist lediglich, dal3 die
Reaktionsdauer nicht tberméfdig lang sein sollte. Die bei der Abspaltung der Benzylgruppen
freigesetzte Phosphatgruppe besitzt eine betrachtliche Aciditét und kann die sauer katalysierte
Migration von Phosphatgruppen bewirken (Schema 15).

%) Oy /OH
OP(OH), O/P‘O O OH
_— _—
HO” ™" “OH HO™ ~~ "OH HO” ™" “OH
OP(OH), OR(OH: OP(OH),
O L o O
S0a 5la

Schema 15: Sauer katalysierte Phosphatmigration am Beispiel von 14a.

Durch Reaktionsftihrung in fltichtigen Puffern wie Ammoniumacetat oder Ammoniumformiat
oder durch Zugabe von Natriumhydrogencarbonat zur Reaktionsldsung kann die Aciditédt der
freigesetzten Inositolphosphate kompensiert werden, wie in Arbeiten von PoTTER* und
anderen gezeigt werden konnte. Auch PODESCHWA® setzte Puffersysteme bei Hydrierungen
erfolgreich bei der Synthese von Mycothiol-B ein.

Bel der Synthese dieser Verbindung wurde jedoch auf den Einsatz von Puffern verzichtet, da
NM R-spektroskopisch nach Hydrierdauern von 12 h noch kein Migrationsprodukt feststellbar
war.

Die Abspatung verlauft quantitativ und das erhaltene Produkt ist analysenrein,
Nebenprodukte sind auch durch HPL C-Analysen nicht nachweisbar.

Die Synthese ist mit 98 % Ausbeute (ausgehend von 45) im Vergleich zu literaturbekannten
Verfahren voll konkurrenzfdhig und ermdglicht einen einfachen Zugang zu beiden

Enantiomeren in nur zwel Reaktionsschritten.

2.2.2.2 Einschub: NMR-Spektroskopische Unter suchungen von I nositol phosphaten

Myo-Inositolderivate zeichnen sich durch charakteristische Signalstrukturen der Ringprotonen
aus, die durch die relative Lage der einzelnen Protonen zu ihren Nachbarn bedingt sind
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Stellung der Ringprotonen im myo-Inositolgrundgerust.

Durch die relative Lage der Ringprotonen zueinander kommt es zu cis- oder trans-
Kopplungen, die sich in ihrer GroRe signifikant unterscheiden. Wahrend eine 33, 4 (trans)-
Kopplung axialer Protonen im Bereich von 7-10 Hz liegt, betragt die 33,4 (cis)-Kopplung
lediglich 2,5-3 Hz. Da bei unphosphorylierten Inositolsystemen jedes H-Atom mit zwel
benachbarten, nicht dquivalenten Protonen koppelt, wére jeweils ein Dublett von Dubletts zu
erwarten. Je nach relativer Lage der Kopplungspartner und Auflésung des Spektrum kann es
aber zu Uberlagerungen kommen. Liegen zwei cis- oder trans-Kopplungen vor, so erscheinen
die Signale als Pseudotriplett. Bei schlechter Auflésung des Spektrums kann es durch den
geringen Beitrag der cisKopplungen zu einer weiteren Vereinfachung kommen. Die

Kopplungsverhaltnisse sind in Tabelle 2 zusammengefalt:

Position Kopplungs- Kopplungs- Signal Signa
partner 1 partner 2 (gute Auflésung) (schlechte
Auflésung)
H; H2 (cis) Hs (trans) dd Yd
H, H; (cis) Hs (cis) Wt WYs
Hs Ha (cis) H, (trans) dd ¥d
Ha H3 (trans) Hs (trans) Pt Yt
Hsg H, (trans) Hs (trans) Pt Yt
He H; (trans) Hs (trans) Yt Yt

Tabelle 2: Kopplungsverhdtnisse im unphosphorylierten Inositol
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Weitere Informationen sind aus der chemischen Verschiebung zu erhalten. Bei pH 6 liegen die
chemischen Verschiebungen des freien myo-Inositols im Bereich von 3,26 (Hs) bis 4,04 ppm
(H,).?® Die dem aguatorial-standigen Wasserstoff benachbarten Protonen H; und Hs erzeugen
ein Signa be 3,52 ppm, die beiden von axialstandigen H-Atomen umgebenen Protonen Hy
und Hg erscheinen bel 3,61 ppm. Beachtenswert ist die starke Tieffeldverschiebung des
dguatorialstandigen Wasserstoffes H,, die (insbesondere in Verbindung mit der
charakteristischen Signalaufspaltung, s. Tab. 6) meist eine leichte Identifizierung dieser
Position erlaubt. Anhand von *H,*H- und **C,*H-COSY -Spektren sollte dann in den meisten

Féllen eine Strukturaufklérung maoglich sein.

Die Phosphorylierung einer OH-Funktion bewirkt eine Tieffeldverschiebung des zugehtrigen
Ringprotons um ca. 0,5 ppm, die o- bzw. B-Positionen zeigen eine analoge, wenn auch
schwachere Verschiebung um ca. 0,1 bzw. 0,05 ppm. Desweiteren tritt eine *J(P,H)-K opplung
in der Grofdenordnung von 7-10 Hz auf. Fernkopplungen des Phosphors zu anderen
Ringprotonen sind normalerweise nicht zu beobachten. Auch im **C-NMR-Spektrum wird bei
Phosphorylierung einer Position eine Tieffeldverschiebung um ca. 5 ppm beobachtet, zudem
sind 2J(P,C) und 3J(P,C)- Kopplungen zu beobachten, die in einer GréRenordnung von ca. 5
Hz liegen. Das Auftreten dieser C,P-Kopplungen kann im **C-NMR-Spektrum zu Problemen
flhren, da zum einen einzelne Signale nur as Multiplett vorliegen, zum anderen die
Signalintensitdt im Vergleich zu nicht aufgespaltenen Signalen drastisch abnimmt.

Die aus einer Phosphorylierung resultierenden *H-Signalformen sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Position Kopplungs- Kopplungs- Signal Signal
partner 1 partner 2  (gute Auflésung)  (schlechte Aufldsung)
Hi H, (cis) He (trans) dwt Yt
H, H; (cis) Hs (cis) dwt Yd
Hs H2 (cis) H, (trans) dwt Yt
Hy Hs (trans) Hs (trans) Yq Yq
Hs H, (trans) Hs (trans) Yq Yq
He Hj (trans) Hs (trans) Yq ¥q

Tabelle 3: Kopplungsverhdtnisse im phosphorylierten Inositol.
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Weitere Strukturinformationen sind Phosphor-entkoppelten *H-NM R-Spektren zu entnehmen.
Auf diese Weise sind phosphorylierte Positionen durch eine Vereinfachung des betreffenden
Signals im Vergleich zum *H-NMR-Spektrum zu identifizieren, was in verschiedenen Falen
die Aufnahme von COSY-Spektren uUberflissig macht. Zudem konnen auftretende
Dacheffekte Hinweise geben. Beispielhaft ist das Phosphor-gekoppelte und das Phosphor-
entkoppelte *H-NM R-Spektrum von Ins(1,2,3,4)P, (61a) gezeigt

He Hs

Ha
H> Hs Hi

T T T T T T T T e e R R kT
4.80 470 460 450 440 430 420 410 400 390 380 370 3.60 3.50
(ppm)

Abbildung 17: Vergleich von *H- und *H{*'P}-NMR-Spektren von Ins(1,2,3,4)P, (61a)
(pH = 6)

Ein wichtiger Faktor bel der Lage der Signade von Ringprotonen freigesetzter
Inositolphosphate ist der pH Wert der Probe. Zum einen spielt der Protonierungsgrad der
Phosphatgruppen bei der Entschirmung durch diese Gruppen eine Rolle, zum anderen kann
bei hochphosphorylierten Verbindungen auch eine Inverson der Sesselkonformation
vorliegen. So ist beispielsweise von Phytinsaure® und InsPs-Isomeren® bekannt, da sie bei
alkalischem pH nicht in der normalerweise gunstigeren Sesselform vorliegt, bel der bis auf
den Substituenten in 2-Position alle Gruppen &guatorial orientiert sind. Bel steigendem
Deprotonierungsgrad ist eine ké&figartige Struktur, bei der moglichst viele Substituenten axial
angeordnet sind, begunstigt, da durch Komplexierung von Kationen und durch Ausbildung
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von Wasserstoffbriickenbindungen zu Wasser die Abstol3ung der negativen Ladung minimiert

werden kann (Abbildung 18).
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Abbildung 18: pH-abhangige Konformationsunterschiede bel Phytinsaure.

Der Einflul des pH-Wertes auf das NMR-Spektrum konnte an der hier synthetisierten
Verbindung Ins(3,6)P, (14b) demonstriert werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: *H-NMR-Spektren von Ins(3,6)P> (14b) bei pH 1.5 (A), 6.0 (B) und 9.5 (C)).

Wie man sieht, bewirkt der Wechsel von saurem zu anndhernd neutralem pH (pH 6) starke

Veranderungen. Die weitere Verschiebung des pH’s nach 9 bewirkt hingegen nur noch eine
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geringfugige Hochfeldverschiebung der Protonen. Eine auf einem Inkrementsystem
basierende Untersuchung von NMR-Spektren von Inositolphosphaten bel pH 6 und 9 findet
sich bei ScHoLZz.% Bei anderen, insbesondere bei hdherphosphorylierten Inositol phosphaten

treten grofRere Unterschiede zwischen pH 6 und 9 auf.

2.2.2.3 Einschub: Inositol phosphatnachweis durch Nachsaulenderivatisierung

Der Nachweis und die Quantifizierung von Inositol phosphaten werden derzeit im Arbeitskreis
VOGEL durch eine Nachsaulenderivatiserung im Anschlu® an die HPLC-Trennung
durchgefiihrt. Diese von MAYR™ 1990 eingefiihrte und im Arbeitskreis VOGEL stark
verbesserte Methode ermdglicht die Detektion von Inositol phosphat-Mengen im nanomolaren
Bereich. Etabliert wurden zwei unterschiedliche Systeme zur Elution des verwendeten
Anionenaustauschers Mono Q. Das eine, im folgenden als ,saures System* bezeichnet,
verwendet als Elutionsmittel eine SalzsaurelGsung und ist insbesondere fir die Trennung von
hoherphosphorylierten Verbindungen (InsP, und InsPs) geeignet. Einen speziellen Gradienten
zur Trennung von InsPs-1someren stellt das als ,, alkalisches System® bezeichnete System dar,
das auf Elution mit Tris-gepufferten Kaliumchlorid-Lésungen (pH 8,5) beruht. Diese sehr
leistungsfahige Trennmethode ist in der Lage, in einem Lauf sieben InsP;-1somere zu trennen
(siehe Standard in Abbildung 49, Seite 117).

Der Nachweis beruht auf einer Verdrangung des Liganden aus einem orangerot geféarbten
Yttrium(l11)-PAR-Komplex (PAR = 4-(2-Pyridylazo)resorcinol) durch Inositolphosphate. Da
die durch den freien Farbstoff verursachte Extinktion bei 546 nm deutlich geringer ist as die
des Y3-PAR-Komplexes, tritt bei Elution eines Inositolphosphats ein negatives
Absorptionssignal auf. Das ermoglicht eine Detektion.

Es ist einfach ersichtlich, dal’ die Komplexierungstendenz einzelner Inositolphosphate zum
einen stark von deren Phosphorylierungsgrad, zum anderen aber auch von der Lage der
Phosphatgruppen im Ring bzw. zueinander abhangt. Somit muf3 fir die Quantifizierung jedes

Inositol-1somers zundchst eine Eichung erstellt werden.

2.2.2.4 Komplexierungstendenz verschiedener Inositol bisphosphate

Ins(1,4)P, (14a) ist das mit dem oben beschriebenen Verfahren am schlechtesten
nachzuwei sende InsP,-Isomer. Da die beiden Phosphatgruppen an entgegengesetzten Seiten

des Ringes angeordnet sind und trans zueinander stehen, ist ein Chelatisierungseffekt bei der
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Komplexierung von Yttrium-lonen ausgeschlossen. Durch die Synthese verschiedener
Inositolbisphosphate konnte die Verbindung von Lage der Phosphatgruppen zueinander und
Komplexierung durch das betreffende Inositolphosphat demonstriert werden.

Verglichen wurden Ins(1,6)P,, das im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurde (siehe
Abschnitt 2.6.1.2.1), Ins(1,5)P; (von ANDERSCH'* synthetisiert) und das hier beschriebene
Ins(1,4)P, (144).

I ns(1,4) P, | ns(1,5) P,
Ins(1,6)P»

0 5 10 15 20 25 30 35 40

t [min]

Abbildung 20: HPL C-Chromatogramm der Trennung von drei 1nsP,-1someren:

Ins(1,6)P,: 5 nmol; Ins(1,5)P,: 50 nmol; Ins(1,4)P,: 100 nmol.

Diese drei Verbindungen wurden auch an DIONEX zu Testzwecken eingesandt. Dabei sollte
zum einen die Leistungsfahigkeit einer von ihnen vertriebenen HPLC-Anlage demonstriert
werden, zum anderen die Vorzige enes Inositolphosphatnachweises  Uber
Leitfahigkeitsmessungen aufgezeigt werden. Die M essungen ergaben
Nachweisempfindlichkeiten von ca. 25 pmol, was eine Verbesserung der bisher fur diese
V erbindungen erreichbaren Grenzen um einen Faktor von bis zu 1000 bedeutet. Zudem ist die
Nachweisempfindlichkeit bei diesem Verfahren von der relativen Lage der Phosphatgruppen

zueinander unabhangig.
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2.2.2.5 Biologische Bedeutung

Waéhrend Ins(3,6)P, (14b) nicht natirlich vorkommt, ist Ins(1,4)P, (14a) ein héaufig
auftretendes Isomer, das durch Dephosphorylierug von Ins(1,4,5)P; (12b) durch eine 5-
Phosphatase entsteht. Untersuchungen von SYLVIA’® zeigten eine Aktivierung einer DNA-
Polymerase in menschlichen Fibroblasten durch 14a. Ahnliche Effekte konnten bei

Ochsennierenzellen” festgestel It werden.

2.2.3 Darstellung von Ins(1,4,5,6)P4 (54a) und 1ns(3,4,5,6)P4 (54b)

Bei dem Enantiomerenpaar 54a und 54b waren zuvor in der Literatur widersprichliche
Drehwert-Daten publiziert worden.”® Da firr beide diese Enantiomere auch wichtige
(unterschiedliche) biologische Funktionen festgestellt werden konnten (siehe unten), war eine
eindeutige Bestimmung der Absolutkonfiguration dieser beiden Enantiomere von grofiem

Interesse.

2.2.3.1 Synthese

Die Synthese des biologisch interessanten Enantiomerenpaares 1ns(1,4,5,6)P, (54a) und
Ins(3,4,5,6)P,4 (54b) konnte ausgehend von 45a bzw. 45b realisiert werden (Schema 16).

o[Pl
.0 __DABP ' RuCI3 O Pd/C :
1H TH-Tetrazol Nal Oy
é@

45a 52a 53a 54a

Schema 16: Synthese von Ins(1,4,5,6)P, (54a).

Eine Phosphorylierung der freien OH-Gruppen konnte mit 3-Diethylamino-2,4,3-
benzodioxaphosphepan (DABP) in Gegenwart von 1H-Tetrazol, gefolgt von anschlief3ender
Oxidation des resultierenden Phosphits mit m-Chlorperbenzoeséure, erreicht werden. Bei der
von OzAkI™ entwickelten Methode, die eine Variante der Phosphorylierung durch
Dibenzylphosphoamidite darstellt,” wird die Phosphitylierung des Alkohols durch Umsatz
mit zwei Aquivalenten Phosphorylierungsreagenz und vier Aquivalenten Tetrazol erreicht.

Durch das as Hilfssdure zugesetzte 1H-Tetrazol wird die P-N-Bindung des Reagenzes

geschwécht. Aus diesem Grund kann die Hydroxy-Funktion des zu phosphorylierenden
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Alkohols nucleophil am Phosphor angreifen und das Amin substituieren (Schema 17). Das
entstehende Phosphit muf3 nun noch oxidiert werden; gebréuchlich ist vor alem m-

Chlorperbenzoesiure, es sind aber auch Oxidationen mit Wasserstoffperoxid beschrieben.

N

o - @) _
SP—NE, 1H-Tetrazol ~P—NHEL, R—OH (O P_OR
- ' + -
o o ® -HNET, -H o}
56

55

Schema 17: Phosphitylierungsreaktion mit Phosphoamiditen wie DABP (55).

OzAKI beschreibt in der genannten Quelle die Zugabe limitierter Mengen Wassers zum
Reaktionsansatz vor der anschlieRenden Oxidation. Auf diese Weise soll das im Uberschuid
eingesetzte Reagenz hydrolysiert und eine spétere Aufarbeitung erleichtert werden. In nach
dieser Vorgehensweise synthetisierten Produkten war in  massenspektroskopischen
Untersuchungen immer ein Signal von [M+18] zu finden, das in betréchtlichen Mengen
auftrat. Dieses Resultat kann dadurch erklart werden, dal3 das zugesetzte Wasser nicht nur den
Siebenring des Phosphoamidits, sondern auch den des phosphitylierten Konduritols spaltet.
Durch Verzicht auf Wasser und Einsatz von trockener m-Chlorperbenzoesaure zur Oxidation
des Phosphits zum Phosphat konnte schliefdlich phosphoryliertes 52 in beiden enantiomeren
Formen gewonnen werden, bei dem keine Spaltprodukte nachwei sbar waren.

Bel Verlangerung der Reaktionsdauer Uber Nacht konnte zudem die Menge eingesetzten
Phosphorylierungsreagenzes von zwei Aquivalenten auf 1,3 Aquivalente pro zu
phosphorylierender OH-Gruppe reduziert werden, ohne dald sich die Ausbeute verringerte.
Auch die Menge des verwendeten 1H-Tetrazols konnte auf diese Weise von vier auf 1,5
Aquivalente reduziert werden.

Eine Aufreinigung des erhaltenen Rohprodukts, das nach NMR-Spektren lediglich aus
oxidiertem Phosphorylierungsreagenz und vollsténdig phosphoryliertem Produkt 52a besteht,
ist (unter Ausbeuteverlust) durch Flash-Chromatographie mdglich. Diese Verluste sind
wahrscheinlich auf Dephosphorylierung an Silicagel zurtickzuftihren, wie im folgenden (vgl.
Kapitel 2.2.4.1) noch gezeigt werden wird.

Die beiden unterschiedlichen Phosphat-Gruppen kénnen im *'P-NMR-Spektrum einfach
unterschieden werden (Abbildung 21). Bei den in 1- und 4-Position vorliegenden
Dibenzylphosphaten liegt die 3J(P,H)-Kopplung zu den CH.,-Gruppen in einer ahnlichen
GroRenordnung, wie die 3J(P,H)-Kopplung zu C-1/4, deshalb erscheint das Signa als
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Pseudosextett (A). Durch die Fixierung des Siebenrings in den Xylylphosphatgruppen in 2-
und 3-Position sind dort die Methylenprotonen alle magnetisch indquivaent; sie bilden mit
dem Phosphor-Atom ein AA"BB”X-Spinsystem (B).

Diese Eigenschaft schlagt sich auch in den 'H-NMR-Spektren &hnlich phosphorylierter
Verbindungen nieder; im Bereich von 3,8 bis 4,7 ppm finden sich meist breite, nicht
auswertbare Multipletts, von denen auch Signale der Ringprotonen Uberlagert werden.
Deshalb stellt das Phosphor-Spektrum eine gute Mdglichkeit dar, eine erfolgreiche
Umsetzung festzustellen.

(A)

om ®
(A)

(B)

Abbildung 21: *'P-NMR-Spektrum von Konduritol 52

2.2.3.2 Einschub: Darstellung des Phosphorylierungsreagenzes 55
Das Phosphorylierungsreagenz 55 wurde wie folgt hergestellt (Schema 18):

OH

OH O
NB o PINEh; T > ooPNE

PCly
57 55

Schema 18: Darstellung des Phosphorylierungsreagenzes 55.
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Zunachst wurde nach einer Vorschrift von ReGITZ’’ Tris(diethylamino)phosphit (57)
dargestellt. Dabei wird Phosphortrichlorid mit sechs Aquivalenten Diethylamin umgesetzt.
Der bei der Reaktion entstehende Chlorwasserstoff wird durch Uberschiissiges Amin as
Hydrochlorid ausgeféllt und kann anschlief3end durch Extraktion mit Wasser einfach entfernt
werden. Nach Destillation im Hochvakuum kann 57 in 80 % Ausbeute isoliert werden.

57 zeichnet sich durch gute Substituierbarkeit der Diethylaminogruppen aus,; durch dr-pr-
Wechselwirkungen konnen zwel der drei Aminofunktionen ohne zusétzliche Aktivierung
substituiert werden. Erst bei Angriff auf die dritte Amino-Funktionalitat ist, wie oben gezeigt,
die Aktivierung durch eine Hilfssdure nétig. Aus diesem Grund kann die Bildung von 55
durch Umsetzung von 57 mit Phthalylalkohol (1,2-Benzoldimethanol) ohne Saureaktivierung
erfolgen, eine Gleichgewichtsverschiebung erfolgt durch Abdestillation des entstehenden
Diethylamins. Nach Destillation im Hochvakuum erhé@lt man das Reagenz 55 in 58 %
Ausbeute.

Der fur die letztgenannte Reaktion bendtigte Phthalylalkohol ist einfach durch Reduktion von
Phthal sdurediethylester (Palatinol A) mit Lithiumaluminiumhydrid darzustellen; man erhalt
eine Ausbeute von 80 % nach Umkristallisation.

Nach erfolgreicher Phosphorylierung konnten die beiden enantiomeren Konduritole 52a/b

nach den Standard-Bedindungen von SHING  in Essigsdureethylester:Acetonitril (im
Verhdtnis 1:1) cis-dihydroxyliert werden und lieferten die geschiitzten Inositole 53a / 53b in
jeweils 87 % Ausbeute. Es wurden keine Zersetzungsprodukte durch eventuelle Periodat-
Spaltung der Doppelbindung beobachtet, so dal3 auch l&ngere Reaktionszeiten als die von

SHING beschriebenen drei Minuten verwendet werden konnten.

Auch die anschlieRende Freisetzung der Inositoltetrakisphosphate 54a und 54b verlief
problemlos; nach Hydrogenolyse erhielt man beide Produkte als NMR-saubere Feststoffe in
95 % Ausbeute. Um eine fur biologische Untersuchungen ausreichende Reinheit zu

gewdhrleisten, wurden beide Produkte tber HPL C weiter aufgereinigt.

Durch Aufnahme von *H-'H-COSY-NMR-Spektren konnten die Signale aller Ringprotonen
eindeutig zugeordnet werden. Ausgehend von dem charakteristischen Signal des H-2 bel 4,22
ppm und unter Zuhilfenahme der in Kapitel 2.2.2.2 beschriebenen Aufspaltungsmuster ergibt
sich die getroffene Zuordnung (Abbildung 22).
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Abbildung 22: *H-'H-COSY von Ins(1,4,5,6)P, (54a).

2.2.3.3 Korrelation der erhaltenen Drehwerte mit Literaturdaten.

Bidlang sind drel Synthesen literaturbekannt.

Autor Ins(1,4,5,6)P4 54a Ins(3,4,5,6)P, (54b)
BRUzIK® et a, (1992) +6.2

(c=2.15, H,0, pH = 9.5)
BrRUZIK” et al, +6.2
Corrigendum (1994) (c=2.15,H,0, pH =9.5)
OGASAWARA™ et al. (1994) |-10.2 +9,8

(c=2.46, H,0, Na-Salz) (c=1.43,H,0, Na-Salz)
SCHULTZ™ et al. (1995) +8.0 -5,6

(c=1.1, H,0, pH = 7.0) (c=0.2, H,0)
Eigene Resultate -4.8 +4.1

(c=2.7, Hy0, freie Saure)

(c=2.7, Hy0, freie Saure)

Tabelle 4. Vergleich der publizierten Drehwerte mit elgenen Resultaten.
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Auf dieser total synthetischen Route konnte Ins(3,4,5,6)P, 54b zweifelsfrei als (+)-Enantiomer
identifiziert werden, was mit den Resultaten von OGASAWARA und dem Corrigendum von
BRuzik  korrelliert. Die Abweichungen im Betrag der Drehwerte sind durch den
unterschiedlichen pH der vermessenen Probe erklarbar. Der unterschiedliche
Protonierungsgrad, dessen Einflufd schon bei NMR-spektroskopischen Untersuchungen grof3
ist, sollte auch hier eine wichtige Rolle spielen.

OzAKI synthetisierte 54a ausgehend von enzymatisch gewonnenem enantiomerenreinem 20a
(Schema 2) in 2 Stufen. Sowohl BRUzIK in ihrer Originalveréffentlichung, as auch SCHULTZ
verwenden in ihrer Synthese as enantiomerenreines Ausgangsmaterial  durch
Diastereomerentrennung gewonnene Campher-Derivate (Abbildung 23). BRuzik fihrt eine
Umacetalisierung von (L)-Campherdimethylacetal mit freiem Inositol durch und erhdt nach
Aquilibrierung das Isomer 25 als Hauptkomponente. Durch Einsatz des anderen Enantiomers
des chiralen Aucxiliars ist auch das Enantiomer von 25 zuganglich. SCHULTZ beschreibt eine
Trennung ausgehend von racemischem 3,4,5,6-Tetrabenzylinositol, das e mit (-)-

Camphansulfonsaurechlorid umsetzt.

""OH

20a 25 186

OzAKI BRUzIK SCHULTZ

Abbildung 23: Fir Literatursynthesen verwendete enantiomerenreine Ausgangsmaterialien.

Sowohl BRUzIK als auch SCHULTz erhaten bei ihrer Synthese die falschen Enantiomere.
BRuUzIK korrigiert diese Resultate spéter, und verweist in dem zwei Jahre spater erschienenen
Corrigendum auf eine neuerliche Synthese von Ins(3,4,5,6)P, (54b), ausgehend von dem

»chrossgecheckten Tetrol 25 (Abbildung 23).

Bel Studium der Sekundérliteratur konnte der Fehler von SCHULTZ wahrscheinlich ausfindig

gemacht werden. SCHULTZ stellte die Absolutkonfiguration seiner Edukte vermutlich durch
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einen Vergleich der Drehwerte mit Literaturdaten von ANEJA® fest, korrelierte diese aber mit
dem dort beschriebenen 3-Camphamat, dem Enantiomer der von ihm beschriebenen
Verbindung 186. Dieser Fehler ist umso erstaunlicher, as dal3 SCHULTZ bei seiner Synthese
OzaKI as Referenz fur den Schmelzpunkt von 54a zitiert, die offensichtliche Diskrepanz der
Drehwerte jedoch nicht bemerkt.

Vergleicht man den hier vorgestellten Syntheseweg mit den oben beschriebenen Zugangen, so
ist zu bemerken, dal3 auf der von 45 ausgehenden Route beide Enantiomeren in guten
Ausbeuten und grofReren Mengen zugéanglich sind. Die von SCHULTZ und BRUZIK
vorgestellten Synthesewege sind durch den Einsatz chirder Auxiliare auf den Einsatz des
teueren (+)-Camphansaurechrorids bzw. von (-)-Campherderivaten angewiesen. Zudem muf3
eine Diastereomerentrennung durchgeftihrt werden. Aus diesen Grinden ist die hier

entwickelte Synthese als echte Alternative zu den bereits beschriebenen Verfahren anzusehen.

Beide enantiomerenreine Verbindungen 54a und 54b wurden in einer Rezeptorstudie mit
einem Ins(1,3,4,5)P,-Rezeptor getestet (vgl. Kapitel 2.6.1.2.3).

2.2.3.4 Biologische Bedeutung

Ins(3,4,5,6)P, scheint eine Funktion as Regulator der Chlorid-Konzentration® in
Darmepithel-Zellen zu besitzen. Von der Chlorid-Konzentration hangen zellulére Funktionen
wie pH-Gleichgewicht und Osmoregulation ab. Dabel entkoppelt 1ns(3,4,5,6)P, (54b) den
Chlorid-Einstrom in die Zelle von der durch Thapsigargin- oder Histamin-verursachten
Calcium-K onzentrationserhéhung.

Zudem konnte Ins(1,4,5,6)P, (54a) ads Metabolit eines alternativen Synthesewegs von
Ins(1,4,5)P; (12b) in Dictyostelium discoideum und Leberzellen von Ratten® nachgewiesen
werden. Es entsteht al's Intermediat durch Dephosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)P; (68) und
wird anschlief3end zu Ins(1,4,5)P; (12b) weiter dephosphoryliert. Das umsetzende Enzym ist
eine multiple inositol polyphosphate phosphatase (MIPP).

Ins(1,4,5,6)P, (54a) wurde in einer aktuellen Arbeit auch im Zellkern nachgewiesen und
scheint dort eine Rolle als Regulator der Transkription zu besitzen. Desweiteren wurde bei mit
Salmonella infizierten Darmepithel-Zellen ein Anstieg der Ins(1,4,5,6)Ps-Konzentration auf
das 10-15-fache beobachtet.® Dieses wird durch die Sekretion einer Phosphatase, die
Ins(1,3,4,5,6)Ps (68) zu Ins(1,4,5,6)P, (54a) abbaut, durch Salmonella hervorgerufen.
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Es wird vermutet, dal? das verstérkt gebildete Ins(1,4,5,6)P, als Antagonist zu Ptdins(3,4,5)P;
wirkt, eine verstérkte Sektretion von Mineralsalzen bewirkt und letztlich zu den Symptomen

von Diarrhoe beitréagt

2.2.4 Darstellung von Ins(1,2,3,4)P,4 (61a) und 1ns(1,2,3,6)P,4 (61b)

2.2.4.1 Synthese

Ausgehend von 45 wurde eine vierstufige Synthesesequenz fUr die hier beschriebenen
I nositol tetrakisphosphate 61a und 61b entwickelt (Schema 19).

o[P o[F oI=]
.OH .OAC HO OAC
" " RUC|3 o
Acy0, py —_— >
— NalO,
~"NOH ~"N0Ac HO” > NOAc
45a 58a 59a
o[P) o(P)
Plo LOAC o) JOH
DABP 3 1.) Hp, PdIC ® :
1H-Tetrazol 2)025M N OH:
[Flo” > Noac 20 B o7 > "NoH
OP) oP)
60a 6la

Schema 19: Darstellung von Ins(1,2,3,4)P, (61a).

Die freien OH-Gruppen wurden zunéchst mit einer geeigneten Schutzgruppe blockiert. Dazu
erwiesen sich Acetate wegen ihrer einfachen Einflhrbarkeit und ausreichenden Saurestabilitét
als geeignet. Durch Umsetzung mit Pyridin und Essigsaureanhydrid konnten beide Hydroxy-
Gruppen quantitativ acetyliert werden.

Bei der cis-Dihydroxylierung von 58a / 58b kam es zu unerwarteten Problemen. Sowohl die
Umsetzung nach SHING in einem Losungsmittelsystem von Essigsaureethylester und
Acetonitril, als auch in dem bel der direkten Dihydroxylierung von 45 bewdhrten System aus
Dichlormethan und Acetonitril lieferten als Produkte griinliche Ole, die nach

dinnschichtchromatographischer  Untersuchung aus Produkt, Edukt und polaren
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Zersetzungsprodukten bestanden. L&ngere Reaktionszeiten fihrten nur zur verstérkten
Bildung von Zersetzungsprodukten.

Es ist anzunehmen, dal} das zugegebene Ruthenium von den beiden Acetat-Gruppen
chelatisiert wird und somit der Reaktion entzogen wird. Einen dhnlichen Effekt beobachtete
SPRINGER™ bei der Umsetzung von acetylierten Dehydropyridinen.

Durch Reaktionsfuhrung in reinem Acetonitril, sowie durch Erhdhung der Katalysatormenge
von sieben auf zehn mol-% gelang die Umsetzung problemlos. Wahrscheinlich verdrangt das
Acetonitril chelatisierendes Acetylinositol aus dem Komplex, das Ruthenium steht somit der
Reaktion wieder zur Verfigung. 59 konnte in 86 % Ausbeute erhalten werden.

Auch hier traten bei flash-chromatographischer Aufreinigung Probleme auf; trotz kurzer
Verweildauer auf Kieselgel konnten bis zu 15 % einer dephosphorylierten Verbindung isoliert
werden.

Dieses Produkt konnte NMR-spektroskopisch eindeutig als 62 identifiziert werden
(Abbildung 24). Im **P-NMR-Spektrum erscheint nur noch ein Signal, so daB offensichtlich
eine Dephosphorylierung stattgefunden hat. Der Vergleich der 'H-NMR Spektren von
Diacetylinositol 59a mit dem als Nebenprodukt der Chromatographie erhaltenen Produkt 62

zeigt einige signifikante Unterschiede.

Hy OH
H HO LOAC
4
H,;
HO” ~"0Ac

ozl

H, om

HO: i OAc
HO” ™~ MOAc
) e ol
T LI LI LI L — L - —T1 T T T T T LI - LI T

5.6 5.4 52 5.0 1.8 4.6 4.4 4.2 40 2.8
{ppm)

Abbildung 24: Charakterisierung des Abbauprodukts von 59a.



I1. Diskussion und Ergebnisse 46

So ist das Pseudotriplett des H-1 des Edukts im unteren Spektrum bei 4,4 ppm verschwunden,
stattdessen findet man ein zweites Dublett bei 3,8 ppm. Die beiden Dubletts bel 3,7 und 3,8
ppm verandern sich bei einer Phosphor-Entkopplung nicht, so dal3 eine Umesterung des
Phosphats von der 2- auf die 1-Position auszuschlief3en ist. Die Position des verbliebenen
Phosphats kann eindeutig bestimmt werden, da das Quartett bei 4,75 ppm bei Phosphor-
Entkopplung as Triplett erscheint. Dieses Quartett kann der C-4-Position zugeordnet werden.

Dabei ist interessant, dal3 offensichtlich eine selektive Dephosphorylierung in der der axialen
Hydroxy-Funktion benachbarten Stellung stattgefunden hat. Méglicherweise kann eine Si-
OH-Gruppe an dieser 2-Position anbinden und von dort einen Angriff auf die benachbarte
Phosphat-Gruppe durchfuhren. Eine aternative Reaktionsmoglichkeit wére die Silanol-
katalysierte Umesterung der Phosphat-Gruppen durch Methanol aus dem Laufmittel-Gemisch;
bei @hnlichen Verbindungen wurden in Essigsdureethylester-Cyclohexan-Gemischen aber
ebenfalls Verluste beobachtet.

Die Phosphorylierung von 59 konnte nach der unter 2.2.3.2 beschriebenen Methodik mit
DABP in 80 % Ausbeute ereicht werden. Die Abspaltung der Benzyl- und
Xylylschutzgruppen erfolgte erneut hydrogenolytisch mit Palladium auf Kohle als Katalysator.
Es stellte sich als zweckméfdig heraus, die Abspaltung der Acetatgruppen erst auf der Stufe
der freigesetzten Phosphate durchzuftihren; Abspaltungsversuchen auf der Stufe von 60, z.B.
unter Verwendung von Kaliumcarbonat in Methanol, fihrten zur Zersetzung des Molekils
durch Esterspaltung der Phosphat-Ester. Die frelen Phosphate scheinen dagegen eine
wesentlich groRRere Stabilitdt gegentiber basischen Bedingungen zu besitzen.

Versuche mit Kalium- und Natriumhydroxid-Ldsungen zeigten, dal3 die Inositolphosphate
auch bei  pH 13,7 stabil waren. Eine basenkatalysierte Phosphatmigration wurde nicht
beobachtet.

Durch Aufnahme der acetatgeschtitzten Inositol phosphate in 0,25 M Natriumhydroxid-Ldsung
(pH = 13,3) konnte eine vollstdndige Abspaltung der Acetatgruppen innerhalb von sechs
Stunden beobachtet werden.

Eine anschlief3ende Aufreinigung tber HPLC lieferte beide Enantiomere in fir biologische

Studien ausreichender Reinheit (> 99 %)
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Ins(1,2,3,4)P4 (61a)
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Abbildung 25: HPLC-MDD-Analytik des dargestellten Inositoltetrakisphosphats 61a

(saures System)

Auf diese Weise konnte die erste Tota synthese des Enantiomerenpaares Ins(1,2,3,4)P,4 (61a)
und Ins(1,2,3,6)P; (61b) durchgefihrt werden. Beide auf diesem Weg synthetisierten
Verbindungen wurden kurzlich von der Firma ALEXIS in deren Vertriebsprogramm

aufgenommen.

2.2.4.2 Biologische Bedeutung

Sowohl 1ns(1,2,3,4)P,%" (61a) als auch Ins(1,2,3,6)P,® (61b) sind als Abbauprodukte von
Phytinsaure durch Phytasen identifiziert worden. Entweder 6la oder 61b (die
Absolutkonfiguration ist nicht bekannt) wurde in Pancreatoma-Zellen von Ratten
nachgewiesen.®® Im Zuge von Untersuchungen des p42™-Rezeptors durch VOGEL und
ReIsER® konnten Hinweise erhalten werden, da 6la oder 61b auch im Rattenhirn
vorkommt.

Die Lage der Phosphatgruppen zueinander begiinstigt eine Chelatiserung von Kationen.
Physiologisch kénnten sie deshalb beispielsweise als Eisen-Carrier® fungieren.

Zudem wurde von PHILLIPPY® gefunden, daR bei Zugabe von Ins(1,2,3,6)P, (61b) die

Aufnahme von Calcium in Knochen um 17 % beschleunigt wurde. Dazu wurden Ratten
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Testlésungen, die *Ca-Ascorbat und Ins(1,2,3,6)P, enthielten, oral verabreicht und die
Calcium-45-Anreicherung im Knochen im Vergleich zu einer Vergleichsgruppe gemessen.

Interessant ist dabei, da} Phytinsdure-Zugabe die Calcium-Absorption verringert;
offensichtlich ist die Chelatisierung hier zu stark, so dal3 keine Abgabe des Caciums im

Knochen erfolgt.

2.2.5 Versuche zur Schitzung der aquatorialen OH-Gruppein 59

Durch Schitzung der aguatorialen Hydroxy-Gruppe in 59, gefolgt von anschlief3ender
Phosphorylierung und Freisetzung der Verbindung sollte eine Darstellung von Ins(1,2,4)Ps
maoglich sein. Fur diese Verbindung wurde kurzlich eine mogliche physiologische Funktion
a's Regulator der Ins(3,4,5,6)P,-1-Kinase gefunden® (vergleiche auch Kapitel 2.6.2.2.3).

Aus diesem Grund schien eine Synthese dieser Verbindung interessant.

Um die aquatoriale OH-Gruppe von cis-Diolen in Inositolen zu schitzen, sind mehrere
Verfahren bekannt. Ein an Dibenzylinositolen erfolgreich anwendbares Verfahren Uberfuhrt
das Diol in ein Stannylidenacetal, das anschlief3end mit Allyloromid (oder z. B.
Benzylbromid) gedffnet wird. Der Angriff auf das cyclische Acetal erfolgt dabel bevorzugt
von der besser zuganglichen aquatorialen Position aus. Nach Abspaltung des Stannans erhalt
man dasin 1-Position allylierte Produkt (Schema 20).

OH
BnO
Bu,SnO
. . AllIBr
Allylo" "OBn
OAliyi OAllyl
63 64

Schema 20: Allylierung der 1-Position (aus einer Ins(1,4,5)Ps-Synthese nach HANESSIAN.)**

Versuche zur Stannylierung von 59 fuhrten jedoch lediglich zur Zersetzung des Produkts,
auch Modifikation der Reaktionsbedingungen fuhrten nicht zum Erfolg. Offenbar sind die
Phosphatester unter den Reaktionsbedingungen nicht stabil.

Alternativ gibt es in der Literatur zahlreiche Beispiele fur die selektive Silylierung der
reaktiveren &guatorialen Hydroxy-Gruppe in Diolen. Da die eingebrachte Silylgruppe auch
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unter den sauren Bedingungen einer anschlief3enden Phosphorylierung stabil sein muf3,
wurden zunéchst einige Vorversuche gemacht.

Dabel wurde Cyclohexanol als Testsystem mit verschiedenen Reagenzien wie tert-
Butyldimethylsilylchlorid oder Triethylsilylchlorid in Gegenwart von Imidazol als Base
umgesetzt. Die so erhaltenen silylierten Alkohole wurden tber Nacht in einer Suspension von
Tetrazol in Dichlormethan gertihrt und anschliefend NMR-spektroskopisch und
dinnschichtchromatographisch  auf Hydrolyseprodukte untersucht. Beide Silylgruppen
erwiesen sich unter diesen Bedingungen als stabil.

Bel den Silylierungsreagenzien wurde festgestellt, dal3 die Wahl des Losungsmittels bei der
Silylierung einen entscheidenden Einfluld auf deren erfolgreichen Ablauf hatte. Wahrend in
Dichlormethan auch bel Variation der Hilfsbase keine oder nur unvollstandige bzw.
unselektive Silylierung beobachtet wurde, konnte unter Verwendung von Dimethylformamid
als Losungsmittel eine schnelle und unproblematische Silylierung erreicht werden (Schema
21).

o[P O[P)
HO JOAC ] ) HO OAC
N Et3SiCl, Imidazol N
DMF ,
HO x OAc EtzSIO x OAc
o oF
59 65

Schema 21 Silylierung von 59.

Diese Route wurde aber nicht weiter verfolgt, da sowohl Ins(1,2,4)P; (168a), as auch das
Enantiomer Ins(2,3,6)P; (168b) im Verlauf dieser Dissertation enzymatisch dargestellt
wurden (vgl. Kapitel 2.6.2.2 und 2.6.2.1.2). Eine klassisch-chemische Darstellung sollte aber

auf dem hier aufgezeigten Weg ebenfalls moglich sein.

2.2.6 Darstellung von Ins(1,3,4,5,6)Ps (68)

2.2.6.1 Synthese
Bei 1ns(1,3,4,5,6)Ps handelt es sich um eine meso-Verbindung. Aus diesem Grund kann fur
diese Synthese von racemischem Startmaterial ausgegangen werden. Geeignet hierfir ist das

Tetraphospho-Inositol 53, dessen Synthese bereits in 2.2.3.1 beschrieben wurde. Um eine
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ausschliefdliche Phosphorylierung der 1-Position zu gewéhrleisten, mui3 die 2-Position zuvor
selektiv geschutzt werden (Schema 22).

oA o[Pl o[Fl
Ho]fjio Aco]fj:o AcO: i Rel@ HO: Jv\o®.,.o®
— >  m—  —
HO : HO - O : OP] ®o - o®
53 66 67 68

Schema 22: Darstellung von 1ns(1,3,4,5,6)Ps (68).

Eine geeignete Methode zur selektiven Schiitzung von axial-stdndigen Hydroxy-Gruppen in
cis-Diolen bietet die sogenannte Orthoester-Methode. Dabei wird das Diol zunéchst durch
Umesterung in ein cyclisches Acetal Uberfuhrt, das als Diastereomerengemisch vorliegt.
Durch saure Hydrolyse wird dieses Acetal gespalten. Dabel bildet sich zundchst ein planares
Dioxolenium-lon, das so getffnet wird, dal3 auf der axialen Hydroxy-Gruppe eine Acetat-
Funktion verbleibt (Schema 23).

o[P o[Pl
HO .OlF] CH:C(OEf); a1><0 OlP]
HO™ > P PTS BO™ 07 ™\"0P]
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07 ™" qP] HO” ™" QP
o IZ] OF
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Schema 23: Selektive Schiitzung axialer Hydroxy-Gruppen durch die Orthoester-Methode.

Eine gute Rationalisierungsmoglichkeit dieser Selektivitét bietet ein Ansatz von
DESLONGCHAMPS:*
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Dabei werden stereoelektronische Griinde fur diesen Effekt verantwortlich gemacht. Der
Angriff des Wassers auf das planare Dioxoleniumion 71 erfolgt bevorzugt von der weniger
gehinderten Seite und fuhrt zu 72 (Abbildung 26).

72
73
o M‘H 5) i
O // O _\7/O§)
sy [y
)
74 75

76 77

Abbildung 26: Stereoel ektronische Effekte bei der Orthoester-Methode.

Zur Bindungsspaltung des Funfringacetals mufd Elektronendichte von nicht-bindenden
Sauerstoff-Orbitalen auf anti-bindende Orbitale der C-O-Bindung Ubertragen werden. Auf
diese Weise findet eine Schwachung der Bindung statt, die zu ihrer Spaltung fihrt. Dazu
mussen Orbital und Bindung koplanar vorliegen. Da die freie Hydroxy-Gruppe drehbar ist,

werden beide benachbarten C-O-Bindungen durch deren nichtbindende Orbitale
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gleichermal3en geschwécht. Pro Konformer liegt jedoch nur ein Ringsauerstoff mit den
Orbitalen der Hydroxy-Gruppe in einer Ebene, diese Wechselwirkung ist aber fir den
Bindungsbruch verantwortlich.

72 kann zwe verschiedene spannungsarme Konformationen einnehmen, die zu einer
derartigen Spaltung geeignet sind (74 und 75). Dabei ist 75 aber aufgrund sterischer
Wechselwirkungen der Methylgruppe mit Ringprotonen energetisch benachteiligt, so dal3
bevorzugt 74 abreagiert. Das resultierende Produkt ist 76, bei dem die Acetatgruppe auf der
axialen Hydroxy-Gruppe verbleibt.

Eine erfolgreiche Umsetzung kann einfach an der Tieffeldverschiebung des C-2-Protons
erkannt werde. Durch die Acetylierung erscheint das Signal um 1,4 ppm zu tieferem Feld

verschoben und liegt damit in einem deutlich hdheren ppm-Bereich als die Gbrigen Protonen.

Dadie verbliebene 1-Position sterisch abgeschirmt ist, werden fir die Phosphorylierung zwel
Aquivalente DABP und vier Aquivalente Tetrazol eingesetzt.

Die Umsetzung verlauft problemlos, die Reaktion wird aber zur Kompl ettierung des Umsatzes
erst nach 12 h abgebrochen. Das Produkt kann im *H-NM R-Spektrum durch die Veranderung
des Signals des C-1-Protons identifiziert werden; das vormals vorliegende Dublett von
Dubletts erscheint nun as Triplett, zudem findet eine Tieffeldverschiebung durch die
Phosphorylierung um 0,8 ppm statt.

Nach Freisetzung der Verbindung durch Hydrogenolyse und basischer Abspaltung der Acetat-

Gruppe erhadlt man die meso-Verbindung 68.

2.2.7 Darstellung von Ins(1,3,4)P3 (15a)

2.2.7.1 Synthese

Auf dhnliche Weise konnte auch ein Zugang zu Ins(1,3,4)P; (15a) entwickelt werden. Dazu
wurden die beiden freien Hydroxy-Gruppen des diacetylierten Inositols 59a, das bereits zur
Synthese von Ins(1,2,3,4)P, eingesetzt wurde, mittels der Orthoester-Methode differenziert.
Anschlief3ende Phosphorylierung, gefolgt von Hydrogenolyse und Abspaltung der
Acetatgruppen in 0,25 M NaOH lieferte 15a (Schema 24).
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Schema 24: Darstellung von Ins(1,3,4)P; (15a).

2.2.7.2 Biologische Bedeutung

Fir Ins(1,3,4)P; wird eine Funktion as Regulator der Ins(3,4,5,6)P4-Konzentration postuliert
(vgl. Kapitel 2.2.3.4). Von SHEARS™ et a. wurde gefunden, daf? sich bei einer Erhéhung der
innerzellularen Ins(1,3,4)Ps-Konzentration die Konzentration an Ins(3,4,5,6)Ps verdoppelte.
Dies ist vermutlich auf eine Inhibierung der 1-Kinase, die die Phosphorylierung von
Ins(3,4,5,6)P,4 zu Ins(1,3,4,5,6)Ps katalysiert, durch Ins(1,3,4) P, zurtickzufthren.

ADP

ATP

Ins(1,3,4,5)P,
(13b)

o®

Ins(1,4,5)P
(120) >\ /< e OL

OH ATP/ )\®

HO

HO""

o®
Ins Ins(3,4,5,6)P, (54b)
(1)

Schema 25: Vorgeschlagener Mechanismus fur die Regulation der Ins(3,4,5,6)Ps-

Konzentration nach SHEARS.

2.3 Synthesen ausgehend von Dibenzylkonduritol 80

Einen anderen interessanten Synthesebaustein zur Darstellung von myo-Inositol phosphaten

stellt Dibenzylkonduritol-B dar. Der Vortell gegeniber anderen Konduritol-B-Derivaten
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besteht in der Schitzung der 1- und 4-Position mit Benzylgruppen. Diese Schutzgruppe ist
unter den meisten Reaktionsbedingungen stabil, so dal vielfdtige Derivatisierungen dieses
Bausteins vorgenommen werden konnen. Ein weiterer Vorteil ist die Abspaltbarkeit unter pH-
neutralen Bedingungen durch Behandeln mit Palladium auf Kohle und Wasserstoff, die
simultan zur Abspaltung der Schutzgruppen von eventuell eingefiihrten Phosphat-Gruppen
erfolgen kann. Da geschutzte Phosphate unter sauren oder akalischen Bedingungen
hydrolyselabil sind, stellen die Abspaltungsbedingungen eine gute Maoglichkeit zur
Freisetzung von Inositol phosphaten dar.

Die Vorziige dieses Bausteins konnten bereits von RITTER™ demonstriert werden; aufbauend

auf diesen Arbeiten konnten einige Inositol phosphate dargestel It werden.

2.3.1 Darstellung von Dibenzyl-Konduritol-B (80)

Enantiomerenreines Ausgangsmaterial konnte einfach durch Umsetzen des aus der
Racematspaltung erhaltenen 42b bzw. 43a mit Natriumbenzylat in Benzylalkohol dargestellt
werden (Schema 26)

OBn OAc OH OBn
OH B LBr _OH
oo (Y Nacen Q
OH "Br ~Br 'OH
OBn OAc OH OBn
80a 43a 42b 80b

Schema 26: Darstellung enantiomerenreiner Dibenzylkonduritole 80a und 80b.

Dabei werden im Falle des Diacetats 43a zunéchst die Acetat-Gruppen durch Benzylat
abgespalten. Das in beiden Fallen erzeugte Alkoholat bildet durch intramolekulare
nucleophile Substitution des o-Broms ein Allylepoxid, das anschlief3end von Benzylat in
Allylposition getffnet wird. Nach erneuter Epoxidbildung und -6ffnung erhét man das all-

trans-konfigurierte Dibenzylkonduritol-B in 44 % Ausbeute in beiden enantiomeren Formen.
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2.3.2 Darstellung von Ins(1,2,4,5)P,4 (83b)

2.3.2.1 Chemische Darstellung

Ausgehend von 80b konnte die bereits von RITTER™ durchgefiihrte Synthese von
Ins(1,2,4,5)P, optimiert werden. 83b wurde benttigt, um eine chemoenzymatische
Dephosphorylierung zu 1ns(1,2,4)P; (168a) durchzufihren (siehe 2.6.2.2). 83b ist dabe aus
80b in nur drei Reaktionsschritten zugénglich (Schema 27).

QBn OH
z O < o(j
RuCI3 _DABP _
. “Nao, O4 . lH Tetrazol .
L -l @Oy "o
OBn OH

80b 81b 82b 83b

Schema 27: Darstellung von Ins(1,2,4,5)P, (83b) aus Dibenzyl-Konduritol 80b.

Die von RITTER beobachteten Probleme bel der cis-Dihydroxyliecung mit
Rutheniumtrichlorid und Natriummetaperiodat konnten durch Reaktionsfiihrung in reinem
Acetonitril beseitigt werden. Auch bei Ansétzen im 6 mmol-Mal3stab konnte als einziges
Produkt Tetrol 81b in 82 % Ausbeute als farbloser Feststoff isoliert werden. Der
Schmelzpunkt des Rohproduktes von 173 °C korrelierte mit den Literaturdaten,® so dai fir
weitere Umsetzungen das Rohprodukt eingesetzt werden konnte. Eine Umkristallisation zu
analytischen Zwecken war jedoch unproblematisch méglich.

Die Phosphorylierung zum geschiitzten Tetrakisphosphat wurde mit 1,3 Agquivalenten
Phosphoylierungsmittel und 1,5 Aquivalenten 1H-Tetrazol pro OH-Gruppe durchgefiihrt, das
Rohprodukt konnte durch Flash-Chromatographie aufgereinigt werden. Die anschlief3ende
Freisetzung durch hydrogenolytische Entfernung der Benzyl- und Xylyl-Gruppen fihrte zu
83b, die Ausbeute Uiber vier Stufen betrug 66 %.
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Abbildung 27: HPL C-Chromatogramm von Ins(1,2,4,5)P, (83b) (saures System).

Durch Vergleich mit Referenzsubstanzen konnten Struktur und Reinheit von 83b Uberpriift
werden. HPLC-Messungen ergaben eine Isomerenreinheit von > 99 %, was einen Einsatz in
einer enzymatischen Dephosphorylierungsreaktion ermdglicht. Bei enzymatischen Reaktionen
ist das Vorliegen von Isomeren nach Moglichkeit auszuschlief3en, da dies zu storenden

Nebenreaktionen und schlecht trennbaren Produktgemischen fiihren kann.

Diese Route, die den selektiven Zugang zu beiden Enantiomeren 83a und 83b ermdglicht, ist
den zuvor von KOziIKkowsKI, POTTER und CHUNG verdffentlichten Routen Uberlegen, da sie
in nur drei Stufen (ausgehend von enantiomerenreinem Konduritol 80a bzw. 80b) in 66 %
Gesamtausbeute zu der gewinschten Verbindung fuhrt (ausgehend von p-Benzochinon in
immerhin noch 7,2 %). Da die Stufen bis zu den enantiomerenreinen Konduritolen 80
problemlos im 100g-Mal3stab durchgefiihrt werden kénnen, bietet diese Route einen idealen
Zugang auch zu grof3eren Inositol phosphat-Mengen. Sowohl POTTER, als auch CHUNG fuhren
Diastereomerentrennungen unter Zuhilfenahme von (erst zu synthetisierenden) Mandel sure-
Derivaten bzw. Camphamaten durch. Die von POTTER beschriebene Route ist zudem zwar auf
racemischem Wege sehr kurz, benttigt aber fUr die enantiomerenreine Darstellung zwolf

Stufen (ausgehend von myo-Inositol) und liefert 83b in 3 % Gesamtausbeute.
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CHUNG hingegen rdumt ein, dal3 sein erhaltenes Produkt mit 1,5 % des anderen Enantiomers

83a kontaminiert ist.

2.3.2.2 Biologische Bedeutung

Ins(1,2,4,5)P,4 (83b) ist kein nattirlich vorkommendes Inositol phosphat. 83b zeigt aber eine zu
Ins(1,4,5)P; (12b) vergleichbare Bindungsaffinitdt zu Ins(1,4,5)Ps-Bindeprotein, das aus der
Nebennierenrinde von Rindern isoliert wurde (ICso (83b) = 13.4 nM, 1Cxo (12b) = 15.3 nM).”’
AuRerdem wurde festgestellt, da racemisches 83 die Dephosphorylierung von [°H]-
Ins(1,4,5)P; durch eine 5-Phosphatase aus menschlichen Erythrocyten kompetititiv inhibiert
(Ki = 15,9 uM).*

2.3.3 Darstellung von Ins(3)P (88a)

23.3.1 Synthese

Die ebenfalls von RITTER durchgefihrte Synthese des racemischen Inositol-3-Monophosphats

(88) konnte im Rahmen dieser Arbeit enantiomerenrein durchgefiihrt werden (Schema 28).

ACzO AcO,py_ RuCI3 CH3C(OEt)3
Nal TNalo,
OBn OBn OBn

80a 84a 85a
AcO ye)
- DABP : 1) Pd/C, H2
1H Tetrazol 2) NaOH
OBn OBn
86a 87a 88a

Schema 28: Darstellung von Ins(3)P (88a).

Das aus Acetylierung von 80a zugéngliche Diacetat 84a ist gut durch Umkristallisation aus
Essigséureethylester aufzureinigen.®® Anschlieende cis-Dihydroxylierung unter Vewendung

von Acetonitril als Lésungsmittel, gefolgt von einer Differenzierung der Hydroxy-Gruppen
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mit Triethylorthoacetat lieferten 86a in 74 % Ausbeute Uber beide Stufen. Die Reaktionen
verliefen unter den von PODESCHWA beschriebenen Bedingungen glatt.

Anschliefiende Phosphorylierung der freien Hydroxy-Funktion mit DABP lieferte 87a, das
durch Flash-Chromatographie (Cyclohexan:Essigsaureethylester 1:1) aufgereinigt werden
konnte. In diesem Losungsmittelgemisch stellt die Abtrennung des Phosphorylierungsmittels
kein Problem dar. 87a wurde in 61 % Ausbeute nach Chromatographie isoliert, bei polareren,
methanolhaltigen Laufmitteln (vgl. Kapitel 2.2.4.1) kann es hingegen zu Problemen kommen.
In diesem Fall liegt nur eine polare Phosphatgruppe, hingegen zwei lipophile Benzylgruppen
im Molekll vor, so dai’ hier eine hinreichend grof3e Wanderungstendenz in (verhatnismaliig)
unpolaren organischen Solventien gegeben ist. Bel Verbindungen ausgehend von
Diphosphokonduritol 45 ist die Polaritdt drastisch erhdht, so dal3 im allgemeinen auf

Dichlormethan: M ethanol-Gemische zur Chromatographie zuriickgegriffen werden muf3.

Abspaltung der Schutzgruppen durch Hydrogenolyse, gefolgt von Behandeln in wéaldiger
NaOH-L 6sung lieferte das freie Produkt 88a.

88a wurde as Standard benétigt, um en auf Fluoreszenz basierendes neues
Detektionsverfahren von niedrig phosphorylierten Inositolphosphaten zu etablieren. Diese
Methodik basiert auf der sehr empfindlichen Fluoreszenz von Morin-Aluminium-

K omplexen.*®

Im Verlauf der Untersuchung dieses Verfahrens stellte es sich aber as nicht fir eine Online-
Detektion geeignet heraus. Die Austauschreaktion verlief bei Raumtemperatur zu langsam
und hohe Temperaturen quenchten die Fluoreszenz. Zudem war die Schwankung der
Grundlinie sehr stark und kleinste Verunreinigung, beispielsweise im verwendeten Wasser
oder Natriumnitrit fuhrten zu zahlreichen, nicht vorhersagbaren ,Geisterpeaks‘. Deshab
wurde dieses V orhaben aufgegeben.

Desweiteren konnte 88a FISCHBACH (Biochemie) als Standard zur Verfliigung gestellt werden
(vgl. Abschnitt 2.3.4).

2.3.4 Biologische Bedeutung

Ins(3)P 88a kommt nattirlich als Produkt der Inositol-Synthase vor, die die Umwandlung von

Glucose-6-Phosphat zu Inositol-3-Phosphat katalysiert (Schema 29).
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Schema 29: Biosynthese von myo-Inositol.

Dieses Enzym wird in betrachtlichen Mengen in menschlichem Hirn nachgewiesen. Das 183
darauf schlief3en, dal3 im Blut vorhandenes Inositol die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren
kann und somit biosynthetisch dargestellt werden mul3. Da Glucose-6-Phosphat als
Intermediat der Glycolyse in ausreichender Menge zur Verfligung steht, ist es ein geeignetes
Ausgangsprodukt.

Der Verlauf der Reaktion ist dem einer Ferrier-Umlagerung®™ ahnlich. Nach oxidativer
Spaltung des Acetals findet eine regioselektive Aldol-Reaktion statt. Abschliefiend wird die

verbliebene Ketofunktion stereospezifisch reduziert.

FiscHBACH'® versucht, mit 88a eine Produkthemmung der Inositolsynthase herbeizufiihren.
Zudem kann durch Umsetzung von bei der Inositolsynthese entstandenem 88a mit der
unspezifischen Monophosphatase und anschlief3ende Bestimmung der Phosphatmenge ein
System zur Bestimmung der Synthase-Aktivitat entwickelt werden. Zur Etablierung dieser
Methodik wird ebenfalls 88a als Testsubstrat benétigt, das auf diese Weise zur Verfligung
gestellt werden konnte.
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2.3.5 Synthese von 2-Desoxy-Ins(1,4,5)P3 (96b)

2351 Synthese

2-Desoxy-myo-inositol-Derivate kdnnen durch Hydroborierung von Konduritol-B-Derivaten
zuganglich gemacht werden. Dazu werden die Hydroxy-Gruppen zundchst mit einer
cyclischen Schutzgruppe versehen, anschlief3end wird die Doppelbindung hydrobriert. Die
durchgefiihrte Synthese ist in Schema 30 dargestel|t.

QBn
R OH
DM P >< 1. ) BH3 THF ><
. TPPIS ., 2)NaOH .
'OH H20,
OBn

Schema 30: Selektive Hydroborierung von Konduritol-B-Derivaten

Durch Schitzung der trans-Dioleinheit mit 2,2-Dimethoxypropan unter Katalyse von
Pyridinium-p-Toluolsulfonat kann nach einer Vorschrift von BIEN 80 quantitativ in das
isopropylidengeschiitzte Derivat 92 Uberfuhrt werden. Dieses konnte kristallin erhalten und
réntgenspektroskopisch vermessen werden, so dal3 eine Bestimmung der Bindungswinkel und
somit eine Abschdtzung des Verzerrungsgrades durch Anbringung der cyclischen
Schutzgruppe moglich wird. Die so getroffenen Aussagen beziehen sich zwar auf den
Festzustand und koénnen von den Verhdtnissen in Losung zum Teil betréchtlich abweichen,
ermoglichen aber doch einige interessante Aussagen Uber die Molekilgeometrie 2,3-
isopropylidengeschiitzter Cyclohexen-Derivate. Die war insbesondere in Bezug auf die spétere
Untersuchung des Azidokonduritols 127 von Interesse. Beispielsweise stimmt der auf diese
Weise erhatenen Winkel (C1-C2-O2) von 116,1° bis auf 0,2° mit dem fir die
Azidverbindung 127 berechneten entsprechenden Winkel (115,9°) Uberein.
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Abbildung 28 Rontgenstrukturanalyse des isopropyliden-geschitzten Derivats 92.

Die sich anschlief?ende Hydroborierung geht ebenfalls auf Arbeiten von BIEN zurlick und
konnte von BRAUN® modifiziert werden. Dazu wird 92 mit Boran-Tetrahydrofuran-Lésung
zur Reaktion gebracht. Nach anschlief3ender oxidativer Aufarbeitung erhdt man in 95 %
Ausbeute ausschliefdich das Produkt, bel dem die Hydroxy-Gruppe aquatorial orientiert ist.

Die Bevorzugung des Diastereomers 93b kann einfach erklért werden, da es sich sowohl um
das thermodynamisch beglnstigte, als auch das kinetisch bevorzugte Produkt handelt. Durch
die Isopropylidengruppe wird das Cyclohexen-Gertst fixiert; ein Angriff trans zur
benachbarten o-Benzylgruppe ist sterisch beglnstigt und fihrt somit zum Kkinetisch
bevorzugten Produkt. Thermodynamisch ist das all-trans-Produkt ohnehin das begtinstigte, da
alle Substituenten &quatorial angeordnet sind.

Das gewiinschte Desoxy-Analogon zu Ins(1,4,5)P; wurde dargestellt, indem zunéchst die
Isopropyliden-Gruppe unter sauren Bedingungen mit Essigsdure / Tetrahydrofuran / Wasser
(2:1:1) entfernt wurde (Schema 31). Diese Bedingungen haben gegeniiber anderen den
Vortell, dai3 die Aufarbeitung einfach durch Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum
erfolgen kann. Zur Entfernung von Essigsdure-Resten wird noch zweima in Methanol
aufgenommen und erneut bis zur Trockne eingeengt. Bei Entschitzung mit Methanol und

Acetylchlorid kann es bel Entfernung des Ldsungsmittels zu Zersetzungsreaktionen durch
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aufkonzentrierte Salzsaure kommen, aus diesem Grund wurden die oben beschriebenen
milderen Bedingungen gewahlt.Man erhdt 94b quantitativ als kristallinen Feststoff.

><HOAC 1H 1H-Tetrazol H2 Pd/C
g’ \H20 THF DABP
'ol "o®

93b 94b 95b 96b

Schema 31: Darstellung von 2-desoxy-1ns(1,4,5)Ps (96b).

Nach Phosphorylierung und anschlief3ender Freisetzung konnte 96b in guter Ausbeute
erhalten werden. Dies ist die erste Synthese von enantiomerenreinem 2-Desoxy-I1ns(1,4,5)P;

(96a), bislang ist nur eine racemische Synthese von OzAk1'%* bekannt

2.3.5.2 Biologische Bedeutung
Die 2-Position ist fur die Substraterkennung durch die 5-Phosphatase nicht wesentlich.

Interessanterweise weist 96b sogar eine hohere Affinitédt zur 5-Phosphatase auf als deren
eigentliches Substrat Ins(1,4,5)P; (12b).'? Die Verbindung wird ebenfalls von InsPs-
Rezeptoren erkannt und von der 3-Kinase phosphoryliert. Die erzielten Resultate wurden

alerdings alle mit racemischem 96 erzielt.

2.3.6 Darstellung von Ins(1,4,5)P3 (12b)

23.6.1 Synthese

Wie oben geschildert verlauft die Spaltung cyclischer Orthoester Uber ein planares
Dioxolenium-lon. Esist zu erwarten, daf3 dieses bei trans-Diolen extrem instabil sein sollte.

Zu Testzwecken wurde Konduritol 45 mit Triethylorthoacetat und katalytischen Mengen p-
Toluolsulfonsdure umgesetzt (Schema 32). Nach einer Reaktionszeit von zwei Tagen konnte
tber NMR die vollstandige Umsetzung zu dem cyclischen Acetal 97, erkennbar am Auftreten

von quartéren Kohlenstoffsignalen bel 114 ppm, nachgewiesen werden.
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R H
o e O
O OEt OH

45 97 45

Schema 32: Umsetzung von 45 mit Triethylorthoacetat.

Nach Behandeln mit waldriger Essigsdure konnte bereits nach funf Minuten kein Acetal mehr
detektiert werden. Das NM R-Spektrum des Produktes zeigte aber lediglich Signale des Edukts

45, es findet eine vollsténdige Abspaltung des Acetals statt, ohne dal3 eine Acetatgruppe am

Molekll verbleibt.

Aus diesem Ergebnis ergibt sich eine interessante Mdglichkeit zu einer schnellen und

effizienten Synthese von Ins(1,4,5)P; (12b) (Schema 33).

OBn OBn OBn

OH 1) CH3C(OEDs Ho

HO. - : ‘_ _OH Plo. -
_PTS __DABP _ 2
2.) HOAc 1H-Tetrazol
HO OH " H,0 AcO 'OH AcO '

OBn OBn OBn
81b 98b 99%b
QH
O .
1) Hy, Pd/IC ® O®
2.) NaOH “
) HO "o(P)
OH
12b

Schema 33: Darstellung von Ins(1,4,5)P; (12b).

Durch Umsetzen des Tetrols 81b mit zwei Aquivalenten Triethylorthoacetat und katalytischen

Mengen p-Toluolsulfonsdure in absolutem Tetrahydrofuran, gefolgt von anschlief3ender

dreifig-minttiger Hydrolyse in 80 %-iger Essigsdure erhdt man das Monoacetat in 92 %

Ausbeute. Auf diese Weise ist es moglich, aus vier freien Hydroxy-Gruppen selektiv und in

sehr guten Ausbeuten die axiale (und somit unreaktivste) OH-Funktion zu schiitzen.
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Abbildung 29: *H-NM R-Spektrum von 98b.

Das 'H-NMR zeigt eine deutliche Tieffeldverschiebung des Protons in 2-Position um 1,6 ppm
im Vergleich zu Tetrol 81b, die durch die Acetylierung bewirkt wird (Abbildung 29). Die
freien Hydroxy-Gruppen sind als breite Signale zwischen 2,4 und 2.8 ppm erkennbar. Bei 2,1
ppm erscheint das Signal einer einzelnen Methylgruppe, was ein Beleg fur das Auftreten einer
Monoacetylierung ist. Die Ubrigen Ringprotonen erzeugen Signalgruppen zwischen 3.2 und
3,8 ppm, die indquivalenten CH,-Protonen der Benzylschutzgruppe bilden AB-Systeme im

Bereich von 4,8 ppm.

98b kann sdulenchromatographisch aufgereinigt werden. Alternativ kann aber auch eine
Aufreinigung auf der Stufe der freigesetzten Verbindungen Uber hochauflGsende
ionenchromatographische Trennverfahren erfolgen.

Phosphorylierung mit DABP liefert glatt das geschitzte Trisphosphat 99b; auch bel dieser
Verbindung kann eine saulenchromatographische Aufreinigung mit Cyclohexan

Essigsdureethylester durchgefiihrt werden. Freisetzung durch Hydrogenolyse mit Palladium
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auf Kohle as Katalysator und anschlief3ende Abspaltung der Acetatgruppe in 0,25 M
Natronlauge (Schema 33) fuhrt zu Ins(1,4,5)Ps (12b).

Die Vorzige dieser Synthese liegen in ihrer Kiirze, sie benétigt ausgehend von Tetrol 81, das
entweder durch cis-Dihydroxylierung aus Dibenzyl-Konduritol-B 80 oder in literaturbekannter
Weise aus Inositol dargestellt werden kann, lediglich drei Schritte und liefert 99b in einer
Gesamtausbeute von 75 % Uber alle drel Stufen. Da zudem die eingesetzten Chemikalien sehr
preiswert sind, keine Diastereomerentrennung benétigt wird und beide Enantiomere gleich gut
dargestellt werden konnen, stellt dieses Verfahren eine konkurrenzl os giinstige Methode dar.
Diese Synthesesequenz erganzt sich in idedler Weise mit der Ins(1,4,5)Ps-Synthese von
RITTER,> der eine stufenweise Einfiihrung der Phosphatgruppen durchfithrt und in finf
Schritten und 14 % Ausbeute ausgehend von Konduritol 80 Ins(1,4,5)P; darstellt. (Schema
34).Die Ausbeuten auf dieser Route lassen sich aber wahrscheinlich durch Ubertragung der
hier erhaltenen Ergebnisse, inshesondere bei der Frei setzungsmethode nachhaltig verbessern.
Dennoch durfte die erzielbare Ausbeute auf der hier vorgestellten Route durch die Verklrzung
um einen Phosphorylierungsschritt um mindestens 20 % Uber der aternativ erreichbaren
Ausbeute liegen. Ein welterer Vortell liegt in der Verwendung des Tetrols 81 als
Zwischenprodukt, das (falls Uberhaupt erforderlich) eine einfache Aufreinigung durch
Umkristallisation erlaubt (s.0.).

DABP RuCI3 CH3C(OEt)3
. 1H “1H-Tetrazol NaIO4 .

80b 100b 101b

C:)Bn
HO ; O P
:(;( " DABP _ :Q 1)y, PUC_ Pd/C
. 1H- Tetrazol 2) K,COs,
AcO qP] M eOH e G)

OBn
102b 12b

Schema 34: 1ns(1,4,5)Ps-Synthese nach RITTER.

Die Ausbeuten sind durch die erhdhte Stufenzahl zwar geringer, durch den Einsatz des

Konduritols kann aber bel den zwei aufeinanderfolgenden Phosphorylierungen zwischen den
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Phosphatgruppen in 1- und 4/5-Position differenziert werden. So sollte die Darstellung
gemischter Phosphat-Thioat-Verbindungen, bel denen an definierten Stellen die P=0O-
Bindung gegen eine P=S-Bindung ersetzt ist, einfach durch Wahl des Oxidationsmittels
(Schwefel oder m-Chlorperbenzoesaure) moglich sein. Derartige Verbindungen wurden
bereits von POTTER™ und anderen synthetisiert und stellten sich as wirksame
Enzyminhibitoren heraus, da die Thioatgruppen nicht von Phosphohydrolasen hydrolysiert
werden konnen.

Da diese Methode zur Darstellung von Ins(1,4,5)P; (12b) und dessen Derivaten anderen
publizierten Methoden in Hinsicht auf ihre Effizienz und Flexibilitdt Gberlegen ist, wird sie

gegenwartig patentiert.

2.3.6.2 Biologische Bedeutung

In neueren Arbeiten von MIKOSHIBA wurde der Einflul3 des Ins(1,4,5)Ps-Rezeptors auf
verschiedene fundamentale biologische Prozesse untersucht. Dabel wurde gefunden, dai3
dieser Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Fertilisation, Meiose und Mitose spielt.*® Zudem
scheint ein EinfluB auf die Anderung der Zellform vorzuliegen.'®

Bei Méausen, bei denen der Ins(1,4,5)Ps-Rezeptor genetisch ausgeknockt wurde, war eine
geringe Geburtenrate und hohe Sterblichkeit zu beobachten.'® Die geborenen Mé&use zeigten
zudem u. a. Symptome von Epilepsie und verstarben innerhalb von drei Wochen.

Eine deutliche Erhéhung der Konzentration von Ins(1,4,5)Ps-Rezeptoren fand MIKOSHIBA in
den Wachstumskegeln von Neuronen.’®” Durch gezielte Zerstérung dieser Rezeptoren durch
Laserbestrahlung wurde deren Wachstum gestoppt; es resultierte eine Retardation der
Neutriten.Offenbar besitzt die InsPs-induzierte Calciumausschittung eine Schiiisselfunktion

bel der Kontrolle des Nervenwachstums.

2.3.6.3 Weitere Anwendung der Monoacetat- Schiitzung

Die Methode, selektiv die C-2-Position eines Tetrols zu acetylieren, konnte auch erfolgreich
auf das Bisphospho-Inositol 50 angewendet werden (Schema 35). Damit konnte die Synthese
von Ins(1,3,4,5,6)Ps (68), ausgehend von Konduritol 45 auf vier Schritte verkirzt werden.

Diese Moglichkeit, einfach auch grofRere Mengen von 68 verfiigbar machen zu kdnnen, ist
eine wichtige Voraussetzung fir von ADELT geplante Futterungsexperimente mit

Dictyostelium.
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Schema 35: Verkirzte Synthese von Ins(1,3,4,5,6)Ps (68).

Analog zu der Synthese von Ins(1,4,5)P; (12b) bietet der langere, in Schema 22 gezeigte Weg
Differenzierungsmdglichkeiten  zwischen den Inositolphosphaten; geht man  von
enantiomerenreinem Ausgangsmaterial aus, so konnen folgende Gruppen unterschieden

werden:

Ausgehend von 45a: 1, 4-Position - 5, 6-Position - 3-Position
45b: 3,6-Position - 4,5-Position - 1-Position

2.3.7 Selektive Schitzung der 3-Position in Tetrol 81

Neben der oben beschriebenen Schiitzung der 2-Position konnte eine weitere hochselektive
Schiitzung durchgefiihrt werden. Dazu wurde Tetrol 81 mit Benzaldehyd unter Zinkchlorid-
Katalyse acetalisiert (Schema 36). Dabel bildete sich stark bevorzugt ein Diastereomer, sein
Anteil wurde im *H-NMR-Spektrum des Rohproduktes zu >95 % abgeschétzt.

OBn OBn
HO OH OH
PhcHO _ Ph O .
ZnCI2 ><
HO” ™" “OH H 07 >"oH
OBn OBn
81 104

Schema 36: Bildung des benzylidengeschiitzten Inositols 104.

Die Bestimmung, ob es sich bel dem gebildeten Produkt um das exo- oder endo-lsomer
handelt, konnte auf dieser Stufe nicht durchgefiihrt werden, da es im *H-NM R-Spektrum des
Produktes 104 zu zahlreichen Signaltberlappungen kam. Anhand der in 5- und 6-Position
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acetylierten Verbindung 106 war aber eine Strukturaufkldarung dber ein NOESY-NMR-
Experiment moglich (Abbildung 31, A). Im Falle des endo-lsomers 105, bel dem der
Phenylrest des Benzyliden-Acetals zum Ring hin zeigt, wéaren Raumkopplungen des
Benzyliden-Wasserstoffs an C-7 zu den Wasserstoffen im Ring an C-1, C-2 und C-3 zu
erwarten gewesen. Im Falle des exo-Isomeren 106 liegen diese Wasserstoffe aber auf der
anderen Ringseite und koppeln demzufolge nicht. In diesem Falle mifdte lediglich eine
Kopplung des Benzyliden-Wasserstoffs mit dem Proton an C-4 zu beobachten sein
(Abbildung 30).

b

o H 1 OBn
H'7 o 2 v OAc 105
t/ —7~~£-OAc endo-Produkt
H I_bBr%_|

(@)
o OBn
Ph"ok 2 1 OAc 106
OAc exo-Produkt

Abbildung 30: Erwartete Raumkopplungen fir das endo- bzw. exo-Produkt.

Das NOESY -Experiment zeigte fur H-7 lediglich eine Resonanz, was das Vorliegen des exo-

| someren beweist.
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Abbildung 31: (A): *H-'H-NOESY - und (B): *H-'H-COSY-NMR-Spektren von 106.

Das so erhaltene Acetal konnte nach einer von CHAN'® entwickelten Methode mit Boran-
Tetrahydrofuran-Komplex und Dibutylboryltrifluorsulfonat reduziert werden. Dabel verbleibt
die Benzylgruppe je nach Ausrichtung der Phenylgruppe auf der agquatorialen (Phenyl exo)
oder auf der axialen (Phenyl endo) OH-Gruppe.



I1. Diskussion und Ergebnisse

70

OBn

.OH
Phxojfl BH3 THF
Bu,BOTT ~
H 07 >"oH ?

(:)Bn
104

Schema 37: Reduktion des Benzylidenacetals 104.
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Bel der Umsetzung erhielt man ein Gemisch von zwel Produkten, deren Verhdltnis NMR-

spektroskopisch zu 3:1 abgeschétzt wurde. Die Abtrennung des Reagenzes und die Trennung

der beiden Produkte konnte problemlos durch Flashchromatographie erfolgen. Die

Acetylierung des Hauptproduktes, das in 57 % Ausbeute nach Chromatographie isoliert

wurde, zeigte, dald3 es sich erwartungsgemdald um das in 3-Position benzylierte Produkt

handelte, wie durch die Tieffeldverschiebung des Protons in 2-Position eindeutig belegbar

war. 107 stellt ein geeignetes Ausgangsmaterial fur die Synthese von Ins(2,4,5)P; dar, einem

Isomer, das zwar Calciumausschittungen induzieren, aber nicht ohne weiteres metabolisiert

werden kann. Diese Synthese soll im Rahmen einer kinftigen Diplomarbeit durchgefihrt

werden.
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Abbildung 32: *H-NMR-Spektren des freien Produkts 107 und des acetylierten 108.
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2.4 Darstellung substituierter I nositolsysteme

Zur Aufklarung biologischer Funktionen von Inositolphosphaten und der Substratspezifitat
bzw. des Wirkungsmechanismus von Enzymen sind Inositol-Analoga, bei denen definierte
Hydroxy-Gruppen durch andere Substituenten ersetzt sind, von zentraler Bedeutung.

Es ist bekannt, daR3 Azidoinositole das Zellwachstum von Tumorzellen inhibieren konnen.'®
Desweiteren stellte sich heraus, dal3 Aminoinositole als Glucosidase-Inhibitoren wirksam sind

und eine Schiiisselrolle in der Wirkung von Antibiotika besitzen.*'°

Sowohl Azido- as auch Amino-Substituenten sollten dartiberhinaus geeignet sein, um tber
diese Gruppe eine Anbindung an ein Trégermaterial zu ermdglichen. Fir die Anbindung Gber
Amino-Gruppen gibt es fir vergleichbare Inositolphosphat-Systeme bereits zahlreiche
Beispiele (vergleiche Kapitel 2.4.2.2). Die gerichtete Anbindung Uber Azidogruppen ist
bislang nicht beschrieben, sollte aber realisierbar sein (siehe Kapitel 2.4.6). Auf diese Weise
sollten gezielt derivatisierte Affinitdtsmaterialien zur Aufreinigung Inositol-spezifischer

Enzyme darstellbar sein.

Der in dieser Arbeit vorgestellte totalsynthetische Ansatz liefert ideale Bedingungen zur
Einbringung von Substituenten an das Kohlenstoff-Gertist. Durch Einsatz anderer Nucleophile
zur Offnung der Allylepoxide kénnen substituierte Inositolsysteme leicht zugénglich gemacht
werden. Ein geeignetes Synthon fir eine Amino-Funktionalitét ist Azid. Azid besitzt eine
hohe Nucleophilie und kann durch einfache Hydrogenolyse in eine Aminofunktion tberfihrt
werden, nachdem die gewinschte Funktionalisierung der Hydroxy-Gruppen durchgefuhrt
wurde. Auf diese Weise wird eine Schitzung und Entschitzung der Amino-Gruppe

UberflUssig.

Die doppelte Einfiihrung von Azid konnte bereits von KLEIN>® und KAFFEE®® an racemischem
44, sowie von PODESCHWA®’an enantiomerenreinen Verbindungen demonstriert werden.

(Schema 38).



I1. Diskussion und Ergebnisse 72

o)
[l
HNP(OBn), HN(P)
- OH HO OH
3 >
P(OBn)3
-~ “OH HO” ™" “OH
HNP(OBN HN
II( )2 @
44 109 110 111

Schema 38: Darstellung von Amidoinosiolphosphaten nach KLEIN, KAFFEE und

PODESCHWA.

Aus dem Diazido-konduritol 109 183 sich durch Umsetzen mit Tribenzylphosphit im Sinne
einer Staudinger-Reaktion und anschlieffende cis-Dihydroxylierung ein  Amidophosphat
darstellen, das entschiitzt ein Analogon zu Ins(1,4)P, (14a) ist.

2.4.1 Literaturbekannte Synthesen von Azido- und Aminoinositolen

Bisdang sind nur sehr wenige Synthesen von enantiomerenreinen Amino- und Azido-
substituierten Inositolsystemen literaturbekannt. Aminoinositole mit allo-Konfiguration
konnten durch Diels-Alder-Reaktion chiraler  Nitroso-Dienophile mit cis-1,2-
Diacetoxycyclohexa-3,5-dien synthetisiert werden.*** Myo-Inositolderivate konnten von
PAULSEN'" aus D-Glucose, sowie von verschiedenen Arbeitsgruppen aus L-Quebrachitol ™

dargestellt werden.

NicoLosI™ publizierte parallel zu diesen Arbeiten einen Zugang, der ein verwandtes
Konzept verfolgt. Bei dieser Route (Schema 39) geht NICOLOSI von aus einer enzymatischen
Acetylierung mit Lipozym IM (immobilisierter Mucor miehel Lipase) gewonnenen
Konduritol-E-Derivat aus'® Durch Tosylierung der freien Hydroxy-Gruppen und
anschliefende basische Abspaltung der Acetatgruppen kann 113 in das Epoxy-Diol 114
Uberfuhrt werden. Dieses kann mit Natriumazid tUberwiegend zum anti-FUrst-Plattner-Produkt
gedffnet werden; das alternative Offnungsprodukt wird jedoch ebenfalls zu ca. 10 % erhalten.
Die Regioselektivitédt der Reaktion kann eventuell darauf zurtckgefuhrt werden, dal3 das
Edukt nicht in einer sessel-artigen, sondern eher in einer boot-artigen Konformation vorliegt
(vergleiche auch die verwandte Struktur von 46 (Abbildung 13, Seite 23)). In diesem Fall

kann die groflere sterische Abschirmung der 2-Position einen Angriff des Nucleophils in
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3-Position beginstigen. Dihydroxylierung des Triols mit Osmiumtetroxids fuhrt zu Bildung
beider Diastereomeren im Verhdtnis 4:6, die als Acetate chromatographisch getrennt werden

koénnen. Dabei handelt es sich um das geschtitzte 5- und 6-Azidoinositol.

OH OAc
OH Llpozym
Cr ©/ 1) TsCl, py @ 1) NaN3, NH,CI
> '!O '
“ . 2. KOH, MeOH i
" "0AC \ ) KOH, MeO . 2.) NH40OH / MeOH
O OAc
114
OH OH
.0 HO .OH HO,, .OH
' 1) Trennung ' + ' '
2.) OsO,
HO Y N3 HO!' ; N3
OH OH
1:9
115 116 117 118

Schema 39: Azido-Inositolsynthese nach NICOLOSI.

Bidlang ist aber noch kein umfassender synthetischer Ansatz publiziert, der eine grol3e
Flexibilitét in Bezug auf die Stelle der Substitution erlaubt.

2.4.2 Affinitatsmaterialien auf | nositolbasis

2.4.2.1 Einschub: Prinzip der Affinitatschromatographie

Affinitétschromatographie ist ein wesentlicher Schritt bel Enzymaufreinigungen. Dabei wird
ein Substratanalogon, das einen niedrigen Ky-Wert zu diesem Enzym aufweist
(typischerweise im mikromolaren Bereich) kovalent an ein Tragermaterial angebunden. Trégt
man nun eine Enzympraparation auf die Saule auf, wird das Analogon im aktiven Zentrum
des Enzyms gebunden. Da die Affinitét des Enzyms zu diesem Analogon hoch ist, bleibt es
auch an dem Trager gebunden, andere Proteine, die keine oder geringere Wechselwirkungen
mit dem Affinitdtsmaterial eingehen, werden zligig von der Sdule eluiert.

Eluiert man anschlief3end beispielsweise mit einem Laufmittel, dal3 ein Substrat enthdlt, zu
dem das Enzym eine noch hohere Affinitdt aufweist, so verdrangt dieses Substrat das
Affinitdtsmaterial kompetitiv und bringt das Enzym somit wieder in Lsung.

Da diese Methode hochspezifisch ist, ist sie ein geeignetes Mittel zur einfachen Aufreinigung

von Enzymen.
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2.4.2.2 Literaturbekannte Affinitatsmaterialien auf Inositolbasis

Bislang sind verschiedene Affinitétsmaterialien, die kovalent gebundene Inositolsysteme
enthalten, in der Literatur beschrieben,*'® einige Beispiele sind in Abbildung 33 gezeigt.

Von TEGGE™ und PRESTWICH™® wurden Verbindungen synthetisiert, bei denen an einer der
Phosphat-Gruppen ein Spacer angebracht ist. Am Ende dieses Spacers befindet sich eine
Amino-Funktion, Uber die eine Anbindung an ein Saulenmaterial erfolgen kann.

FaLck™ publizierte kirzlich ein System, dal? ein Phosphatidylinositolgeriist enthdlt. Da die
Spacer-Gruppe dabel an dem Lipid-Rest des Molekils angebracht ist, der fur das den
Inositolteil erkennenden Enzym nicht von Relevanz ist, handelt es sich hier um ein sehr
vielversprechendes  System.  Durch Anwendung  dieser  Verbindungen  be
Affinitétschromatographie und Photoaffinity-Labels konnten bislang zahlreiche Proteine
isoliert und charakterisiert werden, darunter eine InsPs-Kinase'® eine Ins(1,3,4)Ps-5/6-
Kinase™ und InsPs-Rezeptoren.® Anhand dieser Beispiele mag die Bandbreite der
madglichen Einsatzmoglichkeiten fur ein flexibles Affinitétsmaterial auf Inositolbasis

ersichtlich werden.

OH

119 120
SPIERS PRESTWICH
OH 0~ -
O~y
OPO3H,
121
FALCK

Abbildung 33: Literaturbekannte Affinitatsmaterialien auf Inositolbasis.
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2.4.3 Konzept der Desymmetrisierung

Bei den bisher vorgestellten Synthesen wurde das Konzept der paarweisen Differenzierung
verfolgt. Dabei wurden gezielt derivatisierte Konduritol-B-Derivate zum Aufbau des Inositol-
Grundgerists eingesetzt. Die Modifikation einzelner, definierter Hydroxy-Gruppen ist dabel
aber nur bei den durch cis-Dihydroxylierung eingefihrten OH-Gruppen in 1- und 2- (bzw. 2-
und 3-) Position maoglich.

Schema 40: Konduritol-B-Derivate als myo-Inositol-Bausteine.

Gibt man die bisher angewandte Strategie der Verwendung C,-symmetrischer Zwischenstufen
auf und fuhrt nicht zwei Substituenten gleichzeitig durch doppelte Allyl6ffnung von anti-
Benzoldioxid ein, sondern vollzieht diese nucleophile Offnung in zwei voneinander
separierten Schritten mit unterschiedlichen Nucleophilen, so erhdt man in 1- und 4-Position
des Cyclohexen-Rings unterschiedlich substituierte Verbindungen. Diese Vorgehensweise soll

im folgenden als ,, Desymmetrisierung” bezeichnet werden.

Ausgehend von enantiomerenreinen Ausgangsmaterialien (43a und 43b) lassen sich so vier

der sechs moglichen Positionen des Inositolrings definiert substituieren (vergleiche auch

Abbildung 39).
Nu Nu Nu
OH HO LOH  HO, .OH
O e
-~ NOH HO” > SOH  HO" ™ “MOH
OH OH OH

Schema 41: Darstellung von 1- bzw. 4-substituierten myo-Inositolen (am Beispiel eines

Enantiomers).
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Wie oben beschrieben, kann durch Einbringung einer Amino-Funktion eine kovaente
Anbindung an ein Tragermateria redisiert werden. Die Darstellung eines derartigen

Affinitdtsmaterial s ausgehends von Diacetat 43 gliedert sich in drei Schritte:

1) Darstellung eines desymmetrisierten Azidokonduritol-B-Derivats
2) Uberfiihrung in eine geeignete Trennstufe zur Trennung der erhaltenen Diastereomere

3) Derivatisierung um ein fur Affinitdtschromatographie geeignetes Molekiil zu erhalten

Das so herzustellende Affinitdtsmaterial hat folgende Vorteile:

= Die zur Anbindung bendtigte Amino-Funktion ist als Azid ,, geschiitzt*.
= Kelhe Schitzungs- Entschiitzungssequenz nétig.
= Die Amino-Gruppe kann unter anderem durch Hydrogenolyse am Ende der
Synthese freigesetzt werden (milde Bedingungen).
= Diese Hydrogenolyse kann in wél¥igen Medien unter pH-neutralen Bedingungen
erfolgen (wichtig bei labilen und / oder stark hydrophilen Substituenten an den OH-
Gruppen).
= Das Azid kann in vier verschiedenen Positionen des Rings eingebracht werden.
= Der Substratspezifitét des zu reinigenden Enzyms kann einfach entgegengekommen
werden und eine Stelle zur Anbindung ausgewahlt werden, die fur die Enzym-
Substrat-Wechselwirkung minderwichtig ist.
= Die Anbindungsstelleist direkt am Ring orientiert

= Der Spacer kann in seiner Lénge einfach variiert werden

Demgegentiiber stehen folgende Punkte, die a's nachteilig angesehen werden konnten:

= Um gezielt in einer bestimmten Position substituierte Inositol systeme zu erhaten, mufd eine
Diastereomerentrennung erfolgen.”
= Die direkte Nachbarschaft des Inositol-Geriists zu der Amino-Gruppe kann eine Anbindung

an das Tréagermaterial aus sterischen Griinden erschweren.

" Bei der verwendeten Numerierung werden die bei einer cis-Dihydroxylierung erhaltenen Diastereomere nach
Lage der eingefuhrten Dioleinheit zu der Azido-Gruppe (bzw. Benzylgruppe, nachstes Kapitel) mit dem Suffix -
syn oder -anti versehen. Diese Einteilung ist willkurlich gewahlt, soll aber den Bezug zum Ausgangssystem
verdeutlichen
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Diese beiden Punkte stellen aber keine gravierenden Nachteile dar.

Zum einen kann, wenn Uber die Substratspezifitdt des aufzureinigenden Enzyms keine
genauen Kenntnisse vorliegen, auch das Diastereomerengemisch zur Anbindung eingesetzt
werden. Die breite Streuung der Anbindungsposition gewahrleistet immer noch ein hohes
Mal} an potentiell wirksamen Molekilen. Zum anderen unterscheiden sich die Diastereomere
in ihren Eigenschaften zum Teil erheblich, so da3 eine Trennung mdglich sein sollte
(vergleiche Kapitel 2.4.4.2).

Die sterische Hinderung kénnte eher ein Problem darstellen, es gibt aber eine Vielzahl von
Standard-Prozeduren zur Anbindung der Amino-Funktion. Gelingt auf diesem Wege keine
Anbindung, so kann auch ein beliebig gewahlter Spacer ,, zwischengesetzt“ werden. Auf diese
Weise sollte der sterische Anspruch des Tragermaterials kompensiert und somit die
Anbindung erfolgreich durchgefiihrt werden kdnnen. Eine weitere Mdglichkeit liegt in der

Nutzung der Azido-Funktion zur Anbindung (vgl. Kapitel 2.4.6).

Aus diesem Grund erschien die Synthese von substituierten Aminoinositolen zur Erzeugung
eines Affinitdétsmaterials als ein lohnendes Syntheseziel. Einen direkten Anla3 gaben
Aufreinigungsprobleme einer Phytase aus Dictyostelium discoideumn, die im Arbeitskreis
VOGEL aufgetreten waren.

Zur Aufreinigung einer Phytase, die sich durch eine starke Dephosphorylierungstendenz
auszeichnet, sind Inositolphosphate as Affinitétsmaterial ungeeignet. Die Bestandigkeit des
so hergestellten Materials wére nicht sehr hoch, zudem wiirde die Affinitat des Enzyms zu der
kovalent gebundenen Verbindung mit fortschreitender Dephosphorylierung des Materials
abnehmen.

Nach LAMMERTZz wird die oben genannte Phytase stark von Inositolhexakissulfat (InsSg)
inhibiert, der Ky-Wert liegt bei 20 nM. Damit liegt der Wert noch deutlich unter dem fir die
InsSs-Inhibierung fur Phytasen aus Aspergillus ficuum bestimmten Ki-Wert (4,6 uM bzw. 0,2
uM).*?® Aus diesem Grund schien eine maglichst hoch sulfatierte Spezies fir den Einsatz as
Affinitétsmatrial geeignet. Dabel war zu erwarten, dal3 die Inhibierung der Phytase durch das
Azido- bzw. Aminosulfat im Vergleich zu InsSs geringer ist, da die negative Ladung des

Moleklls sukzessive verringert wird.
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1-Amino-inositolsulfat 3-Amino-inositolsulfat  4-Amino-inositolsulfat 6-Amino-inositolsulfat

122a-syn 122b-syn 122b-anti 122a-anti

Abbildung 34: Geplante Syntheseziele fir eine Aufreinigung der Phytase aus Dictyostelium

discoideum.

2.4.4 Darstellung des Affinitatsmaterials

2.4.4.1 Darstellung von Azidotriol 126

Das Diacetat 43 kann nach einer Vorschrift von BIEN und KAFFEE durch Behandeln mit
Lithiumhydroxid in einem Gemisch aus Diethylether und Methanol selektiv in 98 % Ausbeute
in das Monoepoxid 123 Uberfuhrt werden (Schema 42). Dieses Epoxid kann nun mit
Nucleophilen wie Azid gedffnet werden. Nach einer modifizierten Vorschrift von

SHARPLESS?

gelingt das in sehr guten Ausbeuten in einem System von Ammoniumchlorid
und Natriumazid in eéinem Gemisch aus Dimethoxyethan, Ethanol und Wasser. Von BLOCK '™
wurde auch die Offnung von 123 mit Fluorid durchgefiihrt, was ebenfalls ein
pharmakol ogisch interessanter Substituent ist.

Die Uberfiihrung in das zweite Epoxid gelingt ebenfalls in guten Ausbeuten. Dabei finden die
gleichen Bedingungen Anwendung, die bereits zur Bildung des ersten Epoxids 123 benutzt
wurden. Nach Offnung mit Wasser unter saurer Katalyse von p-Toluolsulfonsaure erhat man
das Azidotriol 126, das von Nebenprodukten (z.B. Sy-Angriff) einfach durch
Umkristallisation aus Essigsaureethylester gereinigt werden kann. Auf diese Weise erhdt man
126 in einer Ausbeute von 43 % Uber vier Stufen; eine Aufreinigung der Zwischenprodukte

123 bis 125 ist nicht nétig.
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Schema 42: Darstellung von Azidotriol 126.

2.4.4.2 Uberfuhrung in eine Trennstufe

126 mul3 nun in geeigneter Weise modifiziert werden, um eine Trennung der nach
anschlief3ender cis-Dihydroxylierung erhaltenen Diastereomere zu ermoglichen. Eine direkte
cis-Hydroxylierung mit Rutheniumtrichlorid und Natriummetaperiodat kommt aufgrund der
Polaritét der erhaltenen Verbindung nicht in Frage; als hydrophobe Schutzgruppen bieten sich
| sopropyliden- und Acetatgruppen an.

2.4.4.2.1 |sopropyliden-Schiitzung von 126

Bel der Isopropyliden-Schiitzung wurden zunéchst zwei Produkte erwartet (Schema 43), da
die geometrischenV erhéltnisse zwischen der trans-standigen 2- und 3-Hydroxy-Funktion

denen zwischen 3- und 4-Position vergleichbar erschienen.

126 127 128

Schema 43: Erwartete Produkte bei der I sopropyliden-Schiitzung von 126.
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Tatsachlich wurden auch zwei Produkte isoliert, die jedoch signifikante Unterschiede im
Laufverhalten bei  dinnschichtchromatographischer  Untersuchung aufwiesen. Durch
sdulenchromatographische  Trennung und  anschlief?ende NMR-spektroskopische
Untersuchung konnten beide Produkte identifiziert werden. Dabel handelt es sich nicht um die
in Schema 43 beschriebenen Produkte.

N3
" _OH
DMP, PTS >< ><
. ~ Aceton
‘OH
OH

126 127 129

Schema 44: Tatsachlich bei der Isopropyliden-Schiitzung von 126 gebildete Produkte

Die Identifizierung des als Hauptprodukt gebildeten 127 erfolgte NM R-spektroskopisch durch
die Aufnahme eines *H-'H-COSY -NMR-Spektrums. Deutlich sichtbar ist die Kopplung des
Alkohols (3,0 ppm) mit dem Ringproton an C-4 (bei 4,45 ppm), sowie dessen Kopplung zu
dem Proton der Doppelbindung (bei 5,6 ppm). Durch Acetylierung der Verbindung mit
Essigsdureanhydrid und Pyridin konnte durch die Tieffeldverschiebung des betreffenden
Protons das Vorliegen einer Hydroxy-Gruppe in Allylposition bestétigt werden.
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Abbildung 35: *H-'H-COSY-NMR von 127.

Ebenfalls durch NMR-spektroskopische Untersuchung konnte der unpolareren Verbindung

129, die zu ca. 30 % im Produktgemisch vorliegt, die unten abgebildete Struktur zugeordnet

werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: *H-NM R-Spektrum von 129.

Charakteristisch ist das Singulett der Methoxy-Gruppe bei 3,28 ppm, sowie das Auftreten von
vier Methylgruppen bei 1,39; 1,41; 1,44 und 1,45 ppm. Im *C-NMR-Spektrum sind zwei
guartére Kohlenstoffe bei 101,2 und 110,9 ppm zu beobachten, das Signal der Methoxy-
Gruppe liegt hier bei 49,2 ppm. Behandlung des Produktes mit Essigsdureanhydrid und
Pyridin fuhrte zu keiner Veranderung, so dal3 das Vorliegen freler Hydroxy-Gruppen

ausgeschlossen werden konnte.

Die Bildung dieses unerwiinschten Nebenproduktes stellt kein Problem dar, da es innerhalb
Kurzer Zeit durch Behandeln mit katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsaure in Aceton in 127

Uberfuhrt werden kann.

Durch Dichtefunktionaltheorie-Berechnungen mit dem Progranmm GAUSSIAN 98%°, die
freundlicherweise von A. P. Ligon durchgefiihrt wurden, konnte die zun&chst Uberraschende
Bildung nur eines Regioisomers rationalisiert werden. Bringt man die berechneten Strukturen
fur 127 (gebildet) und 128 (nicht gebildet) mit der des Edukts 126 (grun) zur Deckung, so
ergibt sich folgendes Bild (Abbildung 37) (Uberlappung an der Cs-Cs-Cy-Achse).:
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Abbildung 37: A: Uberlappung des gebildeten Produkts 127 mit dem Edukt 126 (griin)
B: Uberlappung des nicht gebildeten Produkts 128 mit dem Edukt (126)

(grun).

Wie ersichtlich wird, ist die Ringgeometrie des Cyclohexenrings bel Schiitzung der OH-
Gruppen in 2- und 3-Position nahezu unverandert. Die Anbringung der I1sopropyliden-Gruppe
erfordert lediglich ein leichtes Aufdehnen der Winkel (C1-C2-O) bzw. C4-C3-O). Um die
Schutzgruppe in 3- und 4-Position anzubringen, mufd sich hingegen der Cyclohexenring
verzerren. Dabei wird das C-3 nach unten, das C-4 nach oben verschoben. Die verzerrte
Bootstruktur ist in Abbildung 37 B gut erkennbar. Die so ermittelten Resultate stehen in guter
Naherung zu zuvor durchgefihrten semiempirischen PM 3-Berechnungen mit dem Programm
HY PERCHEM.

Diese ohnehin vorhandene Begunstigung der 2- und 3-Schitzung wird verstarkt durch das
Auftreten von DMP-Monoacetalen (siehe Schema 44). Das sperrige Monoacetal ist in C-4-
Position der Doppelbindung benachbart und ist somit keinerlei sterischen EinflUssen
ausgesetzt. In C-2-Position wére aber eine Azidgruppe benachbart, was zu sterischen
Wechselwirkungen fuhren kann. Diese Annahme wurde durch semiempirische PM3-

Berechnungen gestiitzt (nicht gezeigt).
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Bel den Berechnungen mit GAUSSIAN 98 konnten auch die molaren Bildungsenthalpien
erhalten werden. Die auf diese Weise erhaltenen Werte weisen eine hohe Genauigkeit bei
einem Fehler von maximal 5 % auf, weshalb sie eine verl&dliche Grof3e zur Beurteilung von
Gleichgewichtsreaktionen bilden. Berlcksichtigt werden mufd alerdings, da die
Berechnungen fur eine Temperatur von 25 °C im Vakuum durchgeftihrt wurden.

Um Ruckschltsse auf die Reaktionsenthalpien ziehen zu koénnen, muféten zusétzlich die
weiteren bel der Reaktion auftretenden Molekile (2,2-Dimethoxypropan und Methanol)
berechnet werden. Durch Bildung der Differenzen der aus diesen Berechnungen erhaltenen
Energiewerten konnten die beiden Reaktionsenthalpien fur die Reaktion von 126 zu 127
(Reaktion A) und zu 128 (Reaktion B, nicht beobachtet) ermittelt werden. Die Berechnungen
wurden fur 25° im Vakuum durchgefihrt. Durch Einsetzen dieser Werte in die Boltzmann-
Gleichung (Abbildung 38) kdnnen die Gleichgewichtskonstanten berechnet werden und aus

diesen wiederum das Produktverhdtnis der Reaktion.

AG
k =e RT

Abbildung 38: Boltzmann-Gleichung.
Man erhdlt folgende Werte (Tabelle 5).

Reaktion A Reaktion B
Reaktionsenthal pie AH [kJ/mol] + 30,55 + 47,35
freie Reaktionsenthalpie AG [kJ/mol] -16,07 +1,06
Gleichgewichtskonstante k 653,43 0,65
Produktverhdltnis 99,85 % : 0,15 % | 39,51 %: 60,49 %
Produkt : Edukt

Tabelle 5: Berechnete thermodynamische Grof3en fur Reaktion A und B.

Daraus ergibt sich diein Schema 45 dargestellte Produktverteilung:
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N3
- OH
Reaktion B Reaktion A
60,49 % 99 85 %
126 39 51 9% 0, 15 % 127
128 126
OH
99,9 127
- > ,
""O 0,1%128 )
o7k OH
128 127

Schema 45: Gleichgewicht der erwarteten Produkte der 1sopropyliden-Schiitzung von 126.

Es wird deutlich, dal3 das Gleichgewicht nahezu quantitativ auf der Seite von 127 liegt. Dies
entspricht den tatséchlich gemachten Beobachtungen.

Die so erhatene Verbindung 127 weist eine freile OH-Gruppe in Allylposition auf, was
zahlreiche regiosel ektive Reaktionen mit der Doppel bindung durch deren dirigierenden Effekt
(z.B. Sharpless-Epoxidierung, Henbest-Regel) ermdglichen sollte.

Dihydroxylierung von 127 mit Rutheniumtrichlorid und Natriummetaperiodat, wie oben

beschrieben, fihrte zu einem Produktgemisch, das die beiden moglichen Diastereomere 130-

anti und 130-syn in einem Verhdtnisvon 2:1 enthielt (Schema 46).

N3 N3
HOL _~_ _0O HO., _~__o
o X+ X
R T D
OH OH

127 130-anti 130-syn

RUC|3
NalO4

Schema 46: Dihydroxylierung von 127 unter Bildung von 130-anti und 130-syn.

Diese, sowie die entsprechende acetylierte Stufe erwiesen sich jedoch als fir eine Trennung
nicht optimal geeignet. Sie stellen aber eine interessante Erweiterung in Bezug auf einfach

darstellbare Substitutionsmuster azidosubstituierter Inositole dar.
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2.4.4.2.2 Uberfuhrungin eine acetylierte Verbindung
Acetyliertes 131 konnte einfach durch Behandeln von 126 mit Essigsdureanhydrid in Pyridin

erhalten werden. Die anschlief3ende Dihydroxylierung fuhrte zu den beiden Diastereomeren
132-anti und 132-syn im Verhdlitnis 2:3. Eine Trennung der Diastereomeren war aber auf
dieser Stufe weder saulenchromatographisch, noch tber Normalphasen- oder reversed-phase-

HPLC zu erreichen.

N3 N3 N3 N3
“_ _OH “JOAC _  HO “_OAc  HO, A_ _OAc
Ac0, py 38 5 '
. . NalO, Ry
“OH “OAC HO ‘OAc  HO “OAC
OH OAC OAC OAC

126 131 132-anti 132-syn

Schema 47: Darstellung des Diastereomerengemischs 132-anti und 132-syn.

Um die Polarité der Verbindung zu verringern, wurde das Diastereomerengemisch 132-anti
und 132-syn an den beiden freien Hydroxygruppen isopropylidengeschiitz bzw. erneut
acetyliert. Es stellte sich heraus, dal3 das isopropylidengeschiitzte Gemisch ebenfalls nicht fr
eine Trennung geeignet war, die beiden pentaacetylierten Verbindungen 133-anti und 133-syn
jedoch ausreichend unterschiedliches Laufverhalten zeigten. Eine préparative Trennung dieses
Gemischs tber HPLC war aber auch hier nicht zu erreichen. Die geringe Loslichkeit in zur
Trennung geeigneten Laufmitten fuhrte auch bei sdulenchromatographischer Aufreinigung zu
Problemen. Durch fraktionierte Kristallisation des Gemisches aus Ethanol konnte 133-syn
schliefdlich diastereomerenrein erhalten werden. In der Nachféllung konnte das im Unterschul
gebildete Diastereomer 133-anti in einem Diastereomerenverhdltnis von 3:1 erhalten werden;
die dabei verblicbene Menge an 133-syn konnte anschlieffend problemlos

sdulenchromatographisch abgetrennt werden.

Somit konnte eine Moglichkeit eroffnet werden, beide Verbindungen diastereomerenrein auch
in groReren Mengen (mehrere Gramm) zugénglich zu machen. Geht man von
enantiomerenreinen Ausgangsverbindungen aus, so ist es somit moglich, Azidogruppen

selektivin 1-, 3, 4-, oder 6-Position einzufihren, wie in Abbildung 39 gezeigt.
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N3 OAc OAc N
@OH “_ _Br @Br ‘_ _OH
<< —>
- OH er " NBr QOH
OH OAC OAc OH
126a 43a 43b 126b
N3 N3
AcO i_.,.OAc AcO,, _~__OAc
AcO ; OAc ACOI;i'OAC
OAc OAc
133a 133b

N3

Ns )\ Ns Ns \
ACO:@:OAC AcO,,, @OAC AcO__~__OAc  AcO, A __OAc
AcO OAc  AcO" OAc ACO: ; "OAc  AcO" ; ""OAC

OAc OAc OAC OAc

132a-syn 132a-anti 132b-anti 132b-syn
1-Azido 4-Azido 6-Azido 3-Azido

Abbildung 39: Mdgliche Einbringung von Azidogruppen in Inositolgeriste.

Die Zuordnung der beiden Diastereomere war anhand von *H-NMR-Experimenten leicht
moglich. Da ale Hydroxy-Gruppen acetyliert vorliegen, erfahren die zugehorigen
Ringprotonen eine Tiefeldverschiebung von ca. zwel ppm. Die beiden einzigen im Hochfeld
verbleibenden Signale sind somit die der Azidogruppe benachbarten CH-Gruppen. Aufgrund
der Lage der Azidogruppe zu der durch cis-Dihydroxylierung eingeftihrten Nachbar-OH-
Gruppe spaltet dieses Signal in ein fur das entsprechende Diastereomer charakteristisches
Signal auf (Abbildung 40).
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2 H6
H
4 Hs
Hs
H, N3
AcO ; OAC
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U OAc
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Abbildung 40: *H-NMR-Spekiren der beiden getrennten Diastereomere 133-anti und 133-

syn.

Das Azid-Proton in 133-anti weist zu beiden benachbarten Protonen trans-Kopplungen von

33in = 10,5 Hz auf und erscheint somit als Pseudotriplett. Das Azid-Proton in 133-syn

hingegen erzeugt eine deutlich unterschiedliche trans- und cis-Kopplung von 10,7 bzw.
2,5 Hz. Letztere ist in dem oben abgebildeten Spektrum nicht aufgel 6st, deshalb erscheint das

betreffende Signal als Pseudodubl ett.

2.4.4.3 Synthese des Amino-Inositolsulfats 122

Die Synthese des Aminosulfats 122 sollte, wie oben beschrieben, als Diastereomerengemisch

erfolgen, aus diesem Grund konnte fir die folgende Synthese von 132 ausgegangen werden

Schema 48).
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N3 N3 N3 NH,
HO LOAc HO OH ®o ReE) ®o Re©
IO O E S
HO™ ™" “OAc HO™ ™" “OH ©o0" Y Ta® ©0" Y T0®
OAc OH o® o®

132 134 135 122

Schema 48: Geplante Synthese von 122.

Die nun durchzufihrenden Reaktionsschritte sind Abspatung der Schutzgruppen,
Sulfatierung der Hydroxygruppen und anschlief3ende Freisetzung des Amino-Funktion. Die
Azido-Gruppe fungiert dabei, wie bereits beschrieben, as Schutzgruppe fir die Amino-

Funktion und verhindert so eine mogliche Sulfatierung dieser Gruppe.

Die Abspaltung von Acetatgruppen kann auf vielfatige Weisen erreicht werden. Bel der Wahl
der Entschitzungsmethode ist jedoch zu beachten, dal3 das entstehende Produkt 134 en
Azidopentol ist und somit nur schwerlich aus wéaldrigen Reaktionsl dsungen zu extrahieren sein
wird. Deshalb sollte eine Entschiitzungsmethode verwendet werden, die auf die Verwendung
wal¥iger Losungen verzichtet.

Die Freisetzung von 134 konnte durch Umsetzung von 132 mit Acetylchlorid in absolutem
Methanol erreicht werden. Die bel der Methanolyse des Acetylchlorids freigesetzte Salzsdure
katalysiert eine Umesterung der Acetat-Gruppen und bewirkt somit eine schnelle Freisetzung
des Inositols.

134 stellt in enantiomerenreiner Form einen wirksamen Inhibitor des Zellwachstums dar.'®
Da Tumorzellen haufig einen deutlich erhohten Phospholipid-Stoffwechsel zeigen und diese
Verbindungen diesen Stoffwechsel (selektiv) zu hemmen scheinen, kdnnten derartige
Verbindungen neuartige Moglichkeiten bieten, das Wachstum von Krebszellen zu

kontrollieren.

Zur Sulfatierung von Hydroxy-Gruppen stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfligung.
So wird beispielsweise die Verwendung von Chlorsulfonsdure zur Darstellung von
Inositol hexakissulfat beschrieben.'?® Diese Reaktion konnte aber in eigenen Versuchen nicht
in zufriedenstellenden Ausbeuten reproduziert werden. Alternativ einssetzbare Reagenzien
sind Komplexe von Schwefeltrioxid mit verschiedenen Basen.'?” Da direkt eine fiinffache

Sulfatierung erreicht werden soll, mufld eine hohe Ausbeute der Sulfatierungsreaktion
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gewdhrleistet werden. Das Diastereomerengemisch 134-syn und 134-anti erschwert eine
NMR-spektroskopische Analyse des sulfatierten Rohprodukts, so dal3 als Testverbindung
Triol 126 eingesetzt wurde (Schema 49).

N3 N3
O, (1
Py -SOs
: OH : )
OH o®

126 136

Schema 49: Sulfatierung des Testsystems 126.

Eine erfolgreiche Umsetzung konnte durch Umsetzung mit funf Aquivalenten Pyridin-
Schwefeltrioxid-Komplex pro Hydroxy-Gruppe erreicht werden. Eine Ubertragung dieser
Ergebnisse auf das | somerengemisch 132-syn / 132-anti war problemlos méglich.

Die online-Detektion der Verbindung mit dem standardméidig verwendeten Yttrium-PAR-
Komplex war nicht moglich, da die Sulfate zum einen im Vergleich zu den normalerweise
vermessenen Phosphat-Gruppen stadrkere Sauren darstellen und somit nicht leicht zu
protonieren sind, zum anderen die Sulfatgruppen im sauren wesentlich hydrolyselabiler sind

as die entsprechenden I nositol phosphate.

Alternativ wurden zahlreiche colorimetrische Nachweisverfahren zur Detektion von Sulfat auf
deren Eignung hin Uberprift; samtliche Verfahren waren aber entweder nicht geeignet, auch
kovalent gebundene Sulfate zu detektieren und / oder waren gegenuber pH-Einfllissen etc.
sehr labil. Mit Pinakryptol-Gelb'?® konnte schlieRlich ein Farbstoff gefunden werden, der die
Detektion von kovalent gebundenem Sulfat Uber Fluoreszenzmessung ermaoglicht. Der Test ist
nicht empfindlich auf freies Sulfat, so dal3 eine erfolgreiche Anbindung durch diesen Farbstoff
Uberprift werden konnte. Auf diese Weise konnte das Produkt durch reversed-phase-

Dunnschichtchromatographie detektiert werden.

Die Abtrennung des bei der anschlief3enden Hydrolyse entstehenden Pyridiniumsulfats konnte
durch ionenchromatographische Verfahren erreicht werden. Dabel stellte die Saurel abilitat der
Sulfatgruppen ein grof3es Problem dar. Nach zahlreichen Variationen des Elutionsmittels
konnte eine Aufreinigung durch Auftragung auf DEAE-Speharose und Waschen mit 10 mm
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Ammoniumacetat-LOosung erreicht werden. Die Substanz konnte schliefdlich mit 2.5 M

Ammoniumacetat-L 6sung wieder von dem Tauschermaterial eluiert werden.

Die vollstandige Sulfatierung von 135 konnte zum einen massenspektrometrisch bestatigt
werden, zum anderen zeigte das *C-NMR-Spektrum lediglich zwolf Signale der beiden
Diastereomere, von denen die zwei Signale der Azid-Kohlenstoffe deutlich zu hoherem Feld

verschoben sind.

Abschlief3end mufdte nun die Umwandlung der Azido- in eine Amino-Funktion erfolgen.

Da 135 durch die eingebrachten finf Sulfatgruppen in organischen Lésungsmitteln nahezu
nicht 16slich ist, bot sich eine hydrogenol ytische Reduktion in wal¥rigem Medium an (Schema
50). Um ener eventuellen Hydrolyse von Sulfatgruppen vorzubeugen, wurde diese
Hydrierung in einem Ammoniumacetatpuffer (pH 7) durchgefiihrt. Dieser Puffer hat den
Vortell, dal3 seine Bestandteille fltchtig sind und durch mehrfaches Aufnehmen des

Reaktionsprodukts in Wasser und Lyophilisierung vollsténdig entfernt werden konnen.

N3 NH;
ST e Y YT
NH4OAc-Puffer, pH 7
©0" > N0 ©0“ > N0
o® o®
135 122

Schema 50: Reduktion der Azidogruppe in 135.

Eine erfolgreiche Umsetzung war im *C-NMR-Spektrum nur an der Veranderung der
Differenz der chemischen Verschiebung von Amino- und den sulfatierten Kohlenstoff-
Atomen auszumachen, da die Vermessung der Probe in D,O durchgefihrt wurde. Im IR-

Spektrum konnte jedoch das Verschwinden der Azid-Bande gut erkannt werden.
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2.4.5 Inhibierungsstudien

Sowohl das Azidosulfat 135 als auch das Aminosulfat 122 wurden von DALLMANN'? auf ihre
Wirkung as Enzyminhibitor getestet. Als Enzyme wurden die InsPs / InsP,s-
Phosphohydrolase (vergleiche Kapitel 2.6.1.1) und die Phytase aus Dictyostelium discoideum
eingesetzt.

Dazu wurde die Inhibierung der Dephosphorylierung eines Testsubstrats (im Falle der Phytase
InsPs, im Falle der 1nsPs/InsP4-Phosphohydrolase (1)-1ns(1,2,3,4)P,4 (¢ = 2mM)), katalysiert
durch das betreffende Enzym be Zugabe ener bestimmten Menge 135 / 122 zu der
Reaktionsl 6sung, bestimmt. Die Bestimmung der Menge freigesetzten Phosphats erfolgte tiber
einen colorimetrische Methode.

Wahrend fir die InsPs / InsP,4-Phosphohydrolase keine Inhibierung beobachtet wurde, waren
beide Verbindungen starke Inhibitoren der Phytase. Eine graphische Auftragung dieser Werte
ergab folgendes Bild (Abbildung 41). Dazu wird mit der gemessenen Extinktionen zundchst
mit Hilfe des Lambert-Beer” schen Gesetzes die Menge hydrolysierten Phosphats berechnet.

10 +

©
I
T
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—&—0,5nM
—>—1nM
—¥—2nM
—0— 4nM
—+—6nM
—4A—8nM
10 nM

nmol Phosphat
6] (o2} ~ oo
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I
T
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Abbildung 41: Inhibierung der Phosphatase-Aktivitét bei der Phytase aus Dictyostelium.

Aus diesen Werten konnten die spezifischen Aktivitdten ermittelt werden, indem man die
Steigung der einzelnen Funktionen im linearen Bereich durch den Enzymgehalt der

verwendeten Losung dividiert. Die Resultate sind in Tabelle 6 aufgefihrt.
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c(135) [nM] Spez.  Aktivitat
[LU/mg]

0 3721
0,1 3004
05 2275

1 1904

2 1355

4 965

6 712

8 485
10 83

Tabelle 6: Inhibierung der Phytase durch 135.

Trégt man diese spezifischen Aktivitéten gegen die Inhibitorkonzentration auf, so ergibt sich

der in Abbildung 42 gezeigte Verlauf.
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Abbildung 42: Graphische Auftragung der Phytase-Inhibierung durch 135.
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Der ICso-Wert ist as die Inhibitorkonzentration definiert, bei der die urspringliche Aktivitét
auf die Halfte reduziert worden ist. Hier kann dieser Wert zu ca.1 nM abgeschétzt werden. Der

von LAMMERTZ fur Inositolhexakissulfat ermittelte Ki-Wert liegt bei ca. K (I1Ss) = 20 nM.

Fur die Aminoverbindung 122 wurden &hnliche Untersuchungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 7 und Abbildung 43 zusammengefalit.

c(122) [uMol] Spez. Aktivitat
[uU/mg]

0 1000

0,01 837,5

0,05 612,5

0,1 358,33

0,5 41,67

Tabelle 7. Phytase-Inhibierung durch 122
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Abbildung 43: Graphische Darstellung der Phytase-Inhibierung durch 122.
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Der dargestellte Graph ist aufgrund der wenigen Mef3punkte mit Vorsicht zu interpretieren,
erlaubt aber dennoch die Abschdtzung des ICso-Werts. Der fur 122 erhaltene |Cso-Wert liegt
mit ca. 0,8 uM in einer fir Affinitétsmaterialien weit geeigneteren Gréf3enordnung als 135.
Die Affinitatsabschwéchung kdnnte unter anderem auf eine Verringerung der Nettoladung des
Molekiils (von InsSs mit sechs negativen Ladungen tber 135 mit funf bis hin zu 122, bei dem
die Aminogruppe protoniert vorliegt und somit die Ladung auf vier reduziert wird)
zuriickzufuhren sein.

Ist die Inhibierung zu stark, so kann die Anbindung des Enzyms so stark sein, dal3 eine spétere
Elution problematisch sein kénnte. Durch das Einbringen eines Spacers ist es wahrscheinlich,
dal3 die Affinitat erneut herabgesetzt und die Abldsung von der stationdren Phase somit

erleichtert wird. 1Cso-Werte im mikromolaren Bereich ist jedoch als glinstig anzusehen.

Will man einen K;-Wert bestimmen, so mul3 man in Betracht ziehen, dal3 die Inhibierung des
Enzyms auch von der gewahlten Substratkonzentration abhéngig ist. Nach DixoN™' muR
demzufolge auch eine Mefdreihe bel unterschiedlichen Substratkonzentrationen durchgefiihrt
werden. Tragt man den Kehrwert der bei der Messung erhaltenen Geschwindigkeit gegen die
verwendete Inhibitor-Konzentration auf, so ergeben sich zwei Geraden, in deren Schnittpunkt
sich K; befindet. Da in diesem Fal aber nur eine vorlaufige Abschédzung des
Inhibierungspotentials der synthetisierten Verbindungen erfolgen soll, ist die oben

beschriebene Abschétzung von | Cso-Werten ausreichend.

2.4.6 Anbindungsversuche

Zunéchst wurde versucht, 122 an ein Tragermaterial kovalent zu binden, bei dem die
Anbindungsstelle durch N-Hydroxysuccinimid-Gruppen aktiviert ist. Dabei wird N-Hydroxy-
Succinimid durch das anzubindende Teilchen (in diese Fall Aminosulfat 122) nucleophil
substituiert (siehe Schema51).

Schema 51: Anbindung an Trégermaterialien mit N-Hydroxysuccinimid-Gruppen.
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Bislang wurden von DALLMANN'?® zwei Vorversuche zur Anbindung durchgefiihrt. Dabei
wurde 122 in einem Puffer (pH 9 und pH 11) geldst und im Kreislauf tber das Sdulenmaterial
gefhrt.

Problematisch ist, dal3 eine nucleophile Substitution nur erfolgen kann, wenn die
Aminogruppe nicht protoniert ist. Die Reaktion muf3 somit im alkalischen Medium
durchgefthrt werden, wobel bei zu akalischem pH auch die in hohen Konzentrationen
vorliegenden Hydroxid-lonen in einer Konkurrenzreaktion das Succinimid substituieren
kénnen und somit eine Anbindung von 122 verhindern wirden. Eine Reaktionskontrolle
erfolgte Uber die Inhibierung der in der Losung verbliebenen 122-Menge. In beiden Féllen

konnte keine signifikante Anbindung beobachtet werden.

Fir koinftige Anbindungsversuche bieten sich aber noch ene Vielzahl von
Variationsmoglichkeiten. So kann beispielsweise das Sdulenmaterial variiert werden; ein
anderes, haufig verwendetes Material besitzt terminale Epoxid-Gruppen zur Anbindung, die
nucleophil gedffnet werden konnen. Durch Zugabe organischer Solventien wie
Dimethylsulfoxid kann gegebenenfalls die Anbindung von 122 erleichtert werden.

Durch Arbeiten mit hoheren Konzentrationen von 122 kann eventuell die Anbindung
beschleunigt und so die Konkurrenzreaktion der Hydroxid-lonen vermindert werden. Eine
weitere, haufig verwendete Vorgehensweise bei Anbindungen an polymere Tréger ist die
Variation des Gegenions (z.B. quarterndre Ammoniumsalze wie Tetrabutylammonium als

Kation)

Sollten die Versuche, eine Anbindung tber die Amino-Gruppe zu erreichen, nicht erfolgreich
verlaufen, so besteht weiterhin die Moglichkeit, die photolabile Azidogruppe der Vorstufe 135
zu einer Anbindung zu nutzen. Durch Bestrahlung mit UV-Licht konnte diese unter
Stickstoff-Abspaltung in ein Nitren Gberfuhrt werden. Diese sehr reaktive Gruppe kann zu
vielfdtigen Bindungsknipfungen, beispielsweise im Sinne einer radikalischen Addition an
terminale Doppelbindungen genutzt werden (Schema 52). Die Regioselektivitéat dieser
Reaktion fuhrt zum anti-Markovnikov-Produkt, bei dem die Anbindung am terminalen

Kohlenstoff-Atom erfolgt.
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Schema 52: Anbindung an das Affinitatsmaterials tber ein Nitren.

2.4.7 Weitere Derivate

Die gezielte Einfuhrung orthogonaler Schutzgruppen ermoglicht die Darstellung
verschiedener, in Bezug auf die Hydroxy-Gruppen differenzierter Derivate, was fUr weitere
Untersuchungen in Bezug auf Positionsselektivitét von Enzymen von grof3em Interesse sein
durfte. Durch die Darstellung des selektiv in 2- und 3-Position Isopropyliden-geschiitzten
Derivats 127 konnte bereits eine Unterscheidung von zwel Hydroxy-Gruppen von den anderen
Hydroxy-Gruppen im Ring erreicht werden (siehe Schema 46). Eine andere
Zugangsmaoglichkeit zu Derivaten, bei denen selektiv zwei Hydroxy-Gruppen des
Inositolrings geschitzt vorliegen und die anderen OH-Gruppen frel derivatisierbar sind, ist die

| sopropylidenschiitzung von 132 (Schema 53).

N3 N3 N3 N3
HO LOAc HO, LOAc . o OH o OH
' + ! ' 1.) DMP, Aceton, H _ >< ’ +>< " ’
HO” " N0Ac HO™ S Noac %) NaOH 07> 0H 0" ™" 0H
OAc OAc OH OH
132-syn 132-anti 137-syn 137-anti

Schema 53: Darstellung von in 1- und 2-Position (bzw. 2- und 3-Position) geschitzten

Azidoinositolen.

Bel der akalischen Aufarbeitung des Reaktionsgemischs wird mit 2 N Natronlauge
ausgeschittelt, was zu einer vollstandigen Abspaltung aller Acetatgruppen fuhrt. Die
vollstdndige Hydrolyse aler Acetat-Gruppen konnte Uber das Fehlen einer
Carbonylschwingung im IR-Spektrum bestétigt werden. Auf diese Weise steht bereits eine
breite Pal ette von Azidoinositolen mit unterschiedlichen Substitutionsmustern zur Verflgung.
Auch die direkte Einfuhrung einer Phosphatgruppe in der der Azidogruppe

gegentberliegenden Position konnte einfach erreicht werden. Dazu wurde das Allylepoxid
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125 mit Dibenzylphosphat in Dichlormethan gedffnet. Man erhielt das gut kristallisierende
Azidophosphokonduritol 138 (Schema 54).

Ns 5 Ns
~ OH Il ~ OH
U HO—P(OBn),
"5 “OH
125 138

Schema 54: Darstellung von Azidophosphat 138.

Uber diese Verbindung sollten sich verschiedene Aminoinositolphosphate darstellen lassen,
die Uber die Aminogruppe beispielsweise mit Photoaffinitéts-Labeln verknupft werden
konnen. Auch die Darstellung von Affinitdtsmaterialien zur Chromatographie ist denkbar.

2.4.8 Bewertung des Synthesekonzepts
Abschliefiend 183 sich sagen, dal3 die hier bearbeitete Thematik einen flexiblen und gut

praktikablen Zugang zu zahlreichen, definiert derivatisierten Azido- und Amino-Inositol-
Derivaten darstellt.

Die Vorteile der hier beschriebenen Route liegen vor alem in ihrer grof3en Flexibilitdt, da
Azidogruppen selektiv in 1-, 3-, 4- und 6-Position eingefuhrt werden kdnnen. Desweiteren
konnte durch die EinfUhrung verschiedener Sdtze von orthogonalen Schutzgruppen eine
variable Differenzierung von OH-Gruppen demonstriert werden, was die Darstellung
spezifisch substituierter Inositol systeme ermoglicht.

Zudem ist der Enantiomereniiberschul bei der von NicoLosi™* beschriebenen Methode mit
>95 % ee geringer als bei der hier présentierten. Beide Routen benttigen bis zur Stufe der
Azidopentaacetate sechs Stufen, wobel auf der hier beschriebenen die Acetylierung des
Azidotriols 126 vermieden werden kann, wenn zur cis-Dihydroxylierung Osmiumtetroxid
verwendet wird. Auf diese Vorgehensweise wurde, trotz ihrer generellen Praktikabilitat,
verzichtet, auch wenn ihre Durchfihrbarkeit aufgrund des geringeren sterischen Anspruchs
der Allylsubstituenten mdglich war (Schema 55). Die kurze Reaktionsdauer der ,Bitz-
Dihydroxylierung” und deren gute Ausbeuten kompensierten jedoch den Mehraufwand einer
Stufe. Bei Verwendung von Osmiumtetroxid zur Dihydroxylierung von 126 wurden beide
Azidopentole im Verhdltnis 1:1 gebildet.
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N3 N3 N3

i SOH o, HO: f LOH ) HO,, f LOH
-~ OH HO” >"YOH  HO™ > “OH
OH OH OH

126 134-syn 134-anti

Schema 55: Dihydroxylierung von Azidotriol 126 mit Osmiumtetroxid.

Ein weiterer Vorteil der in diesem Kapitel beschriebenen Route ist, dal3 nur einmal eine
Trennung von Diastereomeren erfolgen mufd. Auf der von NICOLOSI beschriebenen Route
entstehen sowohl zwel Regioisomere bei der Epoxidoffnung als auch bel der cis

Dihydroxylierung.

Die Methode von NicoLos! stellt alerdings eine gute Moglichkeit zur Darstellung von 5-
Azido- und 5-Aminoinositolen dar, die auf dem oben beschriebenen Zugang nicht ohne

welteres zugéanglich sind.
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2.5 Synthese von I nositolphosphaten tiber Desymmetrisierung

2.5.1 Konzeption

Wie in den Kapiteln 2.2 und 2.3 gezeigt werden konnte, sind Uber verschiedene C,-
symmetrische Verbindungen eine grof3e Anzahl von Inositolphosphaten schnell und effektiv
zuganglich. Dennoch birgt dieses Konzept der paarweisen Differenzierung in sich auch eine
gewisse Limitierung, die in seinem Grundprinzip verankert ist. Da die EinfUhrung von
Nucleophilen und die Modifikation der Konduritol-OH-Gruppen nur paarweise maoglich ist,
kann zwischen diesen Positionen nicht differenziert werden. Dieser Nachteil wird durch den
Zugriff auf beide Enantiomere teilweise kompensiert (vergleiche auch Abbildung 10 auf Seite

16); dennoch bleibt eine Begrenzung auf bestimmte Substitutionsmuster bestehen.

Das unter 2.4.3 beschriebene Konzept der Desymmetrisierung ist keinesfalls auf substituierte
Inositole beschrankt. So ist es denkbar, durch Differenzierung von 1- und 4-Position (bzw. 3-
und 6-Position zwel orthogonal geschiitzte Alkoholfunktionalitéten einzufiihnren (oder auch
eine geschitzte und eine freie OH-Gruppe). Diese Vorgehensweise wirde die paarweise
Differenzierung aufheben und somit die Anzahl darstellbaren Inositolphosphate drastisch

erhohen.

Das Problem der Regioisomerentrennung kann bei der Darstellung hochphosphorylierter
Inositolphospahte (mit drei oder mehr Phosphat-Gruppen) oftmals auf der Stufe der
freigesetzten Inositolphosphate geschehen. Durch die Anwendung préparativer Trennungen
auf einer HPLC-Anlage mit einer Mono-Q-Séule kénnen so auf einem Syntheseweg direkt
zwei Inositol phosphate erhalten werden. Es sollten sich aber auch, falls erforderlich, zu der
Azido-Route anaolge Trennverfahren Uber Kristallisation und / oder Chromatographie an
Kieselgel etablieren lassen.

Aufgrund der guten Erfahrung mit der sauer katalysierten Epoxidoffnung mit Wasser sollte
zuné&chst eine geschitzte Alkoholfunktionalitét eingebracht, anschlief3end das zweite Epoxid

generiert und dieses schliefdlich mit Wasser gedffnet werden.

Es mul3 dabei eine Schutzgruppe gewahlt werden, die sowohl unter den basischen

Bedindungen der zweiten Epoxid-Bildung, as auch unter sauren Bedingungen, beispielsweise



I1. Diskussion und Ergebnisse 101

bei spéateren Phosphorylierungen stabil ist und Uber einen nucleophilen Angriff einfihrbar ist.
Es bietet sich die Nutzung von Benzylgruppen an, da diese zudem am Schluld der Synthese
hydrogenolytisch entfernbar sind und somit keine Reaktionsbedingungen erfordern, die

eventuell zur Abspaltung von eingeftihrten Phosphatgruppen o. & fuhren konnten.

Aus den bel 2.4.4 gemachten Beobachtungen war zu erwarten, dal3 man auf &hnliche Weise

ein monobenzyliertes Konduritol-B-Derivat 141 darstellen kénnen sollte (Schema 68).

OAc
.Br OH
T _LioH _ BnOH EI
: Br
OAc
43 123 139
OBn
- OH
_LiOH O HZO
"'OH
OH
140 141

Schema 56: Darstellung von Konduritol-B-Derivat 141.
Das Interesse von BRAUN an Michael-Systemen, die denen aus der Ferrier-Umlagerung
entstehenden Produkten entsprechen, fihrte zu einer Zusammenarbeit auf diesem Gebiet.

Eine Isopropyliden-Schitzung von 141 sollte ebenfalls analog zu 126 das in Allylposition
ungeschiitzte 142 ergeben, dal3 durch Oxidation in ein Michael-System Uberflhrbar sein sollte

(Schema 57).
OBn OBn OBn
“_ _OH - o o : o
DMP >< Oxidation ><
"“OH Q) Q)
OH OH o
141 142 143

Schema 57: Darstellung elnes Michael-Systems aus 141.
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2.5.2 Synthese des Konduritol-B-Derivats 141

Ausgehend von 123 sollte zunéchst das Allylepoxid durch Benzylalkohol nucleophil gedffnet
werden. Da die Bildung des zweiten Epoxids vermieden werden mul3, mussen hier im
Gegensatz zur Bildung des Konduritols 80 saure Bedingungen verwendet werden. Von LEY**
ist an einem ahnlichen System die sauer katalysierte Offnung mit Benzylalkohol beschrieben

worden. Als Hilfssiure verwendet LEY Camphersulfonsaure (0,2 Aquivalente) (Schema 58).

0 OBn
~ OH
BnOH
—_
Campher- U
2 'O sulfonsiure -0
5 3
\\< o\<\
144 © 145 O

Schema 58: Offnung von Allylepoxiden nach LEY.

Bel den von BRAUN und mir durchgefihrten Versuchen an 123 konnte die von LEY an 145
beobachtete schnelle Epoxidoffnung nicht beobachtet werden. Auch bel  erhohten
Temperaturen betrug die Reaktionszeit mehrere Tage. Die Verwendung von p-
Toluolsulfonsdure™ erbrachte ebenfalls keine verbesserten Resultate. Durch Zugabe geringer
Mengen Schwefelsdure konnte allerdings bereits nach zwei Tagen vollstdndiger Umsatz
festgestellt werden (Schema 59). Die geringe Nucleophilie des eingesetzten Benzylakohols

scheint die Aktivierung durch eine starke Saure zu erfordern.

OBn
(@] :
OH
BnOH C[
H,SO kat.;
: Br 2504 ( : Br
OH OH

123 139

Schema 59: Offnung von 123 mit Benzylalkohol.

Dabei war spektroskopisch neben dem Hauptprodukt eine zweite Verbindung zu beobachten,
deren Anteil *H-NMR-spektroskopisch zu 10 % abgeschétzt wurde und die im *C-NMR-
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Spektrum einen Satz von Signalen erzeugt, der 139 sehr dhnlich sieht. Es handelt sich hierbei
um das C-3-Epimere zu 139, das durch Sy"-Angriff des Benzylalkohols entsteht (Schema 60).

d
OH OH
: —_—
b - Br H,SO, cat. BHOKIBF
OH
123

OH
146

Schema 60: Bildung des Sy"-Produkts 146.

Durch Behandlung mit Lithiumhydroxid unter analogen Bedingungen, die auch zur
Darstellung von 123 verwendet wurden, wurde anschlief3end Epoxid 140 erzeugt. Aus dem
Produkt des Sy"-Angriffs 146 entsteht unter diesen Bedingungen Epoxid 147. Dieses konnte
im Sinne einer Payne-Umlagerung zu 140 umlagern (Schema 61)

OBn OBn OBn

OBn

~ OH . - OH LioH ~ OH
(I LiOH 4) > OO <LHoH @

> Br - : \5 ~"Br

OH 09 OF\|> OH

139 140 147 146

Schema 61: Darstellung des Epoxids 140.

Die beiden Epoxide konnten zu analytischen Zwecken saulenchromatographisch getrennt und
anschliefiend NMR-spektroskopisch charakterisiert werden. Dabel unterscheiden sich die
beiden Verbindungen vor allem im Bezug auf die Epoxid-Kohlenstoffe; wahrend bel 147 zwei
Signale bei 52,0 und 53,9 ppm auftreten, die fur Epoxide in gesdttigten Systemen
charakteristisch sind, erscheinen die Kohlenstoffsignale des Allylepoxids deutlich
voneinander getrennt bei 46,9 und 57,9 ppm. Zudem kann im Falle von 140 im *H-NMR-
Spektrum eine Kopplung des Alkohol-Protons zum Ring beobachtet werden, die eine
Bestimmung des zugehorigen Ringprotons erméglicht. Durch Aufnahme von *H-*H-COSY -
NM R-Spektren konnte so eine vollsténdige Zuordnung aller Signale erfolgen und die Struktur
von 140 bestatigt werden
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Die anschlielRende Offnung des gebildeten Epoxid-Gemisches mit Wasser unter Katalyse von
p-Toluolsulfonsaure erforderte aufgrund der durch die Benzylgruppe im Vergleich zu 126
stark verringerten Hydrophilie die Zugabe von Tetrahydrofuran zur Reaktionsmischung.
Durch Angriff von Wasser auf die Doppelbindung in 140 entsteht das Sy'-Produkt 148
(Schema 62).

OBn OBn
HO, _~__OH ~_OH
O
QOH ““OH
OH
148 140 141

Schema 62: Offnung des Epoxids 140 mit Wasser.

Da die weit bevorzugte Offnung des Epoxidsgemischs durch Wasser in Allylposition des
Epoxids 140 geschehen sollte, war anzunehmen, dal3 die Abreaktion eine Verschiebung des

Gleichgewichts zugunsten von 140 bewirken sollte (Schema 63).

O8N OBn OBn

' ~OH " _OH
[::::E:Siry;::::::ET ‘<“> __Jj____,. [:;::I’

: % “OH

o) o b

147 140 141

Schema 63: Geplante Payne-Umlagerung be der Offnung von 140 / 147 mit Wasser.

Auf diese Weise konnte das Epoxid 147 ebenfallsin Triol 141 Gberfuhrt werden, die Bildung
des S\"-Produkts 146 bei der ersten Epoxidoffnung wirde somit bedeutungslos werden. Die
Ergebnisse der Versuche zur sauer katalysierten Epoxidoffnung zeigten jedoch, dal3 das nur
bedingt der Fall ist. Das Auftreten von Nebenprodukten sowie der trége Reaktionsverlauf
sprechen dafir, dald die Payne-Umlagerung zwischen 147 und 140 im sauren Medium zu
langsam verlauft, um eine Verschiebung des Gleichgewichts zu bewirken. Dieses Resultat
deckt sich mit den Ergebnissen, die bel der Synthese des Diphospho-Konduritols 45 gemacht
wurden. Die geringe Umwandlungstendenz ermdglichte die chromatographische Trennung
beider Epoxide, wahrend der Trennung wurden nur geringe Mengen des jeweils anderen
Epoxids nachgebildet.
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141 weist eine geringe Kristallisationstendenz auf, konnte jedoch unter Ausbeuteverlust aus

Essigsdureethylester umkristallisiert werden.

Eine aternative Darstellung von 141, bei der die Moglichkeit einer Payne-Umlagerung
begiinstigt wird, ist die Offnung von 140 unter basischen Bedingungen. Auf diese Weise kann
die Nucleophilie der Hydroxy-Gruppen durch Deprotonierung stark gesteigert werden; die
Umlagerung wird dementsprechend beguinstigt. Offnung in 4N Natriumhydroxid-L6sung
lieferte 141 in 74 % Ausbeute als farblosen Feststoff. Das Rohprodukt war lediglich durch
eine weitere Verbindung verunreinigt; ihr Anteil betrug nach *H-NMR-Spektren ca. 10 %.
Nach den oben angestellten mechanistischen Uberlegungen diirfte es sich um das Produkt des
zweiten Sy'-Angriffs 148 handeln. Das Nebenprodukt konnte bei auf diese Weise
hergestellten Ansdtzen unproblematisch durch Umkristallisation beseitigt werden. So konnte

ein gangbares Verfahren zur Darstellung des flexiblen Triolbausteins 141 entwickelt werden.

Eine weitere Mdglichkeit, desymmetrisierte Konduritol-B-Bausteine herzustellen, bietet die
Umsetzung des acetylierten 149 mit Silberacetat™ in absolutem Eisessig (Schema 64). Durch
den aktivierenden Effekt des Silbers substituiert die trans-stdndige Acetatgruppe unter
Ausbildung eines Acetoxonium-lons das Bromid. Dieses Acetoxoniumion wird anschlief3end
unter Inversion an diesem Zentrum von Essigsdure substituiert.

OBn OBn OBn OBn

. _OH OAc OH ~_OAC
(I Ac0, py (I AgOAC - 5

: Br - Br S O QCAC

OH OAC O% OAc

139 149 150

Schema 64: Umsetzung zu Triacetat 150 mit der Silberacetat-M ethode.

Triacetat 150 konnte in 59 % Ausbeute as braunliches Ol erhalten werden, das bei langerem
Stehenlassen kristalisierte. Eine Aufreinigung des Produkts war auf dieser Route durch

Umkristallisation aus Ethanol mdglich.

2.5.3 Derivatevon 141

Die Isopropyliden-Schitzung von 141 mit 2,2-Dimethoxypropan fuhrte, wie bereits unter
Kapitel 2.4.4.2.1 fur 127 beschrieben, zur Bildung des 2,3-geschiitzten Derivats (Schema 65).
Eine dhnliche Umsetzung des entsprechenden 1-Pivaloyl-Derivats wurde parallel zu den
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eigenen Arbeiten ebenfalls von TROST*** bei Arbeiten zur Synthese von Cyclophéllitol
durchgefthrt. Auch er gibt as Produkt der Acetonid-Schitzung die in 2- und 3-Position
geschitzte Verbindung an, fuhrt aber weder spektroskopische Daten, noch eine Begriindung
fur die Bildung dieses Produktes auf. Er verweist lapidar darauf, dal3 das Produkt
»ausreichend charakterisiert wéare. Da aber die geometrischen Verhdtnisse in diesem Falle
mit denen des Azidoprodukts vergleichbar sind, kann angenommen werden, dal3 die oben

erzielten Resultate auf diesen Fall Ubertragbar sind.

OBn OBn OBn
. OH - -
Aceton, H 0 O
—_— +
, DMP . >< . ><
"OH "0 "0
OH OH o)
141 142 151 OMe

Schema 65: 1sopropylidenschiitzung von Benzyltriol 141

Auch hier wird unter den gewadhlten Reaktionsbedingungen in geringen Mengen als
Nebenprodukt 151 beobachtet, bei dem die allylische Hydroxygruppe von Dimethoxypropan
acetalisiert wurde. Wie oben beschrieben, kann der 2-Methoxypropanether in Allylposition
schnell abgespalten werden, indem man die Substanz kurze Zeit in Aceton unter
Saurekatalyse zur Reaktion bringt.

Die von BRAUN® nach einer von NicoLAoU™ modifizierten Vorschrift zur Oxidation mit
Dess-Martin-Reagenz durchgefiihrte Oxidation zum Michael-System 143 kann a's endguiltiger
Beweis dieser Struktur angefuhrt werden. Die fur Michael-Systeme charakteristische grof3e
Differenz der chemischen Verschiebungen der olefinischen Protonen (6,8 ppm fur H-6 und

6,1 ppm fur H-5) 1&3t keinen anderen Schiul3 zu.

OBn OBn
- 0 Dess-Martin :
>< Periodan  © O><
—_—
/,,,O 5 ,'"O
OH
142 143

Schema 66: Oxidation von 142 nach BRAUN.
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Das Triacetat 150 konnte auch aus dem Triol 141 durch Acetylierung in Pyridin und

Essigsdureanhydrid einfach hergestellt werden.

OBn OBn
~__OH “_ _OAC
ACZO, pyi
@OH Elii'OAc
OH OAc
141 150

Schema 67: Darstellung des Triacetats 150.

Das Problem der Abtrennung unerwiinschter Nebenprodukte konnte bei der Offnung des
Epoxids 140 durch Dibenzylphosphat (Schema 68) einfach gel6st werden. Durch die starke
Kristallisationstendenz ~ Dibenzylphosphat-substituierter ~ Konduritole  konnten  dle
entstehenden Nebenprodukte durch Umkristallisation aus Essigsdureethylester entfernt

werden.
OBn OBn
" _OH Q " _OH
O HO—P(OBn),
75 “OH
140 152

Schema 68: Offnung von 140 mit Dibenzylphosphat.

Im *H-NMR-Spektrum von 152 (Abbildung 44) sind deutlich die Signale der Doppelbindung
bei 5,5 und 5,7 ppm zu erkennen. Neben dem AB-System der CH,-Gruppe des Benzylrests in
1-Position (4,7 ppm), erscheinen jetzt die vier weiteren Methylenprotonen des Phosphatrestes
als Multiplett bei 5,1 ppm. Das Ringproton in C-4-Position ist aufgrund seiner Nachbarschaft
zu der Phosphatgruppe um ca. 0,8 ppm zu H-1 tieffeldverschoben. Die beiden Protonen in 2-
und 3-Position erzeugen ein Multiplett bei 3,4 ppm, die OH-Gruppen erscheinen als breites
Signal bel 3,9 ppm.

Der auf diese Weise einfach und frei von Nebenprodukten herstellbare, desymmetrisierte

Baustein 152 enthdlt bereits eine geschiitzte Phosphat-Funktionalitét. Er ermdglichte einen
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direkten Zugang zu verschiedenen Inositolphosphaten, wie in den folgenden Kapiteln gezeigt

wird.

Ha

}r H5 und HG H l H2l3
1

L e e B e e e e B B B S B B
7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 38 3.6

Abbildung 44: *H-NMR-Spektrum von 152.

Weiterhin wurde versucht, Triol 141 direkt mit Osmiumtetroxid umzusetzen. Es ist aus
Arbeiten von HuDpLICKY™® und anderen bekannt, dal Umsetzungen von &hnlichen
Cyclohexenderivaten mit Osmiumtetroxid bel geringem sterischen Anspruch der
alylstandigen Substituenten erfolgreich durchgefihrt werden konnen. Der unterschiedliche
Anspruch dieser beiden Substituenten kdnnte eine Diastereoselektivitét zugunsten des besser

zuganglichen Produkts hervorrufen.

OBn OBn OBn
oP HO_ _~_ _OH HO_ ~_ _OH . _OH
““OH ACO: ; “OH HO: ; "'OH ; "'OH
o(P OH OH OH

13 153-anti 154-anti 141

OH

Schema 69: Retrosynthetische Betrachtung von (£)-1ns(1,3,4,5)P, (13).

Nach einer Reaktionszeit von funf Tagen war kein Edukt mehr detektierbar. Die Aufarbeitung
ergab ein Produktgemisch im Verhdtnis von ca. 3.1 zugunsten des sterisch weniger
abgeschirmten Pentols 154-anti, bei dem die eingefihrte cis-Dioleinheit trans zur

Benzylgruppe angeordnet ist. Die Abschdtzung des Verhéltnisses wurde durch vollstandige
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Acetylierung des Gemischs und Vergleich der beiden im Hochfeld verbliebenen Signale im
'H-NMR-Spektrum getroffen. Eine Extraktion des Pentolgemischs aus der Reaktionslésung
ist aber aufgrund der Hydrophobie der Benzylgruppe unproblematisch mdglich. Das im
Vergleich  zu der Dihydroxylieeung von 152 mit Rutheniumtrichlorid und
Natriummetaperiodat zum anti-Diastereomer verschobene Diastereomerenverhdtnis kann sich
im Bezug auf eine spédtere Synthese von 1ns(1,3,4,5)P, (13) as nutzlich erweisen (vgl.
Abschnitt 2.5.5)

OBn OBn OBn
‘. _OH AcO_. _~_ _OAc AcO, _~_ _OAc
1.) OsOy .
QOH 2) AcO. py AcO]ilj"OAc Aco““QOAc
OH OAcC OAc
141 155-anti 155-syn

Abbildung 45: Direkte Dihydroxylierung von 141.

Eine Trennung der penta-acetylierten Diastereomere 155-anti und 155-syn sollte nach
dunnschichtchromatographischen Vorversuchen unproblematisch méglich sein, war aber fir
die hier vorgestellten Synthesen nicht erforderlich und wurde aus diesem Grund nicht

praparativ durchgeftihrt.

2.5.4 Darstellung von 1ns(4,5,6)P3 (159)

254.1 Synthese

Die Synthese der meso-V erbindung 1ns(4,5,6)P; konnte ausgehend von 152 realisiert werden
(Schema 70). Dabel wurde 152 zunéchst mit DABP phosphoryliert, anschlief?end die
Doppelbindung mit Rutheniumtrichlorid und Natriummetaperiodat dihydroxyliert und
schliefdlich das Diastereomerengemisch durch Behandeln mit Palladium auf Kohle und
Wasserstoff freigesetzt.
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OBn OBn OBn
“_ _OH e HO. ~_ _OF
DABP F] RuCls P
— > —_—
. 1H-Tetrazol . NalO4 .,
“OH “qP] HO “qP]
dP] o[P] O[P]
152 156 157
OH OH
HO_ ~_ 0P HO, A_ _OP
Pd/C, H, + ’
HO “o(P HO" 0P
o® o(®
158 159

Schema 70: Darstellung von Ins(4,5,6)P; (159).

Das andere entstehende Regioisomer ist (£)-1ns(3,4,5)P; (158). Diese Verbindung konnte im
Verlauf dieser Arbeit auch in beiden enantiomeren Formen chemoenzymatisch synthetisiert
werden; steht das verwendete Enzym aber nicht zur Verfligung, so kann diese Route auch als
alternatives Darstellungsverfahren verwendet werden. Beide Regioisomere konnten auf einer
Mono-Q-Saule unter Verwendung des sauren Systems problemlos voneinander getrennt
werden, da 158 eine fir InsPs-1somere ungewdhnlich hohe Retentionszeit aufweist, die bereits
in den flr Inositoltetrakisphosphate typischen Bereich hineinspielt. Das HPLC-
Chromatogramm des hier erhaltenen Produktgemischs ist in Abbildung 60 gezeigt. Es ist
bemerkenswert, dal3 (auch wenn man die starke Komplexierungseigenschaften von 158
berlicksichtigt) 1ns(3,4,5)P; (158) das bevorzugt gebildete Diastereomer darstellt. Dieses
Resultat steht im Kontrast zu der Annahme, dal3 das Diastereomer bevorzugt gebildet werden
sollte, bei dem die Dihydroxylierung von der bessser zuganglichen Seite, d.h. von der Seite
des kleineren Substituenten erfolgen sollte. Eine mdgliche Erklérung bietet die Annahme, dal?
das Dibenzylphosphat flexibler ist als die Benzylgruppe und sich so von der Doppelbindung
wegdrehen kann. Eventuell kann man auch eine Wechsaelwirkung des Rutheniums mit der
P=0-Bindung in Betracht ziehen, die das Reagenz auf die Seite des Phosphatrests dirigieren
wiurde. Eine dhnliche Wechselwirkung wurde bereits fur die Carbonylfunktionen des Diacetats
59 postuliert. Dieser Effekt beguinstigt die Darstellung von Ins(1,3,4,5)P, (13), da dort das
Diastereomer verwendet wird, bei dem die cis-Dioleinheit trans zu der Benzylgruppe

eingefuhrt wurde.
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Abbildung 46: HPLC-Chromatogramm des Diastereomerengemischs 158 und 159 (saures
System).

2.5.4.2 Biologische Bedeutung

Ins(4,5,6)P5 (159) ist eine Verbindung, die nach bisherigem Kenntnisstand nicht natiirlich
vorkommt. Fiir eine Untersuchung der Abhdngigkeit der Komplexierungsfahigkeit von
Inositolphosphaten mit drei benachbarten Phosphatgruppen (siehe Kapitel 2.6.1.3.3) war die

Synthese dieses letzten fehlenden Isomers von Interesse.

2.5.5 Darstellung von (£)-1ns(1,3,4,5)P,4 (13)

2551 Synthese

Ein besonders reizvolles synthetisches Ziel stellte das Tetrakisphosphat Ins(1,3,4,5)P4 (13b)
dar. Auch dieses Produkt konnte in racemischer Form ausgehend von 152 dargestellt werden.
Nach Dihydroxylierung von 152 erhdlt man ein Gemisch der beiden Tetrole 185-anti und
185-syn im Verhéltnis 1:2. Zu dessen Differenzierung kann die Orthoestermethode angewandt
werden, die bereits zur Synthese von Ins(1,4,5)P; (12b) erfolgreich eingesetzt wurde. Dabei
wird die jeweils einzige axiale Hydroxy-Gruppe als Acetat geschiitzt, die drei dquatorialen
Hydroxygruppen bleiben frei. Auf diese Weise erhilt man das Gemisch 161 und 162 in guter
Ausbeute (Schema 71).
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OBn OBn OBn OBn
OH RuCly HO OH' Grthoester- HO OH AcO,, OH
“Nao, Differenzierung +
“OH HO "OH ~ AcO “OH HO" "'OH
152 185 186 160
OBn OBn
[Plo_~ AcO,, - (Po o® Ho,,
DABP + ' 1) Pd/C, H;
1H-Tetrazol N TR
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Schema 71: Darstellung von (£)-1ns(1,3,4,5)P, (13).

Eine Trennung der Isomere 161 und 162 tUber HPLC sollte mdglich sein, war aber fur die in
diesem Rahmen durchgefiihrten Arbeiten nicht erforderlich.

Nach Phosphorylierung, Hydrogenolyse und alkalischer Verseifung der Acetatgruppe erhat
man ein Gemisch aus (1)-1ns(1,4,5,6)P; (54) und (%)-Ins(1,3,4,5)P; (13), die ebenfals
unproblematisch tber ionenchromatographische HPL C voneinander getrennt werden kdnnen.
Geht man von den enantiomerenreinen Bausteinen 152a und 152b aus, so sollte das
Enantiomerenpaar Ins(1,3,4,5)P, / Ins(1,3,4,6)P; unproblematisch zuganglich sein, was
beispielsweise fur die unten beschriebenen Untersuchungen zur Phytase aus Dictyostelium

von Interesse ist.

2.5.5.2 Biologische Bedeutung

Neben Ins(1,4,5)P; (12b) ist Ins(1,3,4,5)P, (13b) das wohl wichtigste Inositolphosphat, da fir
dieses Isomer zahlreiche Hinweise auf eine Funktion als second-messenger vorliegen. Die
genaue Funktion und der Mechanismus sind bisang nicht entschlisselt und stellen
gegenwartig einen Punkt grof3en wissenschaftlichen Interesses dar.

Das 13b-erzeugende Enzym, die Ins(1,4,5)P:-3-Kinase, ist eines der meistuntersuchten
Enzyme des Inositol stoffwechsel s.V erschiedene hochaffine Proteine fur Ins(1,3,4,5)P, wurden
bislang isoliert und geklont, darunter GAP1'™E" (IRVINE™’) und p42'™ (Reiser™®). Von

ZHU™® wurde in einer kiirzlich publizierten Arbeit die Abhangigkeit der Frequenz von Ca’*-
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Oszillationen, die auf eine primér erfolgte Ca’*-Freisetzung folgten, von Ins(1,3,4,5)Ps
beschrieben. Er folgert aus seinen Experimenten, dal3 1ns(1,3,4,5)P, eine Funktion as

Frequenzregulator in vivo besitzt.

2.5.6 Synthesevon (#)-1ns(1,2,3,4,5)Ps (163) und (#£)-1ns(1,2,4,5,6)Ps (164)

Der Zugang Uber Konduritol 141 bietet dartiberhinaus eine ideale Erganzug zu der Synthese
des Inositol pentakisphosphats 1ns(1,3,4,5,6)Ps (68), die in Kapitel 2.2.6 beschrieben wurde.
Durch cis-Dihydroxylierung von 141, anschlief3ende Phosphorylierung und Hydrogenolyse
sind die Diastereomerenpaare (+)-1ns(1,2,4,5,6)Ps und (£)-Ins(1,2,3,4,5)Ps (Schema 72). Die
hier resultierenden Verbindungen konnen ebenfalls unproblematisch auf der Stufe der

freigesetzten Inositol phosphate tber HPLC getrennt werden.

OBn
Flo., - °® o,
_DABP _ Pd/C, H2
1H Tetrazol .,
0 [Plo “0P] 0@ @O O@
dP]

185 162 163 164
Schema 72: Darstellung von I nositol pentakisphosphaten aus 141.

Auch hier bietet der Einsatz enantiomerenreiner Edukte die Mdglichkeit, einfach Zugang zu
vier enantiomerenreinen 1nsPs-1somere zu erhalten.

Im Falle des erstgenannten Diastereomerenpaares Ins(1,2,4,5,6)Ps und Ins(1,2,3,4,5)Ps wére
dieses Ausgangsmaterial Dibromdiol 42a; die retrosynthetische Betrachtung ist in Abbildung

47 aufgezeigt.
(:)Bn QBn OH
. _OH . _OH Br
OH ; "OH i :Br - Br
O P] OH OH
152b 139b 42b

Abbildung 47. Retrosynthetische Betrachtung des Diastereomerenpaars Ins(1,2,4,5,6)Ps
(164b) und Ins(1,2,3,4,5)Ps (163b).

Ausgehend von Diacetat 43b wéren die resultierenden Verbindungen folglich Ins(1,2,3,5,6)Ps
und Ins(1,2,3,5,6)Ps.
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Auf diese Weise konnen weitere vier der sechs moglichen InsPs-Isomere auf kurzen und
effizienten Routen dargestellt werden; lediglich das in 5-Position unphosphorylierte
Regioisomer ist durch das hier prasentierte Methodenspektrum nicht ohne weiteres
darstellbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Durchflihrbarkeit dieser Route nur an
racemischem Ausgangsmaterial demonstriert, die enantiomerenreine Darstellung dieser

Verbindungen wird zur Zeit von PoDESCHWA * weitergefiihrt.

2.6 Chemoenzymatische Synthesen

Enzyme sind als Werkzeuge zur enantioselektiven Synthese aus der Praxis préparativ-
organischer Chemiker nicht mehr wegzudenken.®® Aufgrund ihrer hohen Selektivitdt und
Spezifitét finden sie breite Anwendung, beispielsweise bei Racematspaltungen oder zur regio-
und enantioselektiven Knipfung von C-C-Bindungen, z.B. durch Aldolasen. Insbesondere in
der Saccharidchemie sind Glycosyltransferasen' als echte Alternative zu , traditionell-

chemischen* Methoden anzusehen.

In der Synthese von Inositolphosphaten wurden Enzyme bislang vorwiegend zur
Bereitstellung enantiomerenreiner Ausgangsmaterialien verwendet (vgl Schema 2), weiterhin
ist die Dephosphorylierung von InsPs zu a-Trinositol (Ins(1,2,6)Ps)'* literaturbekannt.

Regiospezifische Dephosphorylierungen in einer Position wurden bislang nicht beschrieben.

In Zusammenarbeit mit ADELT konnte das Potential verschiedener Enzyme zur selektiven
Darstellung von Inositolphosphaten ausgenutzt werden. Dazu wurden InsPs-Isomere, die

zuvor in oben beschriebener Weise synthetisiert wurden, regioselektiv dephosphoryliert.

2.6.1 Reaktionen mit einer 1nsPs / | nsP4-Phosphohydrolase

2.6.1.1 Charakteristika des Enzyms

Die InsPs/InsP,-Phosphohydrolase ist eine Phosphatase, die im cytosolischen Extrakt von
Dictyostelium discoideum vorliegt. Sie besitzt ein pH-Optimum im schwach sauren Bereich
(pH = 6,0) und zeigt eine breite Substrattoleranz. Zahlreiche InsPs und InsP,-1somere werden

zu Inositoltrisphosphaten dephosphoryliert. Die InsPs/InsP4-Phosphohydrolase weist einen
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entscheidenden Unterschied zu der Klasse der Phytasen auf: Das Hauptsubstrat der Phytasen,
InsPs, wird von diesem Enzym nicht umgesetzt.

Die InsPs/InsP4-Phosphohydrolase  dephosphoryliert  Inositoltrisphosphate  wesentlich
langsamer als InsP,- oder InsPs-Isomere. Das ermoglicht ihren préparativen Einsatz, da

entstandene InsPs-1somere gut isoliert werden konnen.

Die InsPs/InsP4-Phosphohydrolase zeigt weiterhin eine hohe Regiospezifitdt. Nach
Untersuchungen von ADELT'® werden fir die Substraterkennung drei benachbarte
Phosphatgruppen benétigt. Zudem mufd neben der zu dephosphorylierenden Position eine

freie, trans-standige Hydroxy-Gruppe vorliegen.

2.6.1.2 Darstellung von Ins(1,5,6)P3 (158a) und Ins(3,4,5)P3 (158b)

2.6.1.2.1 Synthese

Die in Abschnitt 2.2.3 synthetisierten Inositoltetrakisphosphate 1ns(1,4,5,6)P, (158a) und
Ins(3,4,5,6)P, (158b) stellen aufgrund ihres Substitutionssmusters ideale Substrate fur den
Einsatz in einer gezidten Dephosphorylierungsreaktion mit  der  InsPs/InsP,-
Phosphohydrolase dar (Abbildung 48).
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OH e Benachbarte OH-Gruppe
O® cis-standig

@ keine

Dephosphorylierung

HO

®0" ™ "a®
Benachbarte OH-Gruppe
trans-standig 7 O®
@ Dephosphorylierung Ins(1,4,5,6)P4
(54a)
InsPs / InsPg-
Phosphohydrolase

o®

Ins(1,5,6)P3
(158a)

Abbildung 48: Positionsspezifitét der InsPs/InsP4-Phosphohydrolase-Reaktion fir 54a.

So ist zu erwarten, dal3 die Umsetzung von Ins(1,4,5,6)P, (54a) zu einer Dephosphorylierung
in 4-Position und folglich zu Ins(1,5,6)P5 (158a) fuhrt. Die 1-Position kann nicht angegriffen
werden, da sie der cis-standigen 2-OH benachbart ist und die 6-Position phosphoryliert ist.
Die anderen phosphorylierten Ringpositionen verfiigen nicht Gber eine freie benachbarte OH-
Gruppe. Ins(3,4,5,6)P, (54b) wird analog in 6-Position dephosphoryliert und ergibt
Ins(3,4,5)P; (158b).

Bei den enzymatischen Umsetzungen, die in Zusammenarbeit mit ADELT durchgefihrt
wurden, wurden jeweils 15 umol Substrat in einem Zeitraum von sechs Stunden umgesetzt.
Dabei wurde das Substrat in mehreren Portionen zugegeben. Die Abreaktion wurde Uber einen
Phosphat-Assay verfolgt und Gber HPLC-MDD kontrolliert. Die Reaktionslésung wurde
ionenchromatographisch aufgereinigt, um verbliebenes InsP, und das entstandene Phosphat zu
entfernen. Das synthetisierte Inositoltrisphosphat konnte in 70-80 % Ausbeute (entspricht 4-5
mg) isoliert werden. Die erwartete Positionsselektivitdt der enzymatischen Reaktion konnte
durch NMR-spektroskopische Charakterisierung der erhaltenen Produkte bestétigt werden
(Abbildung 49 a).
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Abbildung 49: *H-*'P-COSY -NMR-Spektrum von Ins(3,4,5)P; (158b) und HPLC-Kontrolle
von Ins(1,5,6)P; (158a)

Durch die hohe Trennleistung und Nachwesempfindlichkeit der HPLC-MDD-Methode
konnte eine Isomerenreinheit des gereinigten Produkts von >99 % sichergestellt werden

(Abbildung 49 b).

Interessant ist, dal3 beide Enantiomere mit nahezu identischer Geschwindigkeit umgesetzt
werden. Ausfiihrliche Untersuchungen von HANSEN™** zur Umsetzung der hier synthetisierten
Verbindungen lieferten in beiden Féllen ein Vyax von 0,9 uM/min und fir 1ns(1,4,5,6)P;
(54a) einen Ky-Wert von 120uM, im Falle des Enantiomers Ins(3,4,5,6)P4 (54b) einen Ky-
Wert von 110 uM.

Die Dephosphorylierung von 1ns(1,4,5,6)P, (54a) zu Ins(1,5,6)P; (158a) verlauft zwar
deutlich schneller a's die anschlief3ende Weiterreaktion, dennoch wurde bei dieser Reaktion in
geringen Mengen (ca. 10 %) auch ein Inositolbisphosphat gebildet, das bel der
ionenchromatographischen Reinigung des Produktes isoliert werden konnte. Die Zuordnung
Uber HPLC zeigte, dal3 es sich nicht um Ins(1,5)P, oder Ins(5,6)P, handeln konnte. Als einzig
mogliches Produkt verblieb Ins(1,6)P, (165a), was durch ‘H-NMR-spektroskopische
Untersuchungen bestétigt werden konnte (Abbildung 50). Die selektive Bildung nur eines
Bisphosphats unterstreicht die Positionsspezifitat der InsPs/InsP4-Phosphohydrolase.
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Abbildung 50: *H-'H-COSY -NM R-Spektrum von Ins(1,6)P, (165a).

Auf diese Weise konnte die erste total synthetische Darstellung des Enantiomerenpaares 158a
und 158b erfolgreich durchgefthrt werden. Umgesetzt wurden jeweils 15 umol Substrat,
grofdere Ansétze sind jedoch ebenfalls denkbar.

Eine Vermessung des Drehwertes beider Verbindungen ergab fur Ins(1,5,6)P; (158a) einen
Wert von +2,2°. Daraus ergibt sich eine neuerliche Fehlzuordnung durch PIETRUSIEWICZ, X
die dadurch zu erkléren sein dirfte, dal3 von denselben Vorstufen wie bel der Synthese von
Ins(1,4,5,6)P, (54a) ausgegangen wurde. Bei dieser Synthese trat aber offenkundig eine
Verwechsung auf (vergleiche Kapitel 2.2.3.3).

Die korrekte Zuordnung der hier synthetisierten Verbindungen 158a und 158b konnte
nochmals Uberprift werden, indem man beide Verbindungen mit der 5-Phosphatase umsetzte.
Nach den von ADELT ermittelten Substratanforderungen war zu erwarten, daf3 1ns(3,4,5)P;
umgesetzt werden kann, Ins(1,5,6)Ps hingegen kein Substrat darstellt, da die essentielle OH-
Gruppe in 6-Position phosphoryliert ist. Die durchgefihrte Messung bestétigte diese
Erwartung (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Umsetzung von 158a und 158b mit der Inositol polyphosphat-5-Phosphatase.

Beide auf diese Weise synthetisierten Verbindungen wurden kirzlich in das

Vertriebsprogramm der Firma ALEXIS aufgenommen.

2.6.1.2.2 Biologische Bedeutung

2.6.1.2.3 Weitere Untersuchungen

Das Enantiomerenpaar 158a und 158b wurde zusammen mit den beiden Tetrakisphosphaten
54a und 54b von STRICKER (Arbeitskreis Prof. Reiser, Magdeburg) fur eine Kompetitions-
Bindungsstudie am p42'™-Rezeptors herangezogen (Abbildung 52). Dabei handelt es sich um
einen Ptdins(3,4,5)P; / Ins(1,3,4,5)P4-spezifischen Rezeptor, der aus dem Kleinhirn von
Schweinen isoliert wurde. Er besitzt eine hohe Affinitéat zu Ptdins(3,4,5)Ps, das seinerseits as
Botenstoff fungiert. Es wird postuliert, dai3 p42'™ eine Rolle as Regulator dieses Botenstoffs
besitzt. SHIN et al. vermuten einen Zusammenhang mit Lernprozessen.'*

Der Rezeptor wird bei diesem Test mit Tritium-markiertem 1Ins(1,3,4,5)P, inkubiert,
anschlief3end wird die Verdrangung des Liganden durch die zugesetzte V erbindung bestimmt
(Abbildung 52). Gemessen wurden 1Cso-Werte, d. h. die Konzentration, bei der die Hafte des
radioaktiv gebundenen *H-1ns(1,3,4,5)P, freigesetzt wurde.
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Abbildung 52: Verdrangungsstudie mit p42'™.

Die Resultate dieser Studie lieferten Hinweise auf die Substratspezifitéat dieses Rezeptors. Fir
die Bindung sind die drei Phosphatgruppen in 3-, 4- und 5-Position wichtig; Ins(3,4,5)P; welist
nur eine um einen Faktor zwei geringere Affinitét zum Rezeptor auf. Die Phosphatgruppe in
1-Position besitzt offenbar eine untergeordnete Bedeutung fur die Substraterkennung.

Auch Ins(1,5,6)P; besitzt noch einen niedrigen ICso-Wert (nur ca. 15 mal gréler als
Ins(1,3,4,5)P4). Eine mdgliche Erklarung liegt in der spezifischen Struktur von myo-
Inositolderivaten. Dreht man das Molekdl um 120°, so erreicht man eine dem Ins(3,4,5)Ps
nahezu Uberlagerbare Struktur (Abbildung 53). Die OH-Gruppen in 2- und 4-Position sind
jedoch anders orientiert. Dieser Unterschied flihrt zwar zu einer Herabsetzung der Affinitét, es

2I P4

kann aber weiterhin eine Bindung an p42™" erfolgen.
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Abbildung 53: Vergleich struktureller Ahnlichkeiten zwischen Ins(1,3,4,5)Ps, Ins(1,5,6)Ps
(158a) und Ins(3,4,5)P; (158b).

2.6.1.3 Darstellung von Ins(1,2,3)P3 (166)

26.1.3.1 Synthese

Ein weiteres interessantes Isomer fir die Umsetzung mit der Phosphohydrolase ist
Ins(1,2,3,4)P,4 (61a) (bzw. das Enantiomer Ins(1,2,3,6)P, (61b)), dessen Synthese in Abschnitt
2.2.4 beschrieben wurde.

Dabei ist hier die Position der Dephosphorylierung nicht so einfach abzuleiten wie bei der
Synthese von 158, da hier beide auleren Phosphatgruppen einer trans-standigen, freien OH-
Gruppe benachbart sind. Aus Untersuchungen von ADELT zur Selektivitat der InsPs/InsP,-
Phosphohydrolase ging aber hervor, da3 die Dephosphorylierung in 4- bzw. 6-Position
gegenlber der Dephosphorylierung in 1-Position deutlich bevorzugt ablauft (Abbildung 54).
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Abbildung 54. Dephosphorylierung von Ins(1,2,3,4)P, (61a) und Ins(1,2,3,6)P, (61b).

Umsetzung der beiden enantiomerenreinen Verbindungen 6la und 61b flhrte
erwartungsgemald in beiden Féalen zu Ins(1,2,3)P; (166). Wie Enzymkinetiken belegen, wird
61a etwas schneller umgesetzt als 61b, zwischen den Umsatzraten beider Verbindungen liegt
ein Faktor von ca. 1,2.

Untersuchungen der erhaltenen Produkte ergaben, dal3 die Umsetzung von Ins(1,2,3,4)P,
(61a) zu mehr als 99 % Ins(1,2,3)P; (166) liefert. Die Umsetzung von Ins(1,2,3,6)P, fuhrte in
ca. 97 % zu Ins(1,2,3)P; (166), lieferte hingegen aber auch in ca. 3 % das Nebenprodukt
Ins(1,2,6)Ps.

Da es sich bel dem aus beiden Enantiomeren erhaltenen Produkt, Ins(1,2,3)P; (166) um eine
meso-Verbindung handelt, kann bel der enzymatischen Reaktion racemisches Ins(1,2,3,4)P,
(61) eingesetzt werden.

Die Reaktion lieferte in ca. 65 % Ausbeute 166. In geringen Mengen (1-2 %) entstand dabel
auch das Nebenprodukt Ins(1,2,6)Ps.

Dieim Vergleich zu der im vorigen Kapitel beschriebenen Umsetzung geringere Ausbeute ist
auf eine geringere Reaktionsgeschwindigkeit der Dephosphorylierung zu InsP; und eine

hohere Tendenz zur Weiterreaktion zu I nsP,-1someren zurtickzuf Uhren.
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Nach der Reaktion verbliebenes Substrat wurde bei der ionenchromatographischen
Aufreinigung wiedergewonnen und der Drehwert dieser Verbindung vermessen. Die vormals
racemische Probe zeigte eine negative optische Rotation, was die vorher erhatenen Kinetiken
bestétigt. Da Ins(1,2,3,4)P, schneller umgesetzt wird, reichert sich Ins(1,2,3,6)P, (das einen
negativen Drehwert besitzt) in der ReaktionslGsung an.

Durch Einsatz des enantiomerenreinen Ins(1,2,3,4)P, (61a) in der Phosphohydrolase-Reaktion

kann so auch isomerenreines 166 dargestellt werden.

Auch auf diese Weise synthetisiertes Ins(1,2,3)P; (166) wird derzeit Uber die Firma ALEXIS

vertrieben.

2.6.1.3.2 Biologische Bedeutung

Die krebspraventive Wirkung von InsPs wird vorwiegend auf die Chelatisierungsfahigkeit
dieser Verbindung von Eisen(lll) zurtickgefuhrt. Freies Eisen(lll) kann in einer Fenton-
Reaktion im Haber-Weiss-Zyklus die Bildung von OH-Radikalen bewirken.

Bel Ins(1,2,3)P; (166) konnen die drei benachbarten Phosphatgruppen eine klauenartige
Struktur (vgl. Abbildung 56) bilden. Diese strukturelle Besonderheit bewirkt eine starke
K omplexierungsfahigkeit. Untersuchungen von SPIERS™ zeigten, daf? die Zugabe von 166 die
Eisen(l11)-katalysierte Bildung von OH-Radikalen in einer ahnlichen Groéf3enordnung inhibiert
wie InsPs. Das Vorhandensein dieser drei benachbarten Phosphatgruppen scheint offenbar fir
die Komplexierungsfahigkeit von entscheidender Bedeutung zu seinVon PHILLIPPY ™

wurden dhnliche Resultate erzielt.

166 kommt natiirlich als Abbauprodukt von Phytasen in Pflanzen'*® und Paramecium™* vor.

2.6.1.3.3 Weitere Untersuchungen

Um Aussagen Uber die Bedeutung der rdumlichen Orientierung von drel benachbarten
Phosphatgruppen bei InsPs-Isomeren treffen zu koénnen, wurde von ADELT'* eine
Untersuchung der Komplexierungstendenz der hier synthetisierten Verbindungen Ins(1,2,3)Ps
(166) und Ins(3,4,5)P; (158b), sowie von ihm synthetisiertem Ins(1,2,6)P; durchgefihrt. Das
vierte mogliche Isomer mit drei benachbarten Phosphatgruppen, Ins(4,5,6)P; (159) liegt zwar
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vor, wurde aber erst kurz vor Ende dieser Dissertation dargestellt und konnte noch nicht in

diese Studie eingebracht werden.

Als Indikator fur die Komplexierungsféhigkeit wurde die Verdréangung von PAR aus einem
Yttrium-PAR-Komplex betrachtet, eine Reaktion, die, wie oben geschildert, zur online-
Detektion von Inositol phosphaten bei der HPL C-M DD-M ethode Anwendung findet.

Das Integral des betreffenden MDD-Signals wurde mit der Menge absolut zugesetzten
Inositol phosphats korrelliert, die durch vollstéandige Hydrolyse einer bestimmten Menge des
betreffenden Inositolphosphats und anschliefRende Phosphatbestimmung erhalten werden
konnte.

Die Untersuchung fiihrte zu folgenden Ergebnissen (Abbildung 55):
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Abbildung 55: Komplexierungsfahigkeit von Inositoltrisphosphaten.
O =Ins(1,2,3)P5, A = Ins(1,5,6)P5, © = Ins(1,2,6)P3 O = Ins(1,4,5)Ps

Es ergibt sich folgende Relhenfolge: 1ns(1,2,3)P; (166)= Ins(1,5,6)P; (158a)/ 1ns(3,4,5)P3
(158b)> Ins(1,2,6)P; [/ 1Ins(2,3,4)Ps. Inositoltrisphosphate ohne drei  benachbarte
Phosphatgrupen weisen eine signifikant schlechtere Komplexierungsféhigkeit auf; als Beispiel
sind die Werte fur Ins(1,4,5)Ps (12b) in die Grafik mit aufgenommen.



I1. Diskussion und Ergebnisse 125

Interessanterweise zeigte 1ns(3,4,5)P; eine nur geringfligig schlechtere Komplexierung von
Yttrium as Ins(1,2,3)P;, obwohl hier alle drei Phosphatgruppen éaquatorial orientiert sein
sollten und somit die oben beschriebene ,,Klauenbildung® nicht so effizient moglich ist. Die
Komplexierung ist deutlich stérker als bel Ins(1,2,6)Ps.Eine verbesserte Komplexierung durch
Umklappen in die andere Sesselform ist nicht wahrscheinlich, da sich so zwel
Phosphatgruppen auf der Ober- und die andere auf der Unterseite des Rings befinden wirden
(Abbildung 56). Einen Erkl&rungsansatz wirde die Annahme ener Partizipation der
unphosphorylierten aber den Phosphatgruppen benachbarten axialen 2-OH-Gruppe bel der
Komplexbildung in 158a liefern. Die Einbindung von 1ns(4,5,6)P; (159) in diese Studie kann
in Zukunft weitere Hinweise auf die Strukturanforderungen fir Metallionen-Chelatisierung

geben.

@ *G) @ ®,"0 o O®
HO @8 HO @
HO @O0 OH HO
OH OH oP
Ins(1,2,3)P; (166) Ins(3,4,5)P; (159b) Ins(1,2,6)P5(11)

Abbildung 56: Darstellung der in der Komplexierungsstudie untersuchten InsPs-Isomere.

2.6.2 Untersuchungen von Phytasen

2.6.2.1.1 Allgemeines

Phytasen sind Inositolhexakisphosphat-abbauende Enzyme. IUPAC-IUB weist zwel Klassen
von Phytasen aus, wobel sich die Klassifizierung auf die bevorzugte Position der ersten
Phosphathydrolyse bezieht. Da es sich bei Phytasen aber um relativ unspezifische Enzyme
handelt, entstehen auch zahlreiche andere Produkte. Die erste Gruppe umfald die D-4-
Phytasen (verbreitet auch als L-6-Phytasen bezeichnet) (EC 3.1.3.26), die zweite Gruppe
besteht aus D-3-Phytasen (EC 3.1.3.8).

Die beiden Tetrakisphosphate Ins(1,2,3,4)P4 (61a) und Ins(1,2,3,6)P,4 (61b), deren Synthese in

Abschnitt 2.2.4 beschrieben wurde, kommen beide als Abbauprodukte von Phytasen nattirlich

vor.8"88
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Uber die Regio- und Stereoselektivitdt von Phytasen ist bislang nicht viel bekannt. Es war
deshalb nicht klar, ob die getroffene Klassifizierung nach Préferenz der Dephosphorylierung
in dieser Position auch fur niedriger phosphorylierte Verbindung gelten wirde oder ob diese
Bevorzugung auf InsPg beschrénkt ist. Die beiden Enantiomere 61a und 61b stellen eine gute
Moglichkeit dar, zu untersuchen, wie eine Phytase das jeweilig nicht natiirlich vorkommende

Enantiomer abbaut.

o®

B9a B9b

Abbildung 57: Fur Phytaseuntersuchungen eingesetzte Tetrakisphosphate 61a und 61b.

Sollte beispielsweise eine 3-Phytase regiospezifisch die 3-Position bevorzugt umsetzen, so
wére eine einfache Unterscheidung zwischen den beiden Enantiomeren moglich, da
Ins(1,2,3,4)P, (61a) dementsprechend zu Ins(1,2,4)P; umgesetzt werden sollte, wahrend
Ins(1,2,3,6)P, (61b) zu Ins(1,2,6)P; dephosphoryliert werden sollte. Die bisher bekannten
Abbauwege von Phytasen geben keinen Aufschlul? in dieser Frage, da nur die Produkte des
jeweilig ,, natiirlich vorkommenden“ Enantiomers, das aus dem Abbau von InsPs herriihrt,

charakterisiert wurden.

Da die meisten Phytasen nach Erreichen einer Trisphosphat-Zwischenstufe zumindest eine
langsamere Umsetzungsgeschwindigkeit bei den weiteren Dephosphorylierungen aufweisen,
wurde bei dieser Studie auch nach prparativ nutzbaren Umsetzungen zu InsPs-Isomeren
gesucht. Zu diesem Zweck wurden zwei ké&ufliche Phytasen untersucht, von denen die eine der
Klasse der D-4-Phytasen angehort (Aspergillus niger), die andere ein Vertreter der D-3-
Phytasen ist (Weizen-Phytase). Dartiberhinaus wurde auch der Abbau durch eine Phytase aus
Dictyostelium discoideum untersucht. Das Verhalten des Enzyms dhnelt dem einer 3-Phytase.
Es besteht die Vermutung, dal3 es sich bei diesem Enzym um eine sogenannte MIPP (Multiple
Inositol Polyphosphat Phosphatase) handeln konnte (siehe auch Kapitel 2.6.2.1.3); ein Enzym
mit dhnlichen Eigenschaften wurde von SHEARS™ aus unterschiedlichen Gewebe von Saugern

isoliert.
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2.6.2.1.2 Enzymatische Umsetzungen von 61a und 61b mit Phytasen

Beide Tetrakisphosphate 61a und 61b wurden mit den drei untersuchten Enzymen umgesetzt.
Die Reaktion wurde nach Umsatz von 80-90 % des Substrats abgebrochen und die
entstandenen InsPs-Isomere wurden Uber HPLC-MDD identifiziert. Das Verhdltnis der
einzelnen Isomere wurde dabel aus den HPLC-Integralen unter Berlcksichtigung der
unterschiedlichen Detektionsempfindlichkeit abgeschétzt. Aus der Menge des detektierten
InsP; wurde zudem die Tendenz zu weiterer Dephosphorylierung zu Bis- und
Monophosphaten abgeleitet. Hierbei ergab sich folgende Reihenfolge (Anordnung nach
abnehmender Dephosphorylierungstendenz zu InsP,):

Aspergillus-Phytase (ca. 30 % InsP; wiedergewonnen) > Weizen-Phytase (ca. 65 %) >
Dictyostelium-Phytase (ca. 80 %).

Daraus ergibt sich, dal? die Dictyostelium-Phytase und mit Einschréankungen auch die Weizen-
Phytase fur préparative Anwendung geeignet sind. Die Aspergillus-Phytase hingegen
dephosphoryliert zu schnell, so dal3 keine groferen Mengen Inositoltrisphosphat gewonnen

werden konnten.

Die Untersuchung der gebildeten InsPs;-1somere ergab folgende Resultate (Tabelle 8).

Eingesetztes Weizen- Aspergillus- Dictyostelium-
Inositoltetrakis- Phytase Phytase Phytase
phosphat
Ins(1,2,3,4)P, 1,2,3 (85 %) 2,3,4 (65 %) 1,2,4 (75 %)
(61a) 2,3,4 (15 %) 1,2,3 (35 %) 1,2,3 (25 %)

2,3,4 (Spuren)
Ins(1,2,3,6)P, 1,2,3 (85 %) 1,2,6 (65 %) 2,3,6 (100 %)
(61b) 1,2,6 (15 %) 1,2,3 (35 %)

Tabelle 8: Erhatene InsPs-Regioisomere nach Dephosphorylierung von 6la / 61b durch
Phytasen.
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Die beiden kauflichen Phytasen aus Aspergillus und Weizen zeigen keine Differenzierung der
Enantiomere; beide Enantiomere werden mit nahezu gleicher Geschwindigkeit in
spiegel bildlichen Positionen dephosphoryliert. Die Phytase aus Dictyostelium zeigt zumindest
eine geringe Differenzierung zwischen den beiden Enantiomeren, wahrend Ins(1,2,3,6)P;
ausschliefdlich in 1-Position dephosphoryliert wird, tritt bel Ins(1,2,3,4)P, neben der (ebenfalls
Uberwiegend auftretenden) Dephosphorylierung in der spiegelbildlichen 3-Position auch ein
Abbau in 4-Position auf.

Die Weizen-Phytase ist durch ihren uneinheitlichen Reaktionsverlauf in Kombination mit
ihrer Tendenz zu weiterer Dephosphorylierung nicht zum préparativem Einsatz bel dieser
Reaktion geeignet. Zudem liefert sie vorwiegend Ins(1,2,3)P; (166), das wesentlich effizienter
durch Reaktion mit der InsPs/InsP4-Phosphohydrolase gewonnen werden kann.

Die Phytase aus Dictyostelium kann zur Darstellung von Ins(2,3,6)P; (168b) aus
Ins(1,2,3,6)P, (61b) genutzt werden (Schema 73). Auch das andere Enantiomer, Ins(1,2,4)Ps
(168a) kann theoretisch durch Dephosphorylierung von Ins(1,2,3,4)P, durch die Phytase aus
Dictyostelium erhalten werden; das Auftreten von 25 % eines Nebenprodukts erfordert jedoch
den Aufwand einer zusétzlichen ionenchromatographischen Aufreinigung im alkalischen
System. Da im Verlauf dieser Arbeit auch noch ein effizienterer Zugang zu Ins(1,2,4)Ps
(168a) erschlossen werden konnte, bel dem das Auftreten von anderen Isomeren nicht

beobachtet wurde, konnte auf diese Umsetzung verzichtet werden (vgl. Kapitel 2.6.2.2).

Phytase aus
Dictyostelium

61b 168b

Schema 73: Umsetzung von Ins(1,2,3,6)P, (61b) mit einer Phytase aus Dictyostelium.

2.6.2.1.3 Umsetzung der Enantiomere 54a und 54b mit der Phytase aus Dictyostelium

Die Phytase aus Dictyostelium zeigte bel der oben durchgefiihrten Untersuchung als einzige
der eingesetzten Phytasen eine gewisse Stereospezifitat der Dephosphorylierung. Aus diesem
Grund schien sie am vielversprechendsten fir eine Differenzierung zwischen den beiden
Enantiomeren Ins(1,4,5,6)P4 (54a) und Ins(3,4,5,6)P, (54b).
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54a 54b

Abbildung 58: Edukte zu Versuchen zur Differenzierung von Enantiomeren durch die

Phytase aus Dictyostelium.

Kinetische Messungen zeigten, dal3 beide Edukte mit vergleichbaren Geschwindigkeiten
umgesetzt werden (Abbildung 59).

04
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O Tns(14,5.6)F,
o Ins(3.4,5.6)P

Ext. 546 nm (MDD)
2 o 2 4
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Abbildung 59: Kinetik der Umsetzung von 54a und 54b mit der Phytase aus Dictyostelium.

HPLC-MDD-Kontrolle der Umsetzungen ergab folgendes Bild:
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Abbildung 60: HPLC-MDD-Kontrolle der Umsetzung von Ins(3,4,5,6)P, (54b) und
Ins(1,4,5,6)P4 (54a) mit der Phytase aus Dictyostelium.

Die Messungen zeigten deutliche Unterschiede. So wurde als Hauptprodukt der Hydrolyse
von Ins(3,4,5,6)P, ein Hauptsignal bei t = 28,7 min. beobachtet, was der Retentionszeit von
Ins(3,4,5)P; entspricht. Als Nebenprodukt wurde das aus Dephosphorylierung in 3-Position
resultierende Ins(4,5,6)P; beobachtet (t = 31,3 min.).

Die Umsetzung von Ins(1,4,5,6)P, flhrte zu einem einzigen, sehr kleinen Signal bei t = 26,0
min. Da sowohl Ins(1,4,5)P; as auch Ins(1,4,6)P; im sauren Elutionssystem nahezu
koeluieren und beide V erbindungen denkbare Reaktionsprodukte sind, wurde eine zusétzliche
Vermessung der Proben im alkalischen System vorgenommen. Dabei konnte festgestellt
werden, dai3 Ins(1,4,5)P; und Ins(1,4,6)P; in einem Verhdltnis von ca. 3:1 entstehen.

Auffalig bel dieser Messung ist die stark unterschiedliche Detektionsempfindlichkeit von
Ins(1,4,5P; und Ins(1,4,6)P; im Vergleich zu Ins (3,4,5)P; die die in Abbildung 53
beschriebenen Resultate illustriert. FUr beide Reaktionen wurden gleiche Mengen InsP,

eingesetzt, die Kinetiken fur beide Umsetzungen ergeben ebenfalls dhnliche Resultate (vgl.
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Abbildung 59). Dennoch unterscheiden sich die Integrale der HPLC-Signale der InsPs-

|somere um e nen Faktor sechs.

Offensichtlich kann die Phytase aus Dictyostelium zwischen diesen beiden InsP,.
Enantiomeren differenzieren. Beide Enantiomere werden vorwiegend in 6-Position

dephosphoryliert; die dazu spiegelbildliche 4-Position wird nicht umgesetzt (Schema 74).

Phytase aus
Dictyostelium
Ins(1,4,5)P; (12b) Ins(1,4,6)P3 (169)
ca 75 % ca 25%
Phytase aus
Dictyostelium
Ins(3,4,5,6)P, (54b) Ins(3,4,5)P3 (158)

Schema 74: Umsetzung von Ins(1,4,5,6)P,; (54a) und Ins(3,4,5,6)P, (54b) mit der Phytase

aus Dictyostelium.

Da aus den Enantiomeren InsPs-Isomere entstehen, die im sauren Elutionssystem einen
Unterschied in der Retentionszeit von fast drei Minuten aufweisen, ergibt sich hier eine
Moglichkeit, die Absolutkonfiguration von 54a/b enzymatisch zu bestimmen. Dies konnte bei

der Aufkl&rung metabolischer Wege von Nutzen sein.

Zudem ermdglichten die hier beschriebenen Ergebnisse einen detaillierteren Vergleich
zwischen der Phytase aus Dictyostelium und der von SHEARS isolierten MIPP.

Fiir die MIPP aus Dictyostelium bzw. Rattenleber beschreibt SHEARS™ folgenden Abbauweg
von Ins(1,3,4,5,6)Ps (68).
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Ins(1,3,4,5,6)Ps (68)

/

Ins(1,4,5,6)P4

Ins(1,3,4,5)P.
(54a) / S((13|o) "
o®

Ins(1,4,5)P; (12b)

Abbildung 61: Ins(1,3,4,5,6)Ps-Abbau von einer MIPP nach SHEARS.

Aus Messungen von ADELT ging hervor, dal3 Ins(1,3,4,5,6)Ps (68) durch die Phytase aus
Dictyostelium zu Ins(1,4,5,6)P,4 / 1ns(3,4,5,6)P, und Ins(1,3,4,5)P,4 / Ins(1,3,5,6)P; as InsPs-
Intermediate und weiter zu Ins(3,4,5)Ps / Ins(1,5,6)P; und Ins(1,4,5)Ps / Ins(3,4,6)P; abgebaut
wird. Die Absolutkonfiguration der entstehenden V erbindungen konnte dabei nicht festgestellt
werden.

Durch die Messungen mit dem Enantiomerenpaar 54a/54b ist nun nachweisbar, dal3 die
Phytase aus Ins(1,4,5,6)P, Ins(1,4,5P; bildet, das Spiegelbild Ins(3,5,6)P; wird aus
Ins(3,4,5,6)P, nicht gebildet.

Durch eine folgende, analoge Untersuchung der Enantiomere Ins(1,3,4,5)P, und Ins(1,3,5,6) P,
ist nun eine weitere Aufklarung dieses Abbaus mdglich, insbesondere die Beantwortung der
Frage, ob auch durch Abbau von Ins(1,3,4,5)P, Ins(1,4,5)P; freigesetzt werden kann. Durch
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den in Kapitel 2.5.5 bereits fur die racemische Verbindung (£)-1ns(1,3,4,5)P, beschriebene
Synthese sollte es in weterfihrenden Arbeiten moglich sein, diese auch in beiden

enantiomeren Formen zur Verfigung zu stellen.

2.6.2.2 Enzymatische Darstellung von Ins(1,2,4)P; (168a)

2.6.2.2.1 Synthese
Wie oben beschrieben ist die Synthese von Ins(1,2,4)P; mit den bisher beschriebenen Mitteln

zwar sowohl , klassisch-chemisch* (vgl. Kapitel 2.2.5) as auch chemoenzymatisch unter
Einsatz der Phytase aus Dictyostelium (vgl. Abschnitt 2.6.2.1.2) moglich, birgt aber im ersten
Fal die Problematik der selektiven Silylierung der &quatorialen Hydroxy-Gruppe in 3-
Position, im zweiten Fall die Abtrennung eines in nicht unbetr&chtlichen Mengen
entstehenden Nebenprodukts. Aus diessm Grund wurde nach einer alternativen
Darstellungsméglichkeit gesucht.

Die Umsetzung von 1Ins(1,24,5P,; (vgl. Kapitel 2.3.2) mit der hochspezifischen
Inositol polyphosphat-5-Phosphatase, die ebenfalls aus Dictyostelium isoliert werden kann,

liefert diese Alternative.

2.6.2.2.2 Einschub: Spezfitéat der I nositol polyphosphat-5-Phosphatase

Die Spezifitét der 5-Phosphatase wurde von ADELT*® ausfihrlich untersucht. Es ergibt sich
folgendes Bild (Abbildung 62):

minderwichtig

®
T o®

freie OH-Gruppe OH essentielle
in3-Position __ ‘ OH-Gruppein
unterstitzend O@ 6-Position

P
N

Phosphate in 4-
und 5-Position
essentiell

Abbildung 62: Spezifitéat der 5-Phosphatase nach ADELT.
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Ins(1,2,4,5)P,4 (83b) ist, wie von ADELT gezeigt wurde, ein gutes Substrat, das mit 17 % der
relativen Aktivitdt, bezogen auf das Hauptsubstrat Ins(1,4,5)P;) umgesetzt wird. Die
katalytisch relevante OH-Gruppe in 6-Position ist frei, die ebenfalls wichtige
Phosphorylierung in 4- und 5-Position ist in 83b gegeben. Da dieses Enzym regiospezifisch
nur eine Dephosphorylierung in 5-Position katalysiert, ist eine weitere Abreaktion des
entstehenden Produkts Ins(1,2,4)P; (168a) nicht zu beflrchten.

HPLC-Kontrolle der Reaktionsprodukte (20 wmol-Mal3stab) zeigten auch bel langeren
Reaktionszeiten kein Auftreten von InsP,-Isomeren; 168 konnte in >90% Ausbeute isoliert

werden. Das isolierte Produkt wies zudem eine hohe |somerenreinheit von >99.8 % auf.

2.6.2.2.3 Biologische Bedeutung

Ins(1,2,4)P, (168a) ist kein physiologisch vorkommendes Isomer. Racemisches Ins(1,2,4)P;
wurde aber kirrzlich von SHEARS™ et a. als relativ potenter Inhibitor der Ins(3,4,5,6)Ps-
1-Kinase (ICsp = 0,7 uM) identifiziert (im Vergleich dazu: Ins(1,3,4)P; (15a) as vermutlicher
Inhibitor in vivo: 1Csp = 0,17 uM). Dieses Resultat kdnnte neue Wege zur Darstellung neuer,
therapeutisch  wirksamer Agenzien aufzeigen, da die 1ns(3,4,5,6)P;-1-Kinase die
Konzentration an 1ns(3,4,5,6)P, steuert. Ins(3,4,5,6)P, aber ist fur zahlreiche regulatorische
Funktionen in der Zelle verantwortlich, darunter auch die Inhibierung der Ca®*-induzierten
Aktivierung von Chlorid-Kanélen (siehe auch Kapitel 2.2.3.4 und 2.2.7.2).

2.6.2.3 Reslimee der chemoenzymatischen Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in Kooperation mit ADELT (Biochemie) verschiedene
enzymatische Darstellungsverfahren von Inositolphosphaten etabliert werden, die auch im
préparativen Maldstab durchfiihrbar sind. Die Regioselektivitéat der beschriebenen Methoden
ermoglicht die gezielte und isomerenreine Darstellung von insgesamt funf verschiedenen
Inositoltrisphosphaten. Diese Vorgehensweise stellt eine interessante Erganzung zu den
» Klassisch-chemischen Synthesen dar. Bislang ist in der Literatur kein chemoenzymatischer
Ansatz bekannt, der selektive Monodephosphorylierungen an ,, mal3geschneiderten InsPy-
Isomeren zur Darstellung bestimmter InsPs-1somere nutzt.

Zudem konnte eine einfache Mdglichkeit der enzymatischen Unterscheidung zwischen den
physiologisch vorkommenden Enantiomeren Ins(1,4,5,6)P; und Ins(3,4,5,6)P, etabliert
werden. Diese Testmoglickeit konnte sich zur Aufklarung metabolischer Wege als nitzlich

herausstellen.
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2.7 Synthesen von Stereoisomeren von myo-Inositol

Die Synthese von Inositolderivaten Uber einen de-novo-Ansatz ermoglicht nicht nur die
Darstellung zahlreicher Inositolphosphate oder die gezielte Einbringung von Substituenten in
den Inositolring (wie oben gezeigt). Auch die relativen Konfiguration der OH-Gruppen
zueinander kann variiert werden. Dazu mufd lediglich von anderen, entsprechend
vorkonfigurierten Konduritol-Bausteinen ausgegangen werden. Das Potential zur Synthese

derartiger Isomere von myo-Inositol soll im folgenden angerissen werden.

2.7.1 Zugéange tber Konduritol-E

Dibromdiol 42 bietet neben der Darstellung von Konduritol-B-Derivaten auch Zugang zu
alen anderen méglichen Konduritol-Systemen (A-F).>* **

Eine Mdoglichkeit, das ebenfalls C,-symmetrische Konduritol-E-Derivat 170 darzustellen,
besteht in der Umsetzung von 42 mit Diazabicycloundecen (DBU) und Kohlendioxid. Dabel
greift die durch DBU deprotonierte OH-Gruppe zundchst nucleophil die Carbonyl-Gruppe des
Kohlendioxids an. Anschlief3end erfolgt eine intramolekulare nucleophile Substitution des

Bromids.

e
OH o{\
o)
42 170

Schema 75: Darstellung von Biscarbonat 170.

170 konnte nach einer modifizierten Vorschrift von BIEN® in 32 % Ausbeute erhalten
werden.

Aufgrund der schlechten Loslichkeit von 170 in nahezu alen organischen Lésungsmitteln
wurde eine Umschitzung zu Tetraacetat 172 durchgefuhrt (Schema 77). Dazu wurden
zunéchst die Carbonatgruppen durch Erhitzen in walriger Pyridin-Lésung entfernt und
anschlief3end die Hydroxylgruppen mit Pyridin und Essigséureanhydrid acetyliert.
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o< OH OAC
o OH OAC
py, H20, 80°C AcO, py
_— —
e ~"""OH ~""OAc
o—{ OH OAc
\
O
170 171 172

Schema 76: Darstellung von Tetraacetat 172.

Ein direkter Zugang zu 172 wird gegenwértig von PODESCHWA® untersucht (Schema 77);
dazu soll Diacetat 43 direkt mit Kaliumacetat in 172 Uberfuhrt werden. Die ebenfalls
praktikable Umsetzung mit Silberacetat erfordert zur Darstellung der (1,2:3,4) syn-Anordnung
der Substituenten den Einsatz eines grofRken Uberschusses an Reagenz, was wegen des hohen

Preises von Silberacetat nicht wiinschenswert ist.

OAc
KOAc
"HOAC, H,O
éAc

43 172

Schema 77: Direkte Darstellung von 172 nach PODESCHWA.

Durch cis-Dihydroxylierung mit Rutheniumtrichlorid und Natriummetaperiodat und

anschlief3ende Abspaltung der Acetat-Gruppen konnte ein schneller Zugang zu allo-Inositol

174 aufgezeigt werden.
OAc OAc OH
OAc HO OAc HO OH
RuCl3, NalO, __NaOMe _
~"""OAc HO” > "“OAc HO” > ""OH
OAc OAc OH
172 173 174

Schema 78: Darstellung von allo-Inositol (174).
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Allo-Inositol kann als das C-4/5-Bisepimere zu myo-lnositol aufgefal3t werden. Auch die
Verbindung 174 konnte FISCHBACH zu Untersuchungen der Inositol-Synthase (berlassen

werden.

Desweiteren konnten zwei weitere Bausteine synthetisiert werden, die die Uberfiinrung der
Doppelbindung in eine trans-Dioleinheit ermdglichen sollten. Die sich daraus ergebenden
Inositol derivate weisen neo- bzw. chiro-Konfiguration auf.

Die C,-Symmetrie des Konduritol-E-Derivats 172 fuhrt dazu, dal3 bel der Epoxidierung der
Doppelbindung nur ein Isomer entsteht. AnschlieRende Offnung des Epoxids mit Sauerstoff-
Nucleophilen fihrt zu Produkten, bei denen bereits eine Differenzierung der beiden
eingebrachten Hydroxy-Gruppen erfolgt ist. Auch die Einbringung von anderen Substituenten
ist auf diese Weise einfach zu erreichen.

Die Epoxidierung von 172 mit m-Chlorperbenzoesdure verlief sehr langsam und
unvollstandig. Durch den Einsatz der reaktiveren Trifluorperessigsaure konnte das Epoxid 175

schliefdlich unproblematisch erhalten werden (Schema 79).

OAcC OAC
OAc OAc
TFPAA
— > O
" ""OAC " ""OAc
OAcC OAc
172 175

Schema 79: Darstellung des Epoxids 175.

Anders als bei Epoxid 177, bei dem die all-trans-Konfiguration der sich &guatorial
anordnenden Substituenten eine Offnung zum trans-diaxialen Fiirst-Plattner-Produkt bewirkt
(Schema 81), ist hier hier durch die paarweise cis-Anordnung der Acetat-Gruppen keine
direkte Vorhersage der bevorzugten Offnungsposition zu treffen.

Betrachtet man das Molekilmodell, so dirfte ein Angriff trans zu den benachbarten Acetat-
Gruppen aufgrund von geringeren sterischen Einfltissen bevorzugt sein. Dieser Angriff wirde

zu chiro-Inositolen fihren.
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Die beiden entstehenden Isomere sollten aber aufgrund ihrer unterschiedlichen sterischen

Anspriiche problemlos durch Umkristallisation oder Saulenchromatographie trennbar sein.

Eine weiterere Moglichkeit zur Einfihrung von zwel trans-standigen Hydroxy-
Funktionalitdten bieten cyclische Sulfate, die sich aus cis-Diolen im allgemeinen gut

darstellen lassen.

OAc OAc
HO OAc OAc
o
. - % ‘
HO” > “OAc 0" '0">""0Ac
OAc OAc
173 176

Schema 80: Darstellung des cyclischen Sulfats 176.

Durch Umsetzen des allo-Inositol-Derivats 173 mit Sulfurylchlorid und Triethylamin konnte
das cyclische Sulfat 176 erhalten werden. Die beiden Vorzugsgeometrien von 176 und 175
wurden durch PM3-Rechnungen (eine Weiterentwicklung der MNDO-Methode mit
optimierter Parametrisierung) simuliert. Dabel wurde fir das cyclische Sulfat 176 eine boot-

artige Struktur erhalten, fir Epoxid 175 ergab sich ein partiell eingeebneter Sechsring

Abbildung 63: Berechnetete Strukturen von 176 und 175.
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Neo-Inositole sind derzeit ein haufiges Ziel synthetischer Bemiihungen, erst kirzlich wurde
zwei Arbeiten publiziert, die die Darstellung von neo-Inositol zum Inhalt haben.*? Neo-InsPs-
Isomere wurde zudem als nattirlich vorkommender Inositol phosphate identifiziert und isoliert,
zudem gelang die Strukturaufklarung.’> Die Méglichkeit, derartige Substanzen, z.B. zu
Vergleichszwecken, darstellen zu konnen, ist ein lohnendes synthetisches Ziel und wird von

PoDESCHWA ® weiterverfolgt.

Ein anderer Zugang zu chiro-Inositol konnte bereits im Arbeitskreis ALTENBACH von
BLock™* etabliert werden. Dabei wurde, ausgehend von Epoxykonduritol 177 eine
nucleophile Offnung nach First-Plattner zum trans-diaxialen Produkt durchgefiihrt (Schema
81). Die hier beschricbene Synthese ermdglicht den Zugang zu aternativen

Substitutionsmustern und stellt somit eine sinnvolle Erganzung zu diesem Konzept dar.

OBn OBn
i ~OH NuﬁOH
0] Nu
e HO™ > OH
OBn OBn
177 178

Schema 81: Darstellung von chiro-Inositolen nach BLOCK.

2.7.2 Zugange uber Konduritol-F-Derivate

Das Monobenzyl-Derivat 139 bietet eine interessante Moglichkeit zur Darstellung von
Konduritol-F-Derivaten. Dazu wird 139 mit DBU und Kohlendioxid zu Carbonat 145
umgesetzt (Schema 82) und so eine geschiitzte cis-Dioleinheit in 3:4-Position eingefihrt.

OBn OBn
.OH .OH
_DBU,CO,
“Br e)
OH o«
@]
139 145

Schema 82: Darstellung des Benzylcarbonats 145.
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Eine Synthese von 145 wurde bereits von KLEIN® durch Bildung des Monocarbonats 139 und
anschlieffender Bildung des Allylepoxids 180 durch Behandeln mit Kaliumhydrid in
Tetrahydrofuran beschrieben (Schema 83).

OH OH

0
Br WBr
) DBU, CO, " KH, THF
Y Br ~ ""O > "',O

o o o

139 179 © 180 ©

Schema 83: Synthese von 145 nach KLEIN.

180 kann dann, wie von LEY **? beschrieben (vgl. Schema 84) zu 145 umgesetzt werden.
Der in dieser Arbeit vorgestellte Zugang zu 145 ist préparativ aber besser zu handhaben und

ermaoglicht einen schnellen Zugang zu 145 auch in gréf3eren Mengen.

2.7.2.1 Formale Totalsynthese von Ins(1,4,5)P3; und Derivaten

LEY** setzt 145 als Edukt einer Ins(1,4,5)Ps-Synthese ein (Schema 84).

Ausgehend von der durch mikrobielle Oxidation von Benzol mit pseudomonas putida
gewonnenen und anschlielend carbonat-geschitzten Verbindung 181 kann durch
Epoxidierung und anschlieende Offnung mit Benzylalkohol in Allylposition 145 erhalten
werden. Bildung eines zweiten Epoxids und anschlief}ende Offnung mit einem geschiitzten [3-
Hydroxyal dehyd al's Sauerstoffnucleophil fuhrt zu einer Verbindung, die durch Hydrogenolyse
der Benzylgruppen in ein in 1,4 und 5-Position ungeschiitztes Derivat 187 Uberfuhrt werden
kann. Phosphorylierung und Abspaltung der Schutzgruppen fuhren zu (£)-Ins(1,4,5)P; (12).
Einsatz anderer Nucleophile zur Offnung von Epoxid 183 er6ffnen dariiberhinaus auch einen

Zugang zu zahlreichen substituierten Derivaten.

Die von LEY beschriebene Synthese ist zunéchst fUr racemische Produkte konzipiert, eine
Enantiomerentrennung kann durch Offnung des Epoxids 145 mit zuvor in einer Dreischritt-
Prozedur aus (S)-Mandelsdure hergestelltem  (R)-(+)-sec-Phenethyl-Alkohol  und
anschlief3ende Trennung der erhaltenen Diastereomere erfolgen. Die so eingefiihrte Gruppe ist
analog zu einer Benzylgruppe hydrogenolytisch abspaltbar, so dal? die Route wie in Schema
84 beschrieben fortgesetzt werden kann.
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<I N0 MCPBA_ E:[ Vo * C[ =0 e \@ =°

2.) BnOH, CSA
182 180
1 : 4,6

1) BnBr 1) Trennung

OBn
2.) EtsN, MeOH BnO OH
3—> ><2 2 ><: )—/_ HO, - e}
3.) mCPBA ><
4.) DMP, CSA R 3)Hy, Pd/C o
o )
183 "
O” O

1) Phosphoryllerung

2.) Hp, Pd/IC

o®
HTFA @
o®

Schema 84: Synthese von Ins(1,4,5)P; nach LEY.

Der in Schema 82 vorgestellte Zugang zu 145 kann problemlos auch in enantiomerenreiner
Form durchgefiihrt werden; ausgehend von (+)-Diacetat 43a kann enantiomerenreines 145a
erhalten werden. Auf diesem hier vorgestellten Weg a3t sich neben der nétigen
Diastereomerentrennung auch die Abtrennung des unerwiinschten regioisomeren Epoxids 182

vermeiden, was die Synthese deutlich effizienter gestaltet.

2.7.2.2 Synthese von chiro-Inositol-Derivaten aus 145.

Cis-Dihydroxylierung von Carbonat 145 liefert aufgrund der Anordnung der beiden
Allylsubstituenten in gréem Uberschuf? das chiro-Inositol-Derivat 188 (Schema 85). Das in
geringen Mengen (< 10 %) entstehende epi-Inositolderivat kann durch Umkristallisation

entfernt werden.
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OBn OBn OBn
OH HO,, .OH HO OH
’ RUC|3, NalO4 _ ' ' '
- . +
o HO™ o HO 0
o{\ o{\ o{\
6] 6] @)
145 188 189

Schema 85: Darstellung von chiro-Inositolderivat 188.

Die auf diesem Weg zuganglichen Substitutionsmuster erganzen die unter 2.7.1, sowie von

BLock ™ beschriebenen Zugange weiter.
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3 Zusammenfassung

Ausgehend von den enantiomerenreinen Verbindungen 42b und 43a, die aus preiswertem p-
Benzochinon in vier Reaktionsschritten auch in gréf3eren Mengen gut zugéanglich sind, konnte
ein flexibles System zur Synthese von Inositolphosphaten und anderen Inositolderivaten

etabliert werden.

O OAc OH OAc

3 Schritte @ " oL @:Br o

—_, —_— +

- Br Y Br " Br

O OAc OH OAcC
40 43 42b 43a

Diese Verbindungen koénnen durch Behandeln mit Kaiumhydroxid in Tetrahydrofuran in
anti-Benzoldioxid Uberfuhrt werden, das in Allylposition mit Dibenzylphosphat gedffnet
werden kann. Auf diesem Weg konnten enantiomerenreine, doppelt phosphorylierte
Konduritol-B-Derivate  zuganglich  gemacht  werden.  Alternativ. kénnen  die
Ausgangsverbindungen auch mit Natriumbenzylat in Benzylalkohol direkt zu 1,4-
Dibenzylkonduritol-B umgesetzt werden (Schema 2).

OBn OAC OP(0)(OBn),
: .|O O
/OH_NaoBn ¥ ko N Ho—hoen) o
. — n)2 '
BnOH I —
OH "Br 1 -~ NOH
OBn OAc OP(O)(OBn),
80a 43a 44a 45a

Das Potential des Diphosphokonduritols 45 als flexiblem Baustein zur Inositol synthese konnte
erfolgreich demonstriert werden. Konsequente Ausnutzung des Konzepts der paarweisen
Differenzierung ermoglichte die Synthese von sieben enantiomerenreinen Inositol phosphaten

und einer meso-Verbindung.
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Ins(3,6)P2 Ins(1,2,3,4)P4

Ins(1,4,5,6)Ps Ins(3,4,5,6)P4 Ins(1,3,4)P3 Ins(1,3,4,5,6)Ps

Die Vorgehensweise soll am Beispiel des in dieser Arbeit erstmalig synthetisierten

Ins(1,2,3,4)P, veranschaulicht werden.

o[F| O[P) O[P)
,OH JOAC HO OAC
' Ac,0, py _ Ry, '
—_— NalO,4
-~ NOH - NOAc HO” ™ YMOAc
45a 58a 59a
o[P oP)
Plo LOAC 0 LOH
DABP . 1.) Hy, PdIC ® .
1H-Tetrazol 2)0.25M NaOH.
[Plo” > S0Ac )0 (PO~ > “OH
OlPI oP)
60a 6la

Zunéchst wurden die beiden freien OH-Gruppen mit einer geeigneten Schutzgruppe versehen
und anschlief3end die Doppelbindung cis-dihydroxyliert. Die C,-Symmetrie des Konduritols
fuhrt dazu, dal3 bei der Dihydroxylierung nur ein Produkt entsteht; Angriff des Reagenzes von
der Ober- oder Unterseite fuhren zum identischen Produkt. Die all-trans-Orientierung von
Konduritol-B-Derivaten bewirkt zudem, dal3 das resultierende Inositol myo-Konfiguration
besitzt.Nach Phosphorylierung der beiden OH-Gruppen kann das Inositolphosphat durch
Abspaltung aller Schutzgruppen einfach freigesetzt werden.
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Zudem konnten, ausgehend von 1,4-Dibenzylkonduritol 80 verschiedene enantiomerenreine
Inositolphosphate dargestellt werden, darunter das aus der Inositol-Biosynthese entstehende

Ins(3)P; und das wohl wichtigste Inositol phosphat, 1ns(1,4,5)Ps.

Ins(1,4,5)P3 Ins(1,2,4,5)P4

Die hier entwickelte Synthese von Ins(1,4,5)P; stellt den wohl effizientesten Zugang zu dieser
Verbindung dar, der bisher bekannt ist. 12b kann in nur vier Reaktionsschritten und einer
Gesamtausbeute von 75 % ausgehend von Konduritol-B 80b synthetisiert werden.
Bemerkenswert ist dabei vor allem die selektive Schiitzung der axialsténdigen (und damit
unreaktivsten) Hydroxylgruppe in Tetrol 81b, die durch die sogenannte ,, Orthoester-M ethode"
realisiert werden konnte. 98b stellt dartiberhinaus einen flexiblen Baustein zur Synthese von
Analoga zu 12b wie z.B. Thioaten dar. Desweiteren konnte ein Weg gefunden werden,

selektiv die 1- bzw. 3-Position in Tetrol 81 zu benzylieren.

HO. _~_ _OH

HO ""OH
1.) PhCHO, OBn

zncl 8lb  “1)CHsC(OEt)s
2.) BH3 THF PTS
Bu,BOTf 2.) AcOH
OBn OBn OH
BrO_ _~_ _OH HO__~._ _OH ®o_A~_0®
——
HO "OH AcO "OH HO NG
OBn OH

OBn
107 98b 12b

Eine weitere interessante Funktionalisierungsmdglichkeit von Konduritol-B-Derivaten stellt
deren Hydroborierung dar; aus dem isopropylidengeschitzten Dibenzylkonduritol konnte in

95 % Ausbeute das 2-Desoxy-myo-Inositolderivat als einziges Isomer erhalten werden, was zu
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der ersten Synthese von enantiomerenreinem 2-Desoxy-1ns(1,4,5)P; ausgenutzt werden

konnte.
OBn OBn
O>< BH3 THF 3 Schritte
HO""
OBn OBn
92b 93b 2-Desoxy-Ins(1,4,5)P3(96b)

Eine pharmakologisch interessante Klasse von myo-Inositolderivaten stellen Azido- und
Amino-Inositole dar. Die sukzessive Einfihrung von zwei Substituenten bietet eine elegante
Maoglichkeit zur gezielten Einflhrung eines Substituenten in definierten Positionen des

Inositol-Grundgersts.

QAC

N3
0
Br g WOH_
LiOH NaNs LiOH
" Br “Br “Br
OH OH

OAc
43 123 124 125 126

So konnte durch Offnung des ersten Epoxids mit Azid eine Stickstoff-Funktionalitat
eingebracht werden. Die Trennung der Diastereomeren konnte hier durch Umkristallisation

aus Ethanol auf der Stufe des Pentaacetats elegant gel 6st werden.

OAc

OAc OAC
133-syn 133-anti

(schlechter in
Ethanol 16dlich)

Diese Synthesestrategie konnte erfolgreich zur Darstellung von Azido- und
Aminoinositolsulfaten genutzt werden. Diese Verbindungen sind, wie vermutet, starke
Inhibitoren von Phytasen. Uber die Aminofunktion sollte eine Anbindung an ein

Trégermaterial moglich sein. Ein so erhéltliches Affinitétsmaterial konnte geeignet zu sein,



I11. Zusammenfassung 147

eine Phytase aus Dictyostelium discoideum aufzureinigen; Arbeiten auf diesem Gebiet werden
zur Zeit im Arbeitskreis VOGEL (Biochemie) in Wuppertal durchgefiihrt.

Zudem konnte festgestellt werden, das bei Azidotriol 126 die Einfihrung einer 1sopropyliden-
Schutzgruppe selektiv in 2- und 3-Position erfolgt. Somit ist eine zusétzliche
Positionsdifferenzierung  moglich. Diese unerwartete  Selektivitdét konnte  durch
semiempirische und Dichtefunktionaltheorie-Berechnungen rationalisiert werden, die eine

Abschétzung der Gleichgewichtskonstante zwischen den mdglichen Produkten ermdglichte.

N3 N3
On DMBF al DMP, H' ““O><
— >
- (@] :
(}# OH

128 126 127

Trotz der oben beschriebenen vielfaltigen Moglichkeiten setzt die paarweise Differenzierung
der Hydroxy-Gruppen Grenzen in Bezug auf das Substitutionsmuster synthetisierbarer
Inositolphosphate. Eine Ubertragung des zur Synthese von 126 verwendeten Prinzips der
schrittwei sen Substituenteneinfihrung ermdglichte die Darstellung von Konduritol-Derivaten,
bei denen die OH-Gruppen in 1- und 4-Position differenziert waren.

Durch sauer katalysierter Offnung von 123 mit Benzylalkohol, gefolgt von Bildung des
zweiten Epoxids und dessen nucleophiler Offnung konnten unsymmetrische Konduritol-B-
Derivate dargestellt werden. Durch Offnung des zweiten Epoxids mit Wasser wurde in
Zusammenarbeit mit BRAUN Triol 141 erhalten, zudem gelang die direkte Einfihrung ener

Phosphatgruppe durch Epoxiddffnung mit Dibenzylphosphat.

OAc o) OBn OBn OBn
“__Br N JOH JOH
LiOH BrOH, H* " LioH ~OH iy Q
e L - —
By Br "Br e
OAC OH OH O Nu
43 123 139 140 Nu = OH, 141)

P(0)(OBn), (152)

Insbesondere 152 wurde erfolgreich zur Synthese von Inositol phosphaten eingesetzt.
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Die bei der cis-Dihydroxylierung entstehenden Diastereomere konnten im weiteren
Syntheseverlauf in vielen Fallen getrennt werden, vorwiegend durch Einsatz einer
Anionentauscher-HPLC-Anlage auf der Stufe der freigesetzten Inositolphosphate. Auf diese
Weise wurde jeweils ein Regioisomerenpaar zuganglich. Dieses Prinzip erhoht die Anzahl
zuganglicher myo-Inositol phosphate erheblich und konnte bereits zur Synthese verschiedener
racemischer Inositolphosphate genutzt werden, darunter die meso-Verbindung 1ns(4,5,6)Ps,
die fur eine Komplexierungsstudie von Interesse war, und Ins(1,3,4,5)P,, das ein Isomer von
groRRer biologischer Bedeutung ist. Die Ubertragung dieser Resultate auf enantiomerenreine

Verbindungen dirfte probleml os durchzuf iihren sein.

Ins(1,3,4,5)P, Ins(4,5,6)P; Ins(3,4,5)P; Ins(1,2,3,4,5)Ps Ins(1,2,4,5,6)Ps

Untersuchungen von enzymatischen Dephosphorylierungen fihrten zu der Erschlief3ung
préparativ nutzbarer Umsetzungen. Ausgehend von synthetisch hergestellten InsP,-1someren
konnten durch regioselektive Dephosphorylierungen Inositoltrisphosphate hergestellt werden,
darunter auch das in obigem Schema racemisch erhaltene Ins(3,4,5)P; in beiden enantiomeren
Formen. Insgesamt wurden drei Enzyme aus Dictyostelium zu préparativen Umsetzungen
eingesetzt; unter  Ausnutzung ihrer  unterschiedlichen  Substratspezifitdt  und
Positionsselektivitét konnten insgesamt vier enantiomerenreine Inositoltrisphosphate und ein
meso-lnositoltrisphosphat  synthetisiert werden. Bemerkenswert ist die Darstellung des
Enantiomerenpaares Ins(1,2,4)Ps / Ins(2,3,6)P; unter Verwendung von zwei verschiedenen

Enzymen und vollig unterschiedlichen Substraten.

Die Flexibilitdt der hier prasentierten drel ineinandergreifenden Synthesekonzepte konnte
eindrucksvoll demonstriert werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten gezielt 20
Inositolphosphate (von 63 moglichen) synthetisert werden, darunter nahezu dle

physiologisch interessanten |somere.
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Ins(1,2,4,5)Ps Ins(1,2,3,6)Ps Ins(1,2,3,4)P4 Ins(3,4,5,6)P4 Ins(1,4,5,6)Ps
Inositol polyphosphat{| Phytase aus InsPs/INsP- InsPs/INsPy- InsPs/INsPy-
5-Phosphatase Dict. discoideum Phosphohydrolase || Phosphohydrolase || Phosphohydrolase

l l | l l

Ins(1,2,4)P3 Ins(2,3,6)P3 Ins(1,2,3)P3 Ins(3,4,5)P3 Ins(1,5,6)Ps

Durch Umsetzung der Ausgangsverbindungen zu anderen Bausteinen konnten zudem Wege

zu verschiedenen Stereoi someren von myo-Inositol aufgezeigt werden.

/O
OH O OH
Br O
o DBU HO OH
CO; ; i
< Br -0
: - HO - OH
OH O~<

N OH
170 allo-Inositol (174)

\ (?Bn OBn
OH HO ~ OH
E—

42

)
HO -
_/ = O
0 \\o O\\<
145 188 O
chiro-Inositol-

Derivate
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Durch Funktionalisierung der Doppelbindung des Tetraacetyl-Konduritol-E 172 durch
Epoxidierung oder cis-Dihydroxylierung und nachfolgende Bildung eines cyclischen Sulfats
konnten zwei Méglichkeiten zur Einfiihrung eines trans-Diols (durch anschlieRende Offfnung
mit Wasser) in Konduritol-Systeme demonstriert werden; die so entstehenden Isomere sollten

gut trennbar sein und somit Zugang zu weiteren Inositol-Systemen ermdglichen.

Die schnelle Darstellung von Benzylcarbonat 145 stellt zudem eine formale Total synthese von
Ins(1,4,5)P; dar. Da auf diese Weise auch enantiomerenreines 145 einfach zuganglich ist,

ergibt sich eine deutliche Verbesserung der von LEY publizierten Route.

Zusammenfassend 183t sich sagen, dal3 der Zugang zu myo-Inositol phosphaten ausgehend von
p-Benzochinon den bisher bekannten Routen als vollig ebenbiirtig anzusehen ist; die zwel
unterschiedlichen Synthesekonzepte, die auf der Verwendung von C,-symmetrischen
Bausteinen einerseits und unsymmetrischer Konduritol-B-Derivate andererseits beruhen,
erganzen sich in nahezu idedler Weise, die chemoenzymatischen Methoden bilden eine
weltere interessante Erweiterung. Ein gravierender Vorteil gegentiber Zugéngen, die von
natirlich gewonnenem myo-Inositol ausgehen, ist die einfache Einfuhrbarkeit von
Substituenten in das RinggerUst. Diese erfolgt durch einfache, stereospezifische Ringéffnung
eines Epoxids durch frei wahlbare Nucleophile und ermoglicht die gezielte Einfihrung von
Substituenten in vier der sechs moglichen Ringpositionen. Die Leistungsfahigkeit des
Konzepts konnte eindrucksvoll am Beispiel von Azido-Inositolen demonstriert werden.

Schliefdich ist diese Methode nicht auf den Einsatz von Konduritol-B-Derivaten limitiert;
gezielte Modifikation des verwendeten Konduritol-Bausteins bietet hier ein Hochstmal3 an
Flexibilitét. Besonders erwahnt werden sollen hier die ebenfalls C,-symmetrischen Bausteine
170 und 172, die die oben beschriebenen Vorteile der Konduritol-B-Systeme besitzen. In

nachfolgenden Arbeiten wird deren Potential demonstriert werden.

Bertcksichtigt man diese Faktoren, so bleibt festzustellen, dald diese Route zu
Inositolsystemen die flexibelste und umfassenste Methode darstellt, die bislang bekannt ist.
Insbesondere die Mdaglichkeit, nahezu beliebig modifizierte Inositole auf kurzen und
effizienten Routen auch enantiomerenrein zuganglich zu machen, bietet in diesem Umfang

kein anderes Konzept.
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4 Experimenteller Tell

4.1 Allgemeine Arbeitstechniken und Mef3methoden

Es wurden folgende Geréte und Materialien eingesetzt:

Schmel zpunktbestimmung:
Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren mit einem Gerdt der Firma Buchi (Bchi

510) bestimmt. Die angegebenen Schmelzpunkte sind nicht korregiert.

Chromatographische Verfahren:

Fir die analytische Dunnschichtchromatographie fanden Kieselgel-Fertigfolien der Firma
Merck (DC-Alurolle Kieselgel Fzss) Verwendung. Die Detektion der Substanzen erfolgte zum
einen durch Fluoreszens dschung im UV-Licht bel 254 nm, zum anderen durch Bespriihen mit
einer Losung von Vanillin in Schwefelséure (1:100) und anschlief?endem Erwérmen der Folie
mittels eines Hei [ uftfons.

Zur préparativen Flash-Saulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (Korngrofe 40-65 um)
derFirma Merck eingesetzt. Das Massenverhdltnis von zu trennendem Substanzgemisch und

Adsorptionsmittel betrug, je nach Trennproblem, 1:30 bis 1:100.

Die HPLC-Messungen wurden an folgenden Geréten der Firma Merck-Hitachi durchgefihrt:
Saule 25 cm RP18, UV-Detektor L 4250 (235 nm), Integrator D 2500 und Pumpe L 6200. Die
Substanzen wurden bei Messungen mit normaler Phase auf einer Nucleosil-Saule mit einem
Laufmittelgemisch von Heptan / iso-Propanol (80:20), bei Messungn auf reverser Phase mit
einer Nucleosi|-RP-Saule und einem Laufmittelgemisch aus Acetonitril/Wasser 80:20
durchgefthrt.

Zur ldentifikation freigesetzter Inositolphosphate wurden Messungen an folgenden Geréten
der Firma Pharmacia durchgefihrt: Steuergerét LC 2152, Pumpe 2150, Probengeber Typ
2157, Photometer VWM 2151 und ein Integrator des Typs 2121. Die Trennung der
Inositol phosphate wurde tber eine Mono-Q-Anionenaustauschersaule ereicht. Der Nachweis
der Inositol phosphate erfolgte durch Extinktionsmessung, zur Detektion wurde ein metal-dye-

Verfahren verwendet.
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| R-Spektroskopie:

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte an einem Grét der Firma Perkin-Elmer, Typ 1420.
Flissige Substanzen wurden as Film vermessen, Feststoffe als KBr-Prefdinge. Die
Intensitéten der beobachteten Absorptionen werden nach folgende Gruppen klassifiziert: stark

(s), mittel (m) und wenig intensiv (w). Breite Banden erhalten den Zusatz (b).

Massenspektrometrie:
Die Massenspektren wurden an Geréten der Firma Varian MAT 311 A (El) bzw. Perkin-
Elmer, Typ API 150 (Cl) aufgenommen. FAB-Experimente wurden an einem Finnigan-MAT
90-Gerét durchgefiihrt.

Kernresonanzspektroskopie:

Die Aufnahme der Kernresonanzspektren wurde an einem Geré der Firma Bruker, Typ
ARX 400 durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen der *H- und **C-Spektren sind in -
Werten, bezogen auf das verwendete Losungsmittel als interner Standard angegeben. Die
Verschiebungen der 3P-Spektren beziehen sich auf 85%ige Phosphorsiure als externer
Standard. Zur Beschreibung der Signamultliplizitdt werden folgende Symbole verwendet:
s(Singulett), d(Dublett), t(Triplett), q(Quartett), quin (Quintett), sext (Sextett) und
m (Multiplett). Um eine Uberlagerung mehrerer Signale zu einem scheinbar einfacheren
Aufspaltungsmuster anzudeuten, wird dem betreffenden Symbol ein W (Pseudo-)
vorangestellt. Wenn beide enantiomere Formen dargestellt wurden, so bezieht sich die

Numerierung der NMR-Auswertung auf das a-Enantiomer.

Optische Rotation:

Die gemessenen Drehwerte wurden mit einem Polarimeter 241 der Firma Perkin-Elmer
durchgefihrt. Die Berechnung des spezifischen Drehwerts [o] erfolgt nach folgender Formel:

[o] =100 -/ (c-1)

Dabel bedeutet oo den gemessenen Wert fur die Probe, ¢ die Konzentration in g /100 ml und |

die Kuvettenlange in dm.
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4.1.1 Darstellung von Dibenzylphosphat

27,6 g (100 mmol) Dibenzylphosphit (95 %) werden in einem Gemisch von 50 ml Dioxan und
50 ml Wasser gelost. Es werden 3,0 g (34 mmol) Natriumhydrogencarbonat zugegeben.

Unter ROhren wird innerhalb von 1 h ene Losung von 10,5 g (664 mmol)
Kaliumpermanganat in 150 ml Wasser zugegeben. Entstehende Reaktionswarme wird in
einem Wasserbad abgefangen. Die Suspension wird 2 h bei Raumtemperatur nachgerthrt.
Anschlief3end wird das Gemisch wird tber Nacht absitzen lassen, der entstandene Braunstein
abfiltriert und mehrfach mit Dichlormethan und Natriumhydrogencarbonatl 6sung gewaschen..
Die leicht gelbliche Reaktionsl6sung wird mit 2 N Salzsdure auf pH 2 eingestellt und dreimal
mit 200 ml Dichlormethan extrahiert. Zwischen den Extraktionen stellt man den pH durch
erneute Zugabe von Salzsdure wieder auf 2 ein.

Die vereinigte organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Nach Uberschichten mit Pentan kristalisiert das verbleibende Ol . Umkristalisation des
Ruckstands aus Diethylether ergeben 16,7 g (60 %) farblose Kristalle.

I
HO—P(OBr),

Schmp. 79-80°C

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):
§=5.08(d, 2 H, 3)H,P) = 7.6 Hz, O-CH-Ph); 7.38 (m, 5 H, Phenylring)

3C-NMR (CDCl5, 101 MHz):
& = 39.33 (d, CH,, 2J(C,P) = 5.0 Hz); 128.01, 128.59, 128.69, 135.93, 136.00 (CH, C¢Hs);
164.41 (C, CgHs)

3p.{’H}-NMR (CDCl3, 162 MHz)
§=1.34

4.1.2 Darstellung von Tris(diethylamino)phosphit (57)

In einem inertisierten 2|-Dreihalskolben werden 700 ml (6,74 mol) Diethylamin in 800 ml
Petrolether vorgelegt. Innerhalb von 2 h werden bei -78 °C 924 ml (1,06 mol)
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Phosphortrichlorid zugetropft. Nach der Zugabe wird auf Raumtemperatur auftauen lassen
und 3 h nachgerdhrt.
Das Reaktionsgemisch wird zur Entfernung der Ammoniumsalze zweimal mit 200 ml Wasser
versetzt. Nach Entfernen der waél¥rigen Phase wird die organische Phase (ber
Magnesiumsulfat getrocknet und das L 6sungsmittel im Vakuum entfernt.
Durch Destillation des erhaltenen Ols erhdlt man 210 g ( 80 %) einer farblosen Fliissigkeit
mit Sdp. 88-90° (0,8 mbar)

Et,N

“P—NEt,
Et,N

57

'H-NMR (CgDs, 400 MHZz):
& = 0.93 (t, 18H, 3J(H,H) = 7.2 Hz, N-CH»-CHs); 2.86 (¥quint, 12H, 3JH,H) = 7.2 Hz,
3)(P,H) = 8.4 Hz, -N-CH,-CHy)

BC-NMR (CgDg, 101 MH2):
& = 14.07 (d, CHs, 3J(C,P) = 3.4 Hz, N-CH,-CHs), 39.31 (d, CH,, 3J(C,P) = 22.5 Hz, N-CH.-
CHs)

IP{IH}-NMR (C¢Dg, 162 MH2)
§=118.23

3P_NMR (CgDs, 162 MH2)
& =118.23 (sept, 3J(P,H) = 8.4 Hz)

4.1.3 Darstellung von Benzol-1,2-dimethanol

Zu einer Suspension von 5,7 g (0,15 mol) Lithiumauminiumhydrid in 250 ml wasserfreiem
Diethylether tropft man unter Rihren ene Lésung von 222 g (0,1 mol)
Phthal sdurediethylester, gelost in 100 ml. abs. Diethylether, so zu, dal3 das Gemisch durch die
ablaufende Reaktion bei gelindem Sieden gehalten wird (ca. 5 h). Die Reaktionsl6sung riihrt

Uber Nacht nach.
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Unter Eiskihlung und Rihren werden tropfenweise 70 ml Wasser zur Vernichtung
Uberschiissigen Alanats vorsichtig zugegeben, anschlief3end gibt man langsam 75 ml 20 %-ige
Schwefelsaure zur Auflésung des ausgefallenen Aluminiumhydroxids zu. Die Phasen werden
getrennt und die wal¥rige Phase wird dreimal mit je 200 ml Ether extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und der Ether im Vakuum entfernt. Der
erhaltene Rickstand wird in Diethylether aufgekocht und der ausfallende Niederschlag
abfiltriert. Man erhdlt 11,2 g (80 %)eines farblosen Feststoffs.

OH
OH

Schmp: 63°C (Lit.: 61-64°C)

'H-NMR (CDCls, 400 M H2):
8 =3.66 (s, 2H, -CH,-OH); 4.68 (s, 4H, -CH,-OH); 7.34 (m, 4H, Phenylring)

3C-NMR (CDCls, 101 MH2):
8 = 63.88 ( 2CH,, -CH,-OH), 128.45 und 128.58 (4CH, CgHs); 139.28 (2C, ipso-C des
Phenylrings)

4.1.4 Darstellung von o-Xyliden-N,N-diethylamino-phosphit (55)

In einer trockenen, inertisierten Destillationsapparatur mit Mikrobrticke werden 39 ml (0,17
mol) Tris(diethylamino)phosphit 57 und 14 g (0,1 mol) Phthaylalkohol vorgelegt. Die
Reaktionsmischung wird auf ca. 70 °C Badtemperatur erwdrmt, dabei entsteht eine klare
Losung. Durch Anlegen eines leichten Vakuums wird Diethylamin aus dem Reaktionsgemisch
abdestilliert. Nach ca. 2 hist die Reaktion beendet.

Durch anschlief3ende Destillation im Hochvakuum erhdt man 13,8 g (58 mmol, 58 %) einer
farblosen Flissigkeit mit Sdp. 110-115 °C (0,1 mbar). Das Produkt kann sich bei léngerem

O.
SP—NEt,
o)

55

Stehenlassen gelblich verfarben.
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S JMMK
— ———
330 310

52 51 50 49 T
(ppm) 320
(ppm)

'H-NMR (CDClj, 400 M H2):
§=1.12 (t, 6H, 3J(H,H) = 7.1 Hz, N-CH,-CHs); 3.17 (dg, 4H, *J(H,H) = 7.1 Hz, 3J(P,H) = 8.3
Hz, N-CH,-CHy); 4.87-5.19 (2 AB-Spektren, 4H, -C-CH,-0); 7.22 (m, 4H, Phenylring)

3C-NMR (CDCl3, 101 MH2z):

8 = 14.72(d, 2CHs, 3)(C,P) = 2.9 Hz, N-CH,-CHs); 38.26 (d, 2CH,, 2J(C,P) = 20.6 Hz, N-
CH,-CHs); 65.31 (d, 2CH>, 2J(C,P) = 10.0 Hz, -CH»-O-P); 124.41 und 127.68 (4CH, CsHs),
137.90 (2C, ipso-C des Phenylrings)

3Ip{*H}-NMR (CDCls, 162 MHz)
8 = 146.50

4.1.5 Darstellung von (5R,S), (6R,S)-5,6-Dibromcycloxex-2-en-1,4-dion (41)

176,5 g (1,6 mol) p-Benzochinon werden in 2,4 | Chloroform gel6st und im Eisbad gekuhlt.
Innerhalb von 2 h wird eine Lésung von 255,7 g (1,6 mol) Brom in 800 ml Chloroform
zugetropft. Man rthrt 1,5 h bel Raumtemperatur nach, gibt Magnesiumsulfat zu und filtriert
das Reaktionsgemisch. Nach Entfernen des Losungsmittels erhdt man und. Die gelbe
Reaktionslésung wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Man
erhélt 423,2 g (98 %) eines gelb-grinen Feststoffs, der roh zur Reduktion eingesetzt wird.
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4.1.6 Darstellungvon (1R,S),(2S,R),(3S,R),(4R,S)-2,3-dibromcycloxex-5-en-1,4-diol (42)

200 g ( 0,75 mol) Dibromdion 41 werden in einem Dreihalskolben mit KPG-Ruhrer und
Innenthermometer in 2,5 | Diethylether gel6st und im Ethanol-Trockeneis-Bad auf -20 °C
gekuhlt. Innerhalb von 90 min. werden 60,0 g (1,6 mol) Natriumboranat in 1 | Wasser unter
kraftigem RuUhren zilgig zugegeben. Dabei sollte die Innentemperatur 7° C nicht
Uberschreeiten. Nach beendeter Zugabe rihrt die Reaktionsldsung bei Raumtemperatur 90
min. nach. Die etherische Phase wird abgetrennt, die waldrige wird funf mal mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer vom Ldsungsmittel befreit. Es verbleiben 193,7 g (0,71 mol, 95 %)
eines farblosen Feststoffs. Das nach dieser Methode erhaltene Dibromdiol weist eine

|somerenreinheit von >80 % auf und kann direkt zur Acetylierung verwendet werden.

4.1.7 Darstellung von (1R,S),(2SR),(3S,R),(4R,S)-1,4-Di-O-acetyl-2,3-dibromcycloxex-5-
en (43)

Verbindung 42 (178,6 g, 0,66 mol) wird in einer gekiihlten Mischung aus 200 ml Pyridin und
200 ml Essigsaureanhydrid tber Nacht gerdhrt. Eis (300 g) wird zugegenen und 15 min.
geruhrt. Anschlief?end gibt man 300 ml Dichlormethan zu. Die organische Phase wird
abgetrennt und die wéldrige Phase vier ma mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wird mit geséttigter Natriumhydrogencarbonatldsung (3 x 200 ml), 0,75 N
HCI (3 x 200 ml) und geséttigter Kochsalzlésung (200 ml) extrahiert. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum verbleibt ein Kristalbrel, der aus Ethanol (0,5 ml/g)
umkristallisiert wird. Man erhdlt 159 g (0,45 mol, 68 %) eines farblosen Feststoffs.

OAc

i B
: Br
OAcC

43

Schmp. 94 °C (Lit.">>: 91-92 °C)
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'H-NMR (CDClj, 400 MH2):

0 = 2.20 (s, 6H, COCH3); 4.26 ppm (m, 2H, XX -Teil eines AA"XX"-Spektrums, CH-2 und
CH-3); 5.68 (m, 2H, AA"-Tell eines AA" XX -Spektrums, CH-1 und CH-4); 5.61 (s, 2 H, CH-
5 und CH-6)

Weitere spektroskopische Daten: Siehe Ref. 57.

4.1.8 Racematspaltung von 43

100,0 g (0,28 mol) gemorsertes racemisches Diacetat 43 und Pig Pancreas Lipase (54,7 Q)
werden in 1,2 | 0,1 M Phosphatpuffer und 120 ml Diethylether suspendiert. Das
Reaktionsgefald wird fest verschlossen und die Reaktionsmischung wird vier Tage heftig
gerthrt. Anschlief3end werden Ethylacetat (500 ml) und Celite zugegeben und das Enzym Uber
Celite abfiltriert. Der Ruckstand wird vierma mit 150 ml Ethylacetat und 150 ml Wasser
extrahiert. Die vereinigte wal¥ige Phase wird mit Ethylacetat extrahiert (3 x 150 ml) und die
gesammelten organischen Phasen werden im Vakuum vom Losungsmittel  befreit. Der
verbleibende Feststoff wird in Dichlormethan suspendiert (600 ml). Diol 42b verbleibt
unloslich as farbloser, kristalliner Feststoff, der durch einfaches Abfiltrieren isoliert werden
kann. Zur Aufreinigung kann aus Toluol umkristallisiert werden. Man erhdt 28,9 g (0,1 mal,
38 %) an 42b. Durch Einengen der verbliebenen organischen Phase und Umkristallisation aus
Ethanol erh@lt man 43a als nadelformig kristallisierenden Feststoff (37,9 g, 0,1 mol, 38 %)

OH QAC
i LaBr - Br
= Br er
OH OAc
42b 43a

Analytische Daten fir (1R),(2S),(39).(4R)-2,3-dibr omcycloxex-5-en-1.4-diol (42b)

Schmp.: 164 °C (Lit."*®; 164-166 °C).

[a]?) =+41,8° (c=5,0, MeOH) (Lit.”*®: [a]2 =+ 45,8 ° (c = 1,2, Aceton)
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Analytische Daten fir (1S),(2R),(3R),(49)-1,4-Di-O-acetyl-2,3-dibr omcycloxex-5-en (43a)

Schmp.: 110 °C (Lit.**®; 107-109 °C).
[a]® =+11,3° (c=5,1, CHyCl; (Lit.”™: [a]? =+ 11,3° (¢ = 5,1, CH,Cl,)

HPLC (Whelk, S,S; Heptan / Isopropanol 90:10; Flow: 0,8 ml / min): t = 9,08 min

Anderes Enantiomer 43b:
HPLC (Whelk, S,S; Heptan / Isopropanol 90:10; Flow: 0,8 ml / min): t = 10,24 min.

Fir spektroskopische Daten: Siehe racemische Verbindungen und dort angebene Literatur.

4.1.9 Darstellung von anti-Benzoldioxid (43)

8,2 g (30,4 mmol) 42 werden in 350 ml abs. THF vorgelegt. Die Lésung wird im Eisbad
gekuhlt. Portionsweise gibt man ein Gemisch von 23g gepulvertem Kaliumhydroxid und 15 g
gepulvertem Molsieb 3A zu, die Temperatur der Losung wird dabei zwischen 3 und 7°C
gehadten. Man |&3 die Reaktionsdsung langsam auf Raumtemperatur erwérmen. Zur
Vervollstandigung des Reaktionsumsatzes werden weitere 3 g des Gemisches aus Molsieb
und Kaliumhydroxid zugegeben und 183 1 h nachrihren. Man versetzt die Losung mit 400 ml
Diethylether und filtriert den Feststoff ab. Der Rickstand wird grindlich mit Diethylether
nachgewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Man erhdlt 2,57 g (77 %) eines farblosen
Feststoffs.

Schmp.: 56-57°C [Lit 53-54°C]

Zur Synthese von enantiomerenreinem 44b wird das aus der Racematspaltung erhaltene Diol
42b eingesetzt, zur Darstellung des anderen Enantiomers 44a wird unter Einsatz des Diacetats
43a wiefolgt verfahren:

10,8 g (30,4 mmol) Diacetat 43a werden in 350 ml abs. THF vorgelegt. Die Lésung wird im
Eisbad gekihlt. Portionsweise gibt man ein Gemisch von 23g gepulvertem Kaliumhydroxid
und 15 g gepulvertem Molsieb 3A zu, die Temperatur der Losung wird dabei zwischen 3 und
7 °C gehalten. Langsam werden dem Reaktionsgemisch 2 ml abs. Methanol zugegeben. Dabei
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verschwindet die grine Farbe des Reaktionsgemischs. Zur Komplettierung des Umsatzes |&(3t

man 2 h nachriihren. Aufarbeitung: Siehe Vorschrift oben.

(]
b

_.l'Q

1 :
O

44, 44

a

'H-NMR (CDCls, 400 MHZ): & = 3.03 (m, 2H, CH-3 und CH-4); 3.69 (m, CH-2 und CH-5);
6.02 (M, 2H, CH-1 und CH-6)

BBC-NMR (CDCls, 101 MH2): & = 46.38 (d, 2C, C-3 und C-4); 53.64 (d, 2C, C-2 und C-5),
129,48 (d, 2C, C-1 und C-6)

Drehwert fur (15),(29),(3S),(4S)-anti-Benzoldioxid (44a)
[a] % =+ 320.6 ° (c = 1.44, CHCl3) (Lit.**": [a]2 =+ 320.0 ° (c = 1,44 CHCl3)
(Lit."": +170,3 ° (c = 0,30 CHCls)

Drehwert fur (1R),(2R),(3R),(4R)-anti-Benzoldioxid (44b)
[a]2 =-320.2° (c = 1.75, CHCls) (Lit.>% [a]? =-324,6° (c = 0,75 CHCl5)
(Lit.*®": -324,6° (c = 0,75 CHCl>)

4.1.10 Darstellung von 1,4-Bis-(di-O-benzylphospho)-konduritol-B (45)

1,98 g (18 mmol) anti-Benzoldioxid 44 werden unter inerten Bedingungen in 150 ml abs.
Dichlormethan gelost. Anschlieffend werden 10,5 g (37,8 mmol) Dibenzylphosphat
zugegeben. Die Reaktions 6sung ruhrt Gber Nacht.

Anschlief3end wird das Losungsmittel entfernt und der resultierende Feststoff zweimal aus
Ethylacetat umkristallisiert. Man erhdlt 6,62 g (55 %) eines farblosen, voluminésen
Nierderschlags.

Enantiomer 45a wird durch Einsatz von 44a, Enantiomer 45b durch Einsatz von 44b erhalten.

Die Darstellung der enantiomerenreinen Verbindungen liefert im allgemeinen 45a/b as
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farblosen, volumindsen Feststoff, kann aber aufgrund der geringeren Kristallisationstendenz
den Einsatz von saulenchromatographischen Reinigungsschritten zur Erhaltung von

analysenreiner Substanz erforderlich machen,

Schmp. 151-152° (Zers.)
Ri-Wert: 0,22 (DC:MeOH 95:5)

o G
@OH - OH
? OH QOH
ofP] [P
55a 55b

1S

"se0 495 3.80

(ppm) (ppm) (ppm)
““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““
75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 10 05

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):

§=3.75 (dd, 2H, J = 2.4 Hz, J = 5.2 Hz, CH-2 und CH-3); 3.97 (s-b, 2H, OH); 4.85 (m, 2H,
CH-1 und CH-4); 5.00-5.14 (m, 8H,-O-CHy-); 5.62 (s, 2H, CH-5 und CH-6); 7.37-7.28 (m,
20H, -CgHs)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MH2z):

& = 69.91 (m, CH,, AB-Teil eines ABX-Spektrums, -CH-Ph); 74.25 (d, 2CH, 3)(C,P) = 3.8
Hz, C-2 und C-3); 78.80 (d, 2CH 2J(C,P) = 5.1 Hz, C-1 und C-4); 128.07 ppm (dd, 2C,
3)(C,P) = 5.1 Hz, C-5 und C-6); 128.17, 128.22, 128.74, 128.79 und 128.82 (d, 20C, CeHs);
135,76 (d, 4C, *J(C,P) = 5.5 Hz, C(ipso))

$IP.NMR (CDCl5, 162 MHZ)
5=0.58

IR [KBI]:
3380 [v(O-H)]; 3065, 3020 [v(=C-H)];2940, 2880[v(-C-H)], 1250 [v(-P=0)]; 1135 [v(-C-O-
C)]; 1020 (-P(0)(OR),), 730, 690 (=C-H)

MS(ESI, rel. Intensitat): m/z = 667.7 [(M+H)" 100]
Elementaranalyse: Ber.: C: 61.27 % H: 5.44 %
Gef.: C: 61.03 % H: 5.38 %
Drehwert fur (1R),(2R),(3R),(4R)-1,4-Bis-(di-O-benzylphospho)-konduritol-B (45a)

[a]% =-55.2° (c = 1.0, CHCl3)

Drehwert fur (15),(29),(39),(4S)-1,4-Bis-(di-O-benzylphospho)-konduritol-B (45b)
[a]® =+56.6 ° (c = 1.1, CHCl3)

Aus der Mutterlauge kann durch Flash-Saulenchromatographie das Produkt der Payne-

Umlagerung 46 isoliert werden.

o[P]

OH
46
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Rt-Wert: 0,33 (DC:MeOH 95:5)

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):

& = 3.33 (yt, 1H, J = 1.4 Hz, CH-2 oder CH-3); 3.42 (dd, 1H, J = 3.6 Hz, J = 1.5 Hz, CH-2
oder CH-3); 3.72 (s-h, OH); 4.38 (d, 1H, J = 4.07 Hz, CH-4); 4.94 (dd, 1H, J=24.7 Hz, J =
3.8 Hz, CH-1); 5.64 (ddd, 1H, J = 10.3 Hz, J = 5.0 Hz, J = 1.7 Hz, CH-5 oder CH-6); 5.98
(ddd, 1H, J=10.7 Hz, J= 5.1 Hz, J= 1.5 Hz, CH-5 oder CH-6)

3C-NMR (CDCls, 101 MH2):

8 =50.77 (CH, d, J = 1.9 Hz), C-2); 50.78 (CH, C-3); 61.73 (CH; C-4); 69.58 (CH,, dd, J =
10.6 Hz, J = 5.6 Hz, CH,CgHs); 69.71 (CH, C-1); 120.93 (CH, d, J = 1.9 Hz, C-6); 126.88
(CH, C-5); 127.93 - 128.74 (CH, CgHs); 130.88 (C, C¢Hs)

4.1.11 Darstellung von 1,4-Bis-O-(di-O-benzylphospho)-2,3-bis-O-(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-konduritol-B (52)

In einem trockenen inertisierten Schlenk-Kolben werden 300 mg (0,45 mmol) Konduritol 45,
508 mg (3,6 mmol) 1H-Tetrazol in 30 ml abs. Dichlormethan vorgelegt. Durch ein Septum
werden 432 mg (1,8 mmol) Phosphorylierungsmittel 55 zugegeben. Die Lésung rihrte Gber
Nacht.

Die Reaktionsdsung wird im Ethanol/Trockeneis-Bad auf -40 °C gekihlt und mit einer Uber
Magnesiumsulfat getrockneten Lésung von 670 mg (2.7 mmol) 70-%iger m-CPBA in 20 ml
Dichlormethan versetzt. Die Ldsung rthrt 30 min. nach und wird dann langsam auf
Raumtemperatur erwarmt. Man gibt weitere 50 ml Dichlormethan zu. Uberschiissige m-
CPBA wird durch zweimaliges Ausschutteln mit je 60 ml 20%-ige Natriumsulfit-Losung zu
m-Chlor-benzoesaure reduziert. Die Reaktionsl dsung wird mit ges.
Natriumhydrogencarbonatl 6sung (3x70 ml) und ges. Natriumchlorid (70 ml) ausgeschiittelt.
Nach Trocknen der organischen Phase Uber Magnesiumsulfat und Entfernen des
Losungsmittelsim Vakuum verbleibt ein farbloser Schaum, der durch Flash-Chromatographie
(DC:MeOH 97:3) gereinigt werden kann. Man erhdt 385 mg (0,37 mmol, 83 %) enes
farblosen Feststoffs.

Zur Darstellung von 52a wird 45a eingesetzt, zur Synthese von 52b das andere Enantiomer
45h.
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Schmp. 135°C

R¢-Wert: 0,39 (DC:MeOH 95:5)

o[P] o[P]
r?
O[P] [P]
52a 52b

()
L e e B e e L e s e B e e e L L e e e e e e L e LA e s B e B e e L e
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

(ppm)

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):
8 = 4.92-5.30 und 5.52-5.59 (m, 20H, O-CH.-Ph und CH-1 bis CH-4); 5.93 (s, 2H, CH-1 und
CH-2); 7.11-7.16 und 7.30-7.34 (m, 28H, CgHs und CgHa)

3C-NMR (CDCl5, 101 MHZz):

8 = 68.92, 69.23 (d, 4CHy, 2J(C,P) = 6.8 Hz, -P(0)-O-CH,-Ph); 69.73, 69.94 (m, 4CH,, -P(O)-
O-CH2-CgH.); 76.19 (2CH, C-2 und C-3); 77.92 (2CH, C-1 und C-4); 127.15 (2CH, C5 und
C6); 128.00, 128.16, 128.57, 128.61, 128.63 (CH, CgHs); 128.94, 129.03 (d, CH, J= 4.1 Hz,
CsH.); 135.31, 135.44 (C, CeHs); 135.48, 135.50, 135.55, 135.57 (C, CgHa)
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*p{*H}-NMR (CDCls, 162 MH2)
5 =-0.84 (P(O)(OBn),); -2.18 (P(O)(O2Xyl)

$IP.NMR (CDCl3, 162 MHZ)
§ =-0.84 (Wsext, J(P,H) = 7,2 Hz, P(O)(OBn),); -2,18 (m, P(O)(O-Xyl)

IR(KBT):
3400(0-H), 3080, 3057, 3035 (=C-H), 2950, 2910, 2885 (-C-H), 1285 (P=0), 1050, 1025,
1015 (C-0-C), 730, 693 (C=C)

MS (ESI, rel. Intensitét):
m/z = 1049.5 [(M+H,0)", 37], 1031.5 [(M+H)", 100],425.6 [10], 367.5[8], 151.1[12], 120.1
[23], 79.0[18]

HR-MS:
m/z: 1031.2125 [M+H]+ calcd. for CsoH51016P4: 1065.2127

Drehwert fur (1R),(2R),(3R),(4R)- 1,4-Bis-O-(di-O-benzylphospho)-2,3-bis-O-(2-0x0-5,6-
benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)-konduritol-B (52a)
[a]2 =-19.7° (c = 0.98, CHCl3)

Drehwert fur (1S),(29),(39),(4S)- 1,4-Bis-O-(di-O-benzylphospho)-2,3-bis-O-(2-ox0-5,6-
benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)-konduritol-B (52b)
[a]Z =+19.8° (c = 1.32, CHCl5)

4.1.12 Darstellung von 1,4-Bis-O-(di-O-benzyl phospho)-5,6-bis-O-(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol (53)

Zu einer kraftig gerthrten Losung von 400 mg (0.38 mmol) 52 in 20 ml
Ethylacetat/Acetonitril (1:1) wird bei 0 °C eine zuvor hergestellte Losung von 125 mg (0.58
mmol, 1.5 eq.) Natriummetaperiodat und 10 mg (10 mol%) Rutheniumtrichlorid in 2 ml
Wasser zugegeben.
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Nach 7-10 min. wird die Reaktion durch Eingief3en der Reaktionsldsung in 50 ml 20 %
NatriumthiosulfatlGsung abgebrochen.

Die wél¥ige Phase wird vierma mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert,die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Es
bleibt ein NMR-sauberer Feststoff, der zu analytischen Zwecken durch Flash-
Chromatographie (DC:MeOH 97:3) aufgereinigt werden kann. Man erhdlt 348 mg (0.33
mmol, 86 %) eines farblosen Feststoffs.

Zur Darstellung von 53a wird 52a eingesetzt, zur Synthese von 53b das andere Enantiomer

52b.

R-Wert: 0,17 (DC:MeOH 95:5)

.. HO
OI HO 'OI

53a 53b

—— T —— T T
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10 0.5
(ppm)
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'H-NMR (CDClj, 400 MH2):

& = 371 (dd, 1H, 3J(H,Hs) = 2.1 Hz 3)HsHs) = 9.3 Hz, CH-3); 4.39 (ddd, 1H,
33)(H1,Hy) = 2.6 Hz, 3)(H1,He) = 10.0 Hz, 3)(H,P) = 6.1 Hz, CH-1); 4.51 (¥t, 1H, 3J(H.,H,)
~3)(H,,H3) = 2.5 Hz, CH-2); 4.65-5.66 (m, 16H, -O-CH,-Ph); 4.77 (CH-6 Zuordnung uber
'H- 'H-COSY); =~ 4.82 (CH-5, Zuordnung Uber *H- *H-COSY); 5.35 (\Yq, 1H, 3J(HsHJ) =
3)(Ha4,Hs) = 9.5 Hz, 3J(HP) = 8.8 Hz, CH-4); 6.92-7.05 und 7.22-7.40 (m, 28H, CsHs und
CeHa);

3C-NMR (CDCl3, 101 MH2z):

8 =70.24 (2 CH, C-2 und C-3); 76.07 (m, CH, C-1); 76.88 (m, CH, C-6); 77.83 (m, CH, C-
5); 79.83 (m, CH, C-6); 69.92, 70.07 (d, 2CH,, J = 5.2 Hz, -OCH,-Ph); 69.10, 68.71 (m, 2
CHa, -OCH,-CgHy); 128.05, 128.15, 128.22, 128.37, 128.56, 128.64, 128.73, 128.81, 128.88,
128.94 (CH, C¢Hs und CgHa); 135.25, 135.30, 135.42, 135.51, 135.55, 135.58, 135.60, 135.68
(C, CeHs und CeHa)

*pi*H}-NMR (CDCls, 162 MH2)
8 = 0.61 (PC-4); -1,42 (PC-1); -1.78 (PC-5); -1.93 (PC-6)

$IP.NMR (CDCl3, 162 MHZ)
8 =0.61 (Wsext, 23J(HP) = 7,1 Hz, PC-4); -1.42(¥sext, 2J(H P) = 8,4 Hz, PC-1); -1.78 (m, PC-
5); -1.93 (m, PC-6)

IR (KBr):
3400 (0-H), 3080, 3057, 3035 (=C-H), 2950, 2910, 2885 (-c-H), 1285 (P=0), 1050, 1025,
1015 (c-0-C), 730, 693 (c=C)

MS (+ ion FAB, re Intensitét)
m/z. 1065.5 [(M+H)", 100], 1084.8 [(M +Hs0)",45], 425.6 [80], 120 [61];

HR-MS:
m/z. 1065.2189 [M + H]+ ) calcd for CsoHs53018P4: 1065.2182
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Drehwert far 1,4-Bis-O-(di-O-benzylphospho)-5,6-bis-O-(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol (53a)
[a] 2 =+5.5° (c = 4.5, CHCl3)

Drehwert far 3,6-Bis-O-(di-O-benzylphospho)-4,5-bis-O-(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol (53b)
[a]® =-5.7° (c = 4.5, CHCl,)

4.1.13 Darstellung von myo-Inositol-1,4,5,6 -tetrakisphosphat (54)

100 mg Pd/C (Degussa RW-10X) werden in 30 ml Ethanol/Wasser (1:2) suspendiert. Die
Suspension wird mit Wasserstoff Uberlagert und 30 min. heftig geriihrt. 300 mg (0.28 mmol)
53 werden in Ethanol gelost und der Reaktionsmischung zugegeben. Der Ansatz rihrt Uber
Nacht unter Wasserstoff-Athmosphére. Anschlief3end wird der Katalysator abfiltriert und
grandlich mit Wasser nachgewaschen. Die erhaltene klare Losung wird im Hochvakuum bei
Raumtemperatur weitgehend von Ethanol befreit, der verbliebene Rest wird lyophilisiert. Man
erhat 132 mg (95 %) eines fast farblosen, stark hygroskopischen Schaums. Dieser wird
anschlief3end tber HPLC-1C aufgereinigt.

Zur Darstellung von 54a wird 53a eingesetzt, zur Synthese von 54b das andere Enantiomer

53b.




V. Experimenteller Teil 170

48 47 46 45 4.4 43 42 41 4.0 39 3.8 37 3.6 35 34 33
(ppm)

'H-NMR (D0, 400 MHz, pH auf 5 eingestellt (ND4OD)):

3.75 (dd, 1H, 3J(H,H3) = 3.1 Hz, 3J(Hs,H,) = 9.7 Hz, CH-3); 4.12 (d¥t, 1H, 3J(H,H,) = 3.1
Hz, 2J(H1,He) = %J(H1,P) = 9.7 Hz, CH-1); 4.14 (¥q, 1H, %J(H1,He) = *J(Hs,He) =~ *J(He,P) =
9.7 Hz, CH-5); 4.25 (¥t, 1H, 3J(H1,Hy) = 3J(H,,Hs) = 3.1 Hz, CH-2); 4.33 (¥q, 1H, 3J(Hz,H,)
~ 3)(Ha,Hs) = 2J(H4,P) = 9.6 Hz, H-C4), 4.45 (g, 1H, 3J(H1,He) = 3J(Hs,He) = 3J(He,P) = 9.5
Hz, CH-6);

B3C-NMR (D0, 101 MHz, pH auf 5 eingestellt (ND40OD))
70.35 (d, CH, J = 2.7 Hz, C-3), 71,23 (CH, C2), 74.76 (m, CH, C-1), 76.47 (m, CH, C-6),
77.07 (m, CH, C-4), 77.71 (m, CH, C-5);

P.NMR (D0, 162 MHz, pH auf 5 eingestellt (ND4OD))
1.37 (PC-1); 2.28 (PC-6); 2.32 (PC-4); 2.36 (PC-5);

MS (ESI-neg, rel. Intensitét)
m/z: 499.1 [(M-H)", 75], 419.0 [18], 321.0[31] 158.9 [158.9]
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HR-MS
m/z 500.934 [M+H]", calcd for CgH170:8P4 500.9365

HPLC (Mono-Q): 44.5 min. (HCI-System)

Drehwert fur b-myo-Inositol-1,4,5,6 -tetr akisphosphat (54a)

[a]2 =-4.8° (c= 2.7, H,0, freie Saure)

Lit"®: [a]? =-10.2° (c = 2.46, H,0, Na'-Sal2);

Drehwert fir D-myo-Inositol-3,4,5,6 -tetr akisphosphat (54b)

[a]® =+4.1° (c= 2.7, H,0, freie Siure)
Lit."[al, =+ 6.2° (c=2.15, H,0, pH 9.5); Lit"® [a]2' =+ 9.8 ° (c = 1.43, H,0, Na'-Sdlz);

Lit:** [a]? =- 5.6 ° (c = 0.2, H;0)

4.1.14 Darstellung von 1,4-Bis-(di-O-benzylphospho)- 2,3-di-O-acetyl-konduritol-B (58)

2 g (3 mmol) Konduritol 45 werden mit 30 ml Pyridin und 30 ml Essigsaureanhydrid versetzt.
Die Losung ruhrt Uber Nacht und wird anschlief3end auf 300 ml Eiswasser gegeben. Die
waldrige Phase wird finfmal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wird mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung (3x150 ml), 10 % Salzsdure (3x150
ml) und ges. Natriumchloridiotsung (150 ml) extrahiert. Die organische Phase wird tber
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Es
verbleiben 1,93 g (86 %) eines gelblichen Ols, das nach einiger Zeit kristallisiert.

Zur Darstellung von 58a wird 45a eingesetzt, zur Synthese von 58b das andere Enantiomer

45b.
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oF oF
i WOAC - OAc
Y OAc QOAC
P P
58a

58b

Ri-Wert: 0,46 (DC:MeOH 95:5)

| |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.2 6.8 6.4 6.0 56 5.2 4.8 4.4 4.0 36 32 2.8 24
(ppm)

'H-NMR (CDCls, 400 M H2):
8 = 1.66 (s, 6H, -C(O)-CHs); 5.03 (m, 8H, -O-CH-Ph); 5.12 (m, 2H, CH-1 und CH-4); 5.30
(m, 2H, CH-2 und CH-3); 5.73 (s, 2H, CH-5 und CH-6); 7.35 (m, 20H, CgHs)

3C-NMR (CDCl5, 101 MHz):

8 = 20.37 (CHs, -C(O)-CHz); 69.58 (m, 4CH,, -O-CH,-Ph); 71.60 (d, 2CH, 3J(C,P) = 4,9 Hz,
C-1und C-4); 75.50 (d, 2CH, 2JC,P) = 5,0 Hz, C-2 und C-3); 127.51 - 129.62 (C¢Hs und
CH=CH); 135,41-135,48 (C, CgHs); 169.71 (C, -C(O)-CHz)
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$IP.NMR (CDCl5, 161,98 MHZ)
8= -0.35 (sext, *J(H,P) =85 Hz

3Ip{'H}-NMR (CDCl, 161,98 MHZ)
§=-0.35

MS (ESI):
m/z 768 [M+H]*, 473, 400, 386, 212

Drehwert fur (1R),(2R),(3R),(4R)-1,4-Bis-(di-O-benzylphospho)- 2,3-di-O-acetyl
konduritol-B (58a)

[a] % =-90.4° (c = 1.28, CHCl3)

Drehwert fur (15),(25),(39),(4S)-1,4-Bis-(di-O-benzylphospho)- 2,3-di-O-acetyl-
konduritol-B (58b)
[a]2) =+92.3° (c = 1.28, CHCly)

4.1.15 Darstellung von 5,6-Di-O-acetyl-1,4-bis-O-(di-O-benzylphospho) myo-inositol (59)
1,93 g (2,6 mmol) Konduritol 58 werden in 40 ml Acetonitril geldst und im Eisbad gekuihlt.
Man versetzt die Reaktionsmischung mit einer Lésung von 824 mg (3,86 mmol, 1,5 eqg.)
Natriummetaperiodat und 68 mg Rutheniumtrichlorid in 6 ml Wasser. Nach 7 min. wird die
Reaktion durch Eingief3en der Reaktiondosung in 200 ml frisch angesetzte ges.
Natriumthiosulfatldsung abgebrochen. Die wéal¥ige Phase wird vierma mit je 150 ml
Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Es bleiben 1,56 g (77 %) eines farblosen Feststoffs
zuriick.

Zur Darstellung von 59a wird 58a eingesetzt, zur Synthese von 59b das andere Enantiomer
58b.
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AP OE
:@\ Ac 'OAc
OE

59b

54 52 50 48 46 44 42 40 3.8
(ppm)

L A

7.5 7.0 6.5 6.0 3.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
(ppm)

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):

& = 1.80 (s, 3H, -C(0)-CH3);1.86 (s, 3H, -C(0)-CHs); 3.66 (dd, 1H, 3J(Hs,H,) = 2.4 Hz,
33)(H3,Ha) = 9.2 Hz ,CH-3); 4.34 (Ws, 1H,CH-2); 4.39 (d¥t, 1H, 3J(Hy,H,) = 2.5 Hz, 3J(H1,He)
~3)(Hy,P) = 9.3 Hz , CH-1); 4.72 (¥q, 1H, 3J(Ha,Hs) = *J(Ha,Hs) = 3J(H4,P) = 9.2 Hz , CH-4);
4.88-5.20 (m, 9H, -O-CH,-Ph und CH-5); 5.57 (¥t, 1H, 3J(He,Hs) = 2J(He,H1) = 9.9 Hz, CH-
6); 7.33 (M, 20H, CsHs)

3C-NMR (CDCl5, 101 MH2z):

8 = 20.52 (CH3, C(0)-CHs); 20.68 (C(O)-CHs); 69.91, 70.10, 71.04 (5 C, -O-CH,-Ph, C-5);
70.27 (d, CH, C-6); 70.70 (CH, C-3); 71.87 (d, CH, C-2); 76.02 (d, CH, C-1); 78.84 (d, CH,
C-4); 127.99; 128.07; 128.57; 128.62; 128.69 (CH, CgHs); 135.45 (m, C, CsHs), 169.74 (C, -
C(0)-CHs); 169.87 (C, -C(0)-CHs)
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H{**P}-NMR (CDCl3, 400 MHZ2):

& = 1.80 (s, 3H, -C(0)-CH3);1.86 (s, 3H, -C(0)-CHs); 3.66 (dd, 1H, 3J(Hs,H,) = 2.4 Hz,
3)(H3,Ha) = 9.2 Hz ,CH-3); 4.34 (¥s, 1H,CH-2); 4.39 (dd, 1H, 3J(H.,H.) = 2.5 Hz, 3J(H1,He)
= 10.2 Hz, CH-1); 4.72 (\Yq, 1H, 3J(H4,H3) = 3J(H4,Hs) = 9.4 Hz , CH-4); 4.88-5.20 (m, 9H,
-O-CHy-Ph und CH-5); 5.57 (*Pt, 1H, %J(He,Hs) = *J(He,H1) = 9.9 Hz ,He); 7,33 ppm (m, 20H,
CeHs)

3Ip{'H}-NMR (CDCl, 161,98 MHZ)
§=0.80; -0.72

MS[70eV], m/z = 785 [M+H]", 707 [M-C¢Hs], 729, 454, 429, 391
IR [KBr]:
v [em™] = 3410 (w); 3070 (w); 3030 (w); 2950 (w); 1755 (s); 1240 (s); 1040 (s), 1020 (s); 755

m), 705 (m).

Drehwert von D-myo-5,6-Di-O-acetyl-1,4-bis-O-(di-O-benzylphospho)-inositol (59a)
[a] % =-34.8° (c = 1.2, CHCl3)

Drehwert von D-myo-4,5-Di-O-acetyl-3,6-bis-O-(di-O-benzylphospho)-inositol (59b)
[a]® =+33.8° (c = 1, CHCl3)

Ri-Wert: 0,16 (DC:MeOH 95:5)
Als Nebenprodukt chromatographischer Aufreinigungen wurde folgende Verbindung isoliert:

5,6-Di-O-acetyl-4-(di-O-benzy!)-phospho-myo-1 nositol (62)

OH
HO .OAc

HO : OAc



V. Experimenteller Teil 176

b

525 27

(ppm) (ppm) (ppm)

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):

§ = 1.83 (s, 3H, -C(0)-CHa); 2.02 (s, 3H, -C(0)-CHs); 3.75 (d, 1H, J = 10.2 Hz, CH-1); 3.79
(d, 1H, J = 9.7 Hz, CH-3); 4.60 (g, 1H, J = 9.0 Hz, CH-4) 4.90 - 5.26 (m, 10H, CH; und
verbleibende Ringprotonen); 5.27 (t, 1H, J=10.2 Hz, CH-6), 7.20-7.38 (m, 10H, C¢H5s)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz):

8 = 20.47 (CH3, C(O)-CHs); 20.74 (C(O)-CHs); 69.12 (CH, C-1); 69.72 (d, J = 6.1 Hz, C-3);
69.86, 70.21 (d, 2CH,, J = 5.7 Hz, -O-CH,-Ph); 71.09 (d, CH, J = 5.7 Hz, C-5 oder C-2);
71.73 (CH, C-6); 78.54 (d, CH, J = 5.7 Hz, C-6); 80.00 (d, CH, J = 5.7 Hz, CH, C-2 oder
C-5); 128.68, 128.59, 128.56, 128.51, 128.12, 128.08, 127.98, 127.94 (CH, CsHs); 135.37 (d,
C, J = 7.1 Hz, CgHs); 135.52 (d, C, J = 7.1 Hz, CgHs); 169.94 (C, -C(0O)-CHa); 170.93 (C, -
C(0)-CHa)

31p{’H}-NMR (CDCl3, 162 MH2z)
8 =1.04 (PC-4)
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4.1.16 Darstellung von 5,6-Di-O-acetyl-1,4-bis-O-(di-O-benzylphospho)-2,3-bis-O-(2-0xo-
5,6-benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)- myo-inositol (60)

In einem trockenen inertisierten Schlenk-Kolben werden 250 mg (0,32 mmol) Konduritol 59
und 100 mg (2,54 mmol) 1H-Tetrazol in 20 ml abs. Dichlormethan vorgelegt. Durch ein
Septum werden 520 mg (2,17 mmol) Phosphorylierungsmittel 55 zugegeben. Die Lésung
ruhrt Gber Nacht. Die Lésung wird auf -40°C gekiihlt und gibt durch das Septum eine Losung
von 1,5 g trockener 70-%iger m-CPBA in 25 ml Dichlormethan zu. Die Losung rihrt 30 min.
nach und taut dann langsam auf Raumtemperatur auf. Man gibt weitere 50 ml Dichlormethan
zu. Uberschiissige m-CPBA wird durch zweimaliges Ausschiitteln mit je 60 ml 20%-ige
Natriumsulfit-Lésung zu m-Chlor-benzoesaure reduziert. Die Reaktionslésung wird mit ges.
Natriumhydrogencarbonatl 6sung (3x70 ml) und ges. Natriumchlorid (70 ml) ausgeschiittelt.
Nach Trocknen der organischen Phase Uber Magnesiumsulfat und Entfernen des
Losungsmittelsim Vakuum verbleibt ein farbloser Schaum, der durch Flash-Chromatographie
(DC:MeOH 97:3) gereinigt werden kann. Man erhdt 293 mg (80 %) eines farblosen Schaums.
Zur Darstellung von 60a wird 59a eingesetzt, zur Synthese von 60b das andere Enantiomer

59b.

Rt-Wert: 0,51 (DC:MeOH 95:5)

P oP]
[Plo LOAc [Plo_~_ LOAc
[Plo” > YoAc PO 'OAC
o[P| P
60a 60b

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):

8§ =1.83 (s, 3H, -C(O)-CHa); 1.88 (s, 3H, -C(0)-CHs); 4.58 (t, 1H, J = 9.9 Hz, CH-1 oder CH-
3); 546 (t, 2H, J = 9.9 Hz); 5.14 (m, 19H, CH, und verbleibende Ringprotonen); 7.31 (m,
28H, CgHs und CgHy)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MH2z):

8 = 20.33 (CH3, C(O)CHs); 20.34 (CHs, c(O)CHs3); 68.81 (m, CH,, CH2CsHs und CH,CeHa);
69.82 (M, CHy, CH,CsHs und CH2CsH.); 69.49 (CH, d, J = 3.8 Hz, C-5 oder C-6); 70.00 (m,
CHa, CH2CgHs und CH,CgHg); 70.13 (CH, m, 1C, C-1 bis C-4); 72.99 (CH, d, J= 2.9 Hz, C-5
oder C-6); 73.59 (CH, m, 1C, C-1 bis C-4); 75.24 (CH, t, J= 5.3 Hz, 1C, C-1 bis C-4); 76.92
(CH, m, 1C, C-1 bis C-4); 127.90 - 129.87 (CH, m, CgHs und CgHy); 134.44 - 135.86 (C, m,
CsHs und CgHy); 169.67 (C, C(O)CHs); 169.89 (C, C(O)CHs)

31p{’H}-NMR (CDCl3, 162 MH2z)
& =-0.65, -0.71 (PC-1 und PC-4); -1.02, -1.74 (PC-2, PC-3)

MS (FAB): m/z = 1149 [M+H]*

Drehwert von D-5,6-Di-O-acetyl-1,4-bis-O-(di-O-benzylphospho)-2,3-bis-O-(2-0x0-5,6-
benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)- myo-inositol (60a)

[a]2 =-1.7° (c = 1.25, CHCl5)

Drehwert von D-4,5-Di-O-acetyl-3,6-bis-O-(di-O-benzylphospho)-1,2-bis-O-(2-0x0-5,6-
benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)- myo-inositol (60b)

[a]Z® =+2.5° (c = 1.25, CHCl,)

4.1.17 Darstellung von myo-Inositol-1,2,3,4-tetrakisphosphat (61)

100 mg Pd/C (Degussa RW-10X) werden in 30 ml Ethanol/Wasser (1:2) suspendiert. Die
Suspension wird mit Wasserstoff Uiberlagert und 30 min. heftig geriihrt. 300 mg (0,22 mmol)
60 werden in Ethanol gelést und der Reaktionsmischung zugegeben. Der Ansatz rihrt Gber
Nacht unter Wasserstoff-Athmosphére. Anschlief3end wird der Katalysator abfiltriert und
grandlich mit Wasser nachgewaschen. Die erhaltene klare Losung wird im Hochvakuum bei
Raumtemperatur weitgehend von Ethanol befreit, der verbliebene Rest wird Iyophilisiert. Der
Ruckstand wird unter Kdhlung im Eisbad in 20 ml 0,25 M Natronlauge aufgenommen und

Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlief3end gibt man, erneut unter Kihlung,
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DOWEX-50 (H*-Form) zu, rihrt 5 min. und filtriert das lonentauschermaterial ab. Der
lonentauscher wird grindlich mit Wasser nachgewaschen und die vereinigten wéaldrigen
Phasen lyophilisiert. Man erhdt 102 mg (95 %) eines fast farblosen, stark hygroskopischen
Schaumes.

Zur Darstellung von 61a wird 60a eingesetzt, zur Synthese von 61b das andere Enantiomer
60b.

U L

T T T T T T T LA L L s B s s s B B B B S T T L L L B B S S |
5.6 54 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 38 3.6 3.4 32 3.0 2.8 2.6
(ppm)

'H-NMR (D0, 400 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND4OD)):

& = 351 (Pt, *J(Ha, Hs) = 3J(Hs, He) = 9.2 Hz, CH-5); 3.80 (¥t, *J(Hs, He) = *J(H1, He) = 9.6
Hz, CH-6); 3.98 (d¥t, J(H1, Ho) = 3J(H», Hs) = 2.1 Hz, 3)(P, H,) = 8.5 Hz, CH-1); 4.05 (d¥*t,
3)(Ha, Hs) = 2.1 Hz, 2J(Hs, Ha) = 3J(P, H3) = 9.5 Hz, CH-3); 4.21 (¥q, %J(Hs, Ha) = *J(Ha, Hs)
~3)(P, H) = 9.1 Hz, CH-4); 4.81 (dt, 3J(P, Hy) = 10 Hz; 3J(Hy, H,) =3J(H,, H3) = 2.1 Hz,
CH-2)
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3C-NMR (D0, 101 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND4OD))
§=73.61(d, CH, J= 6.1 Hz, C-6); 75.65 (m, CH, C-3); 75.87 (s, CH, C-5), 76.49 (dd, CH, J
=5.6 Hz, J= 25Hz, C-1); 77.04(d, CH, J= 6.1 Hz, C-2), 78.66 (t, CH, J= 6.1 Hz, C-4);

3P{'H}-NMR (D;0, 162 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND4OD))
8 = 2.06 (PC-2); 2.44 (PC-1); 2.49 (PC-3); 3.49 (PC-4);

HPLC (Mono-Q): 30.0 min. (HCI-System); 53.5 min. (alk. System)

Drehwert fir b-myo-Inositol-1,2,3,4-tetr akisphosphat (61a)

[a] % =-6.6° (c = 3.95, H,0, freie Saure)

Drehwert fir b-myo-Inositol-1,2,3,6-tetr akisphosphat (61b)

[a]2 =+ 4.8° (c=1.72, H,0, freie Saure)

4.1.18 Darstellung wvon  2,5,6-Tris-O-Acetyl-1,4-(di-O-benzyl)-bisphospho-myo-I nositol
(78a)

500 mg (0,64 mmol) Diacetyl-Inositol 59 werden mit 20 mg p-Toluolsulfonsdure in 30 ml
absolutem Tetrahydrofuran gelost. Die Losung wird mit 0,35 ml (1.91 mmoal)
Triethylorthoacetat versetzt und zwei Tage gertihrt. Anschlief?end wird die Lésung im
Vakuum bis zur Trockne eingeengt und 90 min. mit 20 ml 80 Vol-% Essigséure gertihrt. Die
so erhaltene Reaktionsdsung wird erneut im Hochvakuum eingeengt. Der Riickstand wird in
100 ml Dichlormethan aufgenommen und dreimal gegen 50 ml  ges.
Natriumhydrogencarbonat-, sowie einmal mit ges. Natriumchlorid-Ldsung extrahiert. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Man erhélt 437 mg (83 %) eines fast farblosen Schaums.

Zur Darstellung von 78a wird 59a eingesetzt, zur Synthese von 78b das andere Enantiomer
59b.
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oP| oP|
AcO OAc HO OAc
HO ; OAc AcO 'OAC
oP| o
78a 78b

'H-NMR (CDCls, 400 MH2z):

§ = 1.78 (s, 6H, 2xC(O)CHs); 2.11 (s, 3H, C(O)CHs); 3.89 (dd, 1H, 3J(Hs,H.) = 2.8 Hz,
3)(H3,Ha) = 9.9 Hz ,CH-3); 4.65 (d'P't, 1H, 3J(Hy1,H,) = 3.1 Hz, 3J(H1,He) = *J(H1,P) = 9.9 Hz,
CH-1); 4.69 (¥q, 1H, 3J(Ha,Hs) = 3J(HaHs) = 3J(Ha,P) = 9.3 Hz, CH-4); 4.89-5.11 (m, 8H,
-OCH,Ph); 5.18 (¥t, 1H, 33(Ha,Hs) = J(Hs,He) = 9.7 Hz, CH-5); 5.41 (¥t, 1H, 3J(He,Hs) =
3)(He,H1) = 9.9 Hz ,CH-6); 5.77 (Pt, 1H, 3J(Hy,H,) =~ 3J(Hz,Hs) = 2.8 Hz, CH-2); 7.25-7.38
(m, 20H, CsHs)

3C-NMR (CDCls, 101 MH2):

& = 20.14; 20.20; 21.41 (3CHs, C(O)-CH3); 69.52, 69.58, 69.71; 69.75; 69.81 (5CH,, -
OCH,Ph); 69.80 (d, CH, J = 2.9 Hz, C-3); 70.14 (d, CH, J = 4.8 Hz, C-6); 70.73 (d, CH, J =
4.8 Hz, C-5); 71.33 (d, CH, J= 2.9 Hz, C-2); 73.55 (d, CH, J = 5.7 Hz, C-1); 78.58 (d, CH, J
= 6.7 Hz, C-4); 127.68; 127.82; 127.85; 127.87; 128.45; 128.55; 129.66 (7CH, C¢Hs); 135.11
(d, C, J= 2.0 Hz, C¢Hs); 135.19 (d, C, J = 3.1 Hz, CgHs); 135.33 (d, C, J = 3.1 Hz, CeHbs);
135.39 (d, C, J = 2.0 Hz, CgHs); 169.74 (C, -C(0O)-CHs); 169.70, 169.81; 169.84 (3C, -C(O)-
CHa)

31p{'H}-NMR (CDCl3, 162 MH2z)
8 =-0.56; -0.24

4.1.19 Darstellung von Ins(1,3,4)P3 (15a)

Zu einer Suspension aus 100 mg (1,4 mmol) 1H-Tetrazol und 300 mg Konduritol 78a (0,36
mmol) in 15 ml abs. Dichlormethan werden unter inerten Bedingungen 175 mg (0,73 mmol,
1,5 eq.) Phosphorylierungsmittel 55 gegeben. Die Losung ruhrt Gber Nacht, wird auf -40 °C
gekuhlt und mit einer Lésung von 0,5 g (2 mmol) trockener, 70 %-iger m-CPBA in 20 ml
Dichlormethan versetzt. Die Losung rihrt 30 min. bel -40 °C und wird dann langsam auf

Raumtemperatur erwarmen lassen. Die Losung wird zweimal mit 20%-iger Natriumsulfit-
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Losung, dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung und enma mit ges.
Natriumchlorid-Lésung extrahiert, die organische Phase wird getrocknet und das
L 6sungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhdlt 570 mg (92 %) 79a als farblosen Schaum.

300 mg Palladium auf Kohle (Degussa NW/10) werden in 10 ml Ethanol und 20 ml Wasser
suspendiert und mit Wasserstoff Uberlagert. Das Gemisch rdhrt 30 min. Anschlief3end werden
200 mg (0,21 mmol) 79a in 20 ml Ethanol aufgenommen und der Katalysatorsuspension
zugegeben. Die Reaktionslésung wird erneut mit Wasserstoff Uberlagert und 36 h unter
Wasserstoff-Atmosphére gerthrt. Zu der Losung werden 100 ml Wasser gegeben. Nach
weiteren 15 min. Rihrens wird der Katalysator abfiltriert, das Ethanol im Hochvakuum
weitgehend entfernt und der Rest der Ldsung lyophilisiert. Der Rickstand wird in 5 ml
Wasser aufgenommen und erneut lyophilisiert. Der verbliebene Rickstand wird unter
Eiskthlung in 20 ml 0,25 M NaOH aufgenommen. Die Ldsung rihrt zur Abspaltung der
Acetat-Gruppen Uber Nacht bel Raumtemperatur nach. Die Ldsung wird neutralisiert und
kann direkt zur ionenchromatographischen Aufreinigung eingesetzt werden. Diese

Aufreinigung wird zur Zeit durchgefihrt.

HPL C (Mono-Q): 26,5 min. (saures System)

4.1.20 Darstellung von Inositol-1,4-(di-O-benzyl)-bisphosphat (50)

200 mg (0,3 mmol) Konduritol 45 werden in 20 ml eines 1:1 Gemischs aus Dichlormethan
und Acetonitril geldst. Zu der im Eisbad gekihlten Lésung wird eine Lésung von 10 mg (0,01
mmol) Rutheniumtrichlorid-Trihydrat und 109 mg (0,75 mmol) Natriummetaperiodat in 1,5
ml Wasser gegeben.

Nach 10 min. wird die Reaktion durch Zugabe von 40 ml ges. Thiosulfat-Losung
abgebrochen. Die Losung wird einmal mit 150 ml Dichlormethan und zweimal mit 100 ml
Ethylacetat extrahiert.

Man erhdlt 210 mg (98 %) eines farblosen Feststoffs, der aus Ether umkristallisiert wird.
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Zur Darstellung von 50a wird 45a eingesetzt, zur Synthese von 50b das andere Enantiomer

45Db.

Schmp.: 158°C (racemisch)

P ofF]
Ho:@:OH HO - OH
HO” > “OH HO: ;""OH

P oP]

50a 50b

44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34
(pPpm)

'H-NMR (DM SO-dg, 400 MHZz):

& = 3.37 (dt, 1H, 3J(Hs,He) = 3J(Ha,Hs) = 9.2 Hz, 3)(H,0H) = 5.6 Hz ,CH-5); 3.59 (ddd, 1H,
3)(H1,He) = 2.2 Hz, 3J(Hs,He) = 9.2 Hz, 3J(H,0OH) = 6.6 Hz, CH-6); 4.08 (¥s, 1H, CH-2),
4.15 (dt, 1H, 3J(Hy,He) = 2.2 Hz, J(Hy,He) = 9.1 Hz , CH-1), 444 (¥t, 1H, 3J(HaHs) =
33(H3,Hz) = 3)(H,P) = 9.2 Hz ,CH-4); 5.20 (m, 8H, -O-CH,-Ph); 5.39 (m, 4H, -OH); 7.35 (m,
20H, CgHs)
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3C-NMR (DM SO-dg, 101 MH2):
8 = 68.10-68.38 (4C, -O-CH,-Ph); 69.64 (CH); 70.85 (CH); 81.34(CH); 71.24 (CH); 72.84
(CH); 78.40 (CH); 127.64-128.33 (CH, C¢Hs); 136.19-136.61 (m, C,CgHs)

31p{'H}-NMR (DM SO-ds 161,98 M H2)
8=0.30, -0.63

IR [KBI]:
v [em™] = 3350 (m, OH), 2980, 2920 (m, C-H), 1605(w), 1510 (m), 1450 (m), 1380 (m), 1270
(m, C-0), 1090 (s), 1020 (s, P-O-Alkyl), 980 (m), 840 (m), 735 (m), 695 (m)

4.1.21 Darstellung von myo-I nositol-1,4-bisphosphat (15)

50 mg Pd/C (Degussa, E 101, Pd-Gehalt ca. 10 %) werden bei Raumtemperatur in 30 ml eines
Ethanol/Wasser-Gemischs (1:2) suspendiert. Die stark gerihrte Reaktionsmischung wird
mehrfach mit Wasserstoff tberlagert. Nach 30 min. gibt man in 15 ml Ethanol gelGstes
Inositol 50 (132 mg, 0,19 mmol) zu, evakuiert das Reaktionsgefald und tberlagert erneut mit
Wasserstoff.

Nach 12 h wird der Katalysator abfiltriert und mit mehrfach mit Wasser gewaschen. Das
Ethanol wird groftenteils bei Raumtemperatur im Hochvakuum entfernt. Die Probe wird
sodann eingefroren und das restliche Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Der schaumige
Ruckstand wird erneut in 5 ml Wasser aufgenommen, eingefroren und gefriergetrocknet. Es
verbleiben 61 mg (95 %) eines farblosen Schaums.

Zur Darstellung von 14a wird 50a eingesetzt, zur Synthese von 14b das andere Enantiomer
50Db.
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il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.6 5.4 5.2 50 4.8 46 4.4 42 4.0 38 36 34 32 30 2.8 2.6 24 22
(ppm)

'H-NMR (D,0, 400 MHz, H*-Form):

& = 340 (t, 1H, 3)(HaHs) = 3J(Hs,He) = 9.4 Hz ,CH-5); 3.62 (dd, 1H, 3J(H2,Hs) = 3.0 Hz,
3)(Hs,Ha) = 9.7 Hz, CH-3); 3.71 (t, 1H, 3J(Hs,He) = *J(H1,He) = 9.7 Hz, CH-6), 3.98 (d¥'t, 1H,
3)(H1,Hy) = 2.8 Hz, 33(H1,P) = 3J(H1,He) = 9.6 Hz, CH-1); 4.14 (Yq, 1H, 3J(H3,Ha) =23(Ha,Hs)
~*J(H,P) = 9.3 Hz, CH-4); 4.16 (¥s, 1H, CH-2)

B3C-NMR (D,0, 101 MH2z):
8 =71.94 (d, CH, J(C,P) = 3.0 Hz); 73.04 (2C, CH); 74.79 (d, CH, J(C,P) = 2.0 Hz); 78.72
(d, CH, JC,P) = 6.1 Hz); 81.02 (d, CH, JC,P) = 7.1 HZ)

'H{3'P}-NMR (D,0, 400 MHz, H*-Form):

8 = 3.40 (t, 1H, 3X(HaHs) = 3)(Hs,He) = 9.4 Hz ,CH-5); 3.62 (dd, 1H, 3)(HzHs) = 3.0 Hz,
) (HaHa) = 9.7 Hz, CH-3); 3,71 (t, 1H, *J(Hs,He) = *J(H1,P) = 9.7 Hz , CH-6); 3.98 (dt, 1H,
33(H1,Hy) = 2.8 Hz), *X(Ha,He) = 9.7 Hz , CH-1); 4.14 (t, 1H, 3XHs,Ha) =3 HaHs) = 9.3 Hz,
CH-4), 4.16 (¥s, 1H, CH-2)

31p{!H}-NMR (D0, 161,98 MH2)

§=112;037

HPLC (Mono-Q): 23,6 min. (saures System)
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Drehwert fir bD-myo-Inositol-1,4-bisphosphat (14a)
[a]2 =+ 1.6° (c = 1.3, H,0, freie Saure)
Drehwert fir p-myo-Inositol-3,6-bisphosphat (14b)

[ =-1.4° (c= 18, H0, freie Sture)

4.1.22 Darstellung von 2-O-Acetyl-1,4-bis-O-(di-O-benzylphospho)-myo-inositol (103)

250 mg ( 0,36 mmol) racemisches 50 werden mit 30 mg p-Toluolsulfonsdure in 50 ml abs.
THF suspendiert. Durch ein Septum werden 0,15 ml (0,82 mmol) Orthoessigsauretriethylester
zugegeben. Die Losung rihrt zwei Tage und wird anschlief3end im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt. Danngibt man 15 ml 80 %-ige Essigsdure zu und &3 erneut 1,5 h bei
Raumtemperatur rihren. Die Lsung wird im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.

Die p-Toluolsulfonsdure kann entfernt werden, indem man den Ruickstand in Dichlormethan
(70 ml) aufnimmt und die organische Phase zweimal mit  ges.
Natriumhydrogencarbonatl 6sung und einmal mit ges Natriumchloridldsung extrahiert (jeweils
50 ml).Man erhalt 260 mg (98 %) eines farblosen Feststoffs

qP]
AcO: i \\\\OH
HO : OH
oP]

103
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IR N

——— 7T
5.6 4. 36 34 32

(ppm)

4 42 4.0
L e e e e L
5.5 5.0 45

L e e e e L e o e |
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

(pom)

38 .
L e e s o B L s s e e e s LB e
4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

(pom)

'H-NMR (CDCl; + MeOD, 400 MH2):

8 = 2.04 (s, 3H, CHs); 3.31 (m, 1H, OH); 3.44 (yt, 1H, *J(H, H) = 9.4 Hz, CH-5 oder CH-6);
3.68 (dd, 1H, *J(H,, Hs) = 2.5 Hz, 3J(Hs, Ha) = 9.7 Hz), CH-3); 3.79 (yt, 1H, 3J(H, H) = 9.7
Hz, CH-5 oder CH-6); 4.25 (chyt, 1H, 3J(H1, Hz) = 2.8 Hz; 3J(H1, He) = 3J(P, H) = 9.4 Hz, CH-
1); 4.39 (yt, 1H, *J(Hs, Ha) = *J(P, H) = *J(H, H) = 9.2 Hz, CH-4); 4.97-5.12 (m, 8H, CH,Ph);
5.60 (yt, 1H, 3)(H, H) = 2.8 Hz, CH-2)

BC-NMR (CDCl3 + MeOD, 101 MH2):

8 = 20.25 (CH3, CH3C(0)); 68.55 (d, CH, J = 3.8 Hz); 69.34 (d, CH,, J = 5.2 Hz); 69.48 (d,
CHj, J=5.7 Hz); 69.55 (d, CH,, J= 6.7 Hz); 69.68 (d, CH,, J= 5.6 Hz); 71.49 (d, CH, J= 4.8
Hz); 72.03 (d, CH, J= 1.9 Hz); 7.29 (d, CH, J = 2.9 Hz); 76.23 (d, CH, J = 6.7 Hz); 81.02 (d,
CH, J = 6.87 Hz); 127.50; 127.62; 128.23; 128.29 (m, CH, C¢Hs); 135.24; 135.30; 135.32;
135.37; 135.41; 135.44; 135.48; 135.52 (8 C, CsHs; 170.21 (C, C(O)CHy)

p{'H}-NMR (CDCl3+ MeOD, 162 MHz)
§=2.70; 3.33
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MS (ES+): m/z = 743.5 [M+H]*

HR-MS: Berechnet (C35H41013P2)+: 743.2022 Gefunden: 743.2016 [M +H]+

4.1.23 Darstellung von 2-O-Acetyl-1,4-bis-O-(di-O-benzyl phospho)-5,6-bis-O-(2-0x0-5,6-
benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)- myo-inositol (66)

700 mg (0,66 mmol) racemisches 53 werden mit 20 mg p-Toluolsulfonsédure in 20 mi
absolutem Tetrahydrofuran gelost. Die Losung wird mit 0,3 ml (1.64 mmoal)
Triethylorthoacetat versetzt und zwei Tage gertihrt. Anschlief?end wird die Lésung im
Vakuum bis zur Trockne eingeengt und 90 min. mit 80 Vol% Essigséure geriihrt. Die so
erhaltene Reaktionsl6sung wird erneut im Hochvakuum eingeengt und Uber Saulenfiltration

gereinigt. Man erhalt 620 mg (85 %) eines farblosen Schaums.
ofP]
ACO: i
HO” ™
Pl

66
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'H-NMR (CDClj, 400 MH2):

8 = 2.10 (s, 3H, C(O)CHa); 3.90 (dd, 1H, 3J(H,, Ha) = 3.1 Hz; %J(Hs, Hs) = 9.7 Hz, CH-3);
456 (dyt, 1H, 3J(H1, Ho) = 2.5 Hz; 3J(H1, He) = 3J(Hs, P) = 8.5 Hz, CH-1); 4.60 (dt, 1H,
3)(H,H) = 9.4 Hz; 3)PH) = 7.3 Hz, CH-4 bis CH-6); 4.70 - 5.30 (m, 16 H, CH, und
Ringprotonen); 5.42 - 5.60 (m, 2H, CH, und Ringprotonen); 5.88 (yt, 1H, 2J(H1, Hy) = *J(H2,
Hs) = 2.8 Hz, CH-2); 7.23 - 7.42 (m, 28H, CsHs und CgHy)

3C-NMR (CDCl3, 101 MH2):

& = 20.69 (CH3, C(O)CHs); 68.92 (s, CH, CH-3); 69.14 (d, CH,, J = 7.1 Hz, CH,CeHs und
CH,CgHa); 69.83 (d, CHy, J = 5.0 Hz, CH,CgHs und CH,CeH,); 70.05 (d, CH,, J = 6.1 Hz,
CH,CgHs und CH,CgHa); 70.30 (d, CHy, J = 6.1 Hz, CH»CeHs und CH2CgHy); 70.51 (s, CH,
CH-2); 73.40 (m, CH, CH-1); 76.67 (m, CH, C-4 bis C-6); 77.69 (m, CH, C-4 bis C-6); 79.98
(d, CH, J = 4.8 Hz, C-4 bis C-6); 128.04; 128.10; 128.16; 128.19; 128.48; 128.54; 128.58;
128.71; 128.79; 128.83; 128.86; 128.91; 128.97; 129.10 (CH, CeHs und CgHa); 135.07;
135.26; 135.31; 135.34; 135.49; 135.55; 136.94 (C, CsHs und CgH.); 169.40 (C, -C(O)CHs)

31p{’H}-NMR (CDCl3, 162 MHz)
8= 0.66; -0.77 (PC-1 und PC-4); -1.72; -2.03 (PC-5, PC-6)

IR [KB]
3421.32 [OH]; 3060.19; 3029.13 [=C-H]; 2954.53; 2924.50; 2854.02 [-C-H]; 1754.95 [C=0];
1456.57; 1377.96; 1292.55; 1261.54; 1224.02; 1020.21; 860.63; 803.77; 734.13; 691.20

MS (ES+): m/z = 1107.2 [M+H]"*

HR-MS: Berechnet (CsHs4O10PsNa)": 1129.2170 Gefunden: 1129.2108 [M+Na]*

4.1.24 Darstellung von 2-O-Acetyl-1,4-bis-O-(di-O-benzylphospho)-3,5,6-tris-O-(2-0x0-5,6-
benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)- myo-inositol (67)

In einem trockenen inertisierten Schlenk-Kolben werden 250 mg (0,23 mmol) racemisches
Inositol (1)-66 und 63 mg (0,90 mmol) 1H-Tetrazol in 20 ml abs. Dichlormethan vorgelegt.
Durch ein Septum werden 107 mg (0.46 mmol) Phosphorylierungsmittel 55 zugegeben. Die
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Losung riahrt tGber Nacht. AnschliefRend wird auf -40°C gekihlt und man gibt durch das
Septum eine Losung von 0,5 g trockener 70-%iger m-CPBA in 25 ml Dichlormethan zu. Die
Losung rahrt 30 min. nach und taut dann langsam auf Raumtemperatur auf. Man gibt weitere
50 ml Dichlormethan zu. Uberschiissige m-CPBA wird durch zweimaliges Ausschiitteln mit
je 60 ml 20%-ige Natriumsulfit-Losung zu m-Chlor-benzoesdure reduziert. Die
Reaktionslosung wird mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung (3x70 ml) und ges.
Natriumchlorid (70 ml) ausgeschiittelt.

Nach Trocknen der organischen Phase Uber Magnesumsulfat und Entfernen des
Ldsungsmittelsim Vakuum verbleibt ein farbloser Schaum, der durch Flash-Chromatographie
(DC:MeOH 95:5) gereinigt werden kann. Man erhdt 235 mg (82 %) eines farblosen Schaums.

o[P]
[Plo”™>

ofP]

67

'H-NMR (CDCls, 400 M H2):

8 =2.11 (s, 3H, -C(0)-CHs); 4.56 (yt, 1H, J= 8.1 Hz, CH-1 oder CH-3); 4.71 (yt, 1H, J= 8.7
Hz, CH-1 oder CH-3); 4.81 - 5.34 (m, 21H, CH, und verbleibende Ringprotonen); 5.41 - 5.56
(m, 2H, Ringprotonen oder CHy); 6.16 (ys, 1H, CH-2); 7.20 - 7.39 (m, 32H, CgHs und CgHy)

3C-NMR (CDCls, 101 MH2):

8 = 20.62 (CH3, C(O)CHs); 68.51 (d, CH,, J = 7.1 Hz, CH,CsHs oder CH,CgH,); 69.00 (d,
CHa, J = 6.1 Hz, CH,CgHs oder CH,CgHy,); 69.31 (s, CH, Inositolgerist); 69.48 (d, CH,, J =
6.1 Hz, CH,Cg¢Hs oder CH,CsHa); 69,80 (d, CH2, J = 6.1 Hz, CH,CgHs oder CH,CgHy); 70.21
(d, CHy, J = 6.1 Hz, CH,CgHs oder CH,CgHy); 73.09 (d, CH, J = 3.8 Hz, Inositolgeriist);
73.38 (ys, CH, Inositolgerust); 75.73 (m, CH, Inositolgerist); 76.72 (yt, CH, J = 5.3 Hz,
Inositolgertist); 77.16 (m, CH, Inositolgerist); 69.82 (m, CH,, CH,CsHs und CH,CgHy); 69.49
(CH, d, J = 3.8 Hz, C-5 oder C-6); 70.00 (m, CH,, CH»CsHs und CH,CgH.); 70.13 (CH, m,
1C, C-1 bis C-4); 72.99 (CH, d, J= 2.9 Hz, C-5 oder C-6); 73.59 (CH, m, 1C, C-1 bis C-4);
75.24 (CH, t, J=5.3 Hz, 1C, C-1 bis C-4); 76.92 (CH, m, 1C, C-1 bis C-4); 127.88; 127.96;
128.01; 128.18; 128.24; 128.26; 128.32; 128.36; 128.48; 128.53; 128.58; 128.65; 128.72;
128.76; 128.83; 128.85; 128.90; 128.98 (CH, m, C¢Hs und CgH,); 134.78; 134.91; 135.28;
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135.39; 135.41; 135.47 (C, CeHs und CeHa); 135.63 (d, C, J = 7.1 Hz, CsHs und CgHa);
135.86 (d, C, J = 7.1 Hz, CeHs und CgH.); 168.65 (C, C(O)CHs)

3Ip{*H}-NMR (CDCls, 162 MHz)
8= -0.74; -1.04 (PC-1 und PC-4); -0.07; -1.75; -2.19(PC-3, PC-5, PC-6)

MS (ES+): m/z = 1289.2 [M+H]*

HR-MS: Berechnet (C50H52022P5)+: 1289.2450 Gefunden: 1289.2421 [M +H]+

4.1.25 Darstellung von 1ns(1,3,4,5,6)Ps (68)

50 mg Pd /C (Degussa RW 10) werden in 30 ml eine Gemisches aus Ethanol und Wasser
(2:1) suspendiert und mit Wasserstoff tberlagert. Nach 10 min. gibt man eine L6sung von 300
mg ( 0,24 mmol) (67) in 20 ml Ethanol zu und Uberlagert das Reaktionsgemisch erneut mit
Wasserstoff.. Nach einer Reaktionszeit von 12 h wird der Riickstand von Pd/C abfiltriert und
grundlich mit Wasser nachgewaschen. Die Reaktionsl6sung wird im Hochvakuum weitgehend
von Ethanol befreit und das verbleibende Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Der
zurtickbleibende Ruckstand wird zweimal in wenig Wasser aufgenommen und erneut
lyophilisiert. Anschlief3end |6st man den Rickstand unter Kihlung im Eisbad in 10 ml 0,25 N
NaOH und rihrt 6 h be Raumtemperatur nach. Durch Zugabe von sauerem lonentauscher
(DOWEX 50-X) wird die Lésung sauer gestellt und erneut lyopilisiert. Man erhdt 132 mg
(92%) ene fablosen, stark hygroskopischen Schaums, der  anschlief3end

ionenchromatographisch aufgereigt wird

'H-NMR (D;0, 400 MHz, pH auf 9 eingestellt (ND,OD)):
& =3.39 (dt, 2H, CH-1 und CH-3); 4.03 (g, 1H, CH-5); 4.30 (g, 2H, CH-4 und CH-6); 4.51 (t,
CH-2)



V. Experimenteller Teil 192

3P{'H}-NMR (D;0, 162 MHz, pH auf 9 eingestellt (ND4OD))
8 = 3.05; 3.84; 4.60

BC-NMR (D,0, 101 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND,OD)):
0 =70.89 (s); 74.33 (m); 76.22 (m); 77.65 (M)

HPLC (Mono Q): t = 62,3 min. (saures System)

4.1.26 Darstellung von Dibenzyl-Konduritol-B (80)

8,4 g (346 mmol) Natrium werden unter Kihlung in 300 ml Benzylalkohol gel6st. Nachdem
das Natrium vollstandig zu Natriumbenzylat umgesetzt ist, wird unter Kihlung im Eisbad
langsam eine Losung von 35,6 g (100 mmol) Diacetat 43 in 80 ml abs. Tetrahydrofuran
zugetropft. Die Losung rihrt drel Tage bei Raumtemperatur. Anschlief3end wird
Uberschiissiges Natriumbenzylat durch Zugabe von 200 ml verd. Salzsdure gequenched. Die
organische Phase wird dreimal mit geséttigter Hydrogencarbonatldsung und einma mit
gesdttigter  Kochsalzlosung ausgeschittelt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Der Uberschissige Benzylalkohol wird im
Hochvakuum abdestilliert. Man erhdt ein rotbraunes Ol, das aus Cyclohexan
Essigsdureethylester (1:1) umkristallisiert werden kann.

Alternativ zu 43 kann auch Dibromdiol 42 eingesetzt werden. Zur Darstellung von 80a wird

Diacetat 43a eingesetzt, zur Synthese von 80b das enantiomerenreine Dibromdiol 42b.

Ausbeute nach Umkristallisation 15,3 g (47 %)

OBn C:)Bn
i OH ; OH
~ " OH ; ""OH
C:)Bn OBn
80a 80b

Schmp: 124 °C (rac.)
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DC (EE:CH 1:1): R=0.25

Drehwert firr (1R),(2R),(3R),(4R)-1,4-Di-O-benzylkonduritol-B (80a)
[a] % =-128.3° (c = 1.80, CHCl5)

Drehwert fur (1S),(29),(39),(45)-1,4-Di-O-benzylkonduritol-B (80b)
[a]Z =+ 130,6° (c = 1.4, CHCly)

'H-NMR (CDCls, 400 MH2):

8 =269 (s, 2H, OH); 3.79 (dd, 2H, J= 5.0 Hz, J = 2.2 Hz, CH-2 und CH-3); 4.10 (dd, 2H, J =
5.0 Hz, J = 2.3 Hz, CH-1 und CH-4), 4.75 (s, 4H, CHy); 5.79 (s, 2H, CH-5 und CH-6); 7.31-
7.42 (m, 10H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)
& = 71.92 (CH,, CH,CgHs); 74.66 (CH, C-2 und C-3); 79.21 (CH, C-1 und C-4); 126.93;
127.68; 127.84; 127.99; 128.23 (5 CH, CgHs, C-5 und C-6); 138.07 (C, CsHs)

welitere spektroskopische Daten siehe Ref. 65

4.1.27 Darstellung von 1,4-Di-O-benzyl-myo-inositol (81)

2,076 g (6.36 mmol) 80 werden in 65 ml Acetonitril geldst und im Eisbad gekthlt. Bel 0°C
wird eine zuvor hergestellte Lésung von 2,04 (9,54 mmol, 1,5 eq.) Natriummetaperiodat und
164 mg (0,63 mmol, 10 mol-%) Rutheniumchlorid-Trihydrat zugegeben. Die Losung rihrt
unter Kdhlung 7 min., dann werden zum Abbruch der Reaktion 150 ml 20 %-ige
Natriumthiosulfat-Losung zugegeben. Die Reaktionsmischung rihrt 5 min. nach,
anschlief3end wird die wassrigr Phase mit Essigsdureethylester extrahiert (5 x 150 ml) Die
gesammelten organischen Phasen werden mit ges. Natriumchlorid-Loung gegengeschuittelt,
Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Man
erhdlt 1,87 g (82 %) enes farblosen Feststoffs, der eine fir weitere Umsetzungen
ausreichende Reinheit besitzt, zu analytischen Zwecken aber aus Essigsdureethylester

umkristallisiert werden kann.
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Zur Darstellung von 81a wird 80a eingesetzt, zur Synthese von 81b das andere Enantiomer
80b.

OBn OBn
HO:@:OH HO._ _~._ _OH
HO” ™" OH Ho: ;""OH

OBn OBn

8la 81b

Schmp.: 170°C (Lit:'*® 172°C)
DC: Ri=0.25 (EE:CH 1:1)

Drehwert fur D-1,4-Di-O-benzyl-myo-Inositol (81a)
[a] % =-18.3° (c = 2, MeOH)

Drehwert fur D-3,6-Di-O-benzyl-myo-Inositol (81b)
[a]® =+17.2° (c = 1.8, MeOH)

H-NMR (CDCl3 + MeOD, 400 MHz)

& =3.16 (dd, 1H, 3J(H, H) = 9.7 Hz, 3)(H, H) = 2.0 Hz CH-3 oder CH-1); 3.31 (yt, 1H, 3J(H,
H) = 9.4 Hz, CH-4 oder CH-6); 3.38 (dd, 1H, *J(H, H) = 9.7 Hz, 3J(H, H) = 2.5 Hz, CH-1 oder
CH-3); 3.58 (yt, 1H, 3J(H, H) = 9.4 Hz, CH-5); 3.78 (yt, 1H 3J(H, H) = 9.4 Hz, CH-4 oder
CH-6); 4.07 (yt, 1H, 3J(H, H) = 2.0 Hz, CH-2); 4.61 (vq, 2H, AB-System einer CH,-Gruppe);
4.79 (ydd, 2H, AB-System einer CH,-Gruppe); 7.16-7.38 (m, 10H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8 = 65.51 (CH, C-2); 67.92 (CH, C-1 oder C-3); 68.30 (CH,, CH,CsHs); 68.49 (CH, C-5);
70.79 (CH, C-4 oder C-6); 71.13 CHy, CH2CgHs); 75.46 (CH, C-1 oder C-3); 77.46 (CH, C-4
oder C-6); 127.76; 127.93; 128.01; 128.13; 128.42; 128.48 (6 CH; CgHs); 137.90; 138.73 (2
C, CgHb)

Welitere analytische Daten: Siehe Ref. 53, 160
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4.1.28 Darstellung von 2-O-Acetyl-1,4-di-O-benzyl-myo-inositol (98)

300 mg (0,83 mmol) 1,4-Di-O-benzyl-myo-inositol 81 und 15 mg p-Toluolsulfonsdure
werden in 20 ml abs. THF gel6st. Es werden 0,3 ml (1.6 mmol) Triethylorthoacetat zugegeben
und die ReaktionslGsung wird 24 h geriihrt. Die Lésung wird im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt. Anschlief3end versetzt man mit 10 ml 80 % Essigsdure. Nach 90 min. wird die
Reaktionsl6sung erneut im Hochvakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wird in
Essigsdureethylester aufgenommen und dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonat-L 6sung
und einmal mit geséttigter Natriumchloridlsung extrahiert. Die organische Phase wird tber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhdlt 317 mg
(95 %) alsfarblosen Schaum.

Zur Darstellung von 98a wird 8la eingesetzt, zur Synthese von 98b das andere Enantiomer

81b.

OBn

OBn
8la

-
56 38 36 34

(ppm) (ppm)

ACO:@:OH HO
HO OH ACO: ;

| iy

(:)Bn
B OH

"OH
OBn
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 =213 (s, 3H, CHa3); 2.99 (b, 1H, OH); 2.58 (b, 1H, OH); 3.30 (dd, 1H, *J(Hs, Hs) = 9.9 Hz,
33(Hy, Hs) = 2.8 Hz, CH-3); 3.50 (Pt, 1H, 3J(Ha4, Hs) = 2J(Hs, He) = 9.2 Hz, CH-5); 3.60 (dd,
1H, 3J(H1, He) = 9.7 Hz, 2)(H., Ho) = 3.1 Hz, CH-1); 3.65 (Pt, 1H, 3J(Hs, He) = 3J(He, H1) =
8.9 Hz, CH-6); 3.81 (\Pt, 1H, 3J(Hs, Ha) = 3J(Ha, Hs) = 9.7 Hz, CH-4); 4.43 (d, 1H, Teil von
zwei AB-Systemen, J = 10.7 Hz, CHy); 4.78 (Wt, Tell von zwei AB-Systemen, 2H, J = 11.7
Hz, CH,); 4.99 (d, 1H, Teil von zwei AB-Systemen , J = 11.2 Hz, CH,); 5.70 (¥t, 1H, *J(H.,
H.) = 3)(H,, Ha) = 2.5 Hz, CH-2); 7.26-7.40 (m, 10 H, CgHs).

3C-NMR (CDCl3, 101 MH2)

8 = 20.87 (CH3, C(O)CH3); 69.00 (CH, C-2); 70.16 (CH, C-1); 71.84 (CH,, CH2CgHs); 72.66
(CH, C-4); 74.67 (CH, C-5); 75.07 (CH,, CHyCgHs); 77.48 (CH, C-3); 81.06 (CH, C-6);
127.91; 127.95; 128.09; 128.24; 128.54 (5 CH, CgHs); 137.19; 138.44 ( 22 C, CgHs); 170.56
(C, C(O)CHg)

MS[70ev], m/z (%)
402 (2.4, M*); 311 (45.1, M*-Bn); 310 (29.2); 205 (46.7); 127 (11.5); 109 (27.1); 107 (31.4);
99 (14.6); 92 (33.0): 91 (100); 86 (25.22); 81 (9.8); 73 (11.9); 65 (14.9); 43 (88.0)

HRMS:
Ber. (C22H2707): 403.1756 Gefunden: 403.1752 [M +H]+

Drehwert fur p-2-O-Acetyl-1,4-di-O-benzyl-myo-I nositol (98a)
[a]% =+ 19,8° (c = 5.5, CHCly)

Drehwert fur p-2-O-Acetyl-3,6-di-O-benzyl-myo-I nositol (98b)
[a]® =- 20,5° (c = 4.5, CHCl3)
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4.1.29 Darstellung wvon 2-O-Acetyl-3,6-di-O-benzyl-1,4,5-tris-O-(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol (99b)

Zu einer Suspension aus 660 mg (9.4 mmol) 1H-Tetrazol und 315 mg 2-O-Acetyl-3,6-Di-O-
benzyl-myo-inositol (98) (0.78 mmol) in 30 ml abs. Dichlormethan wird unter inerten
Bedingungen 1.13 g (4.7 mmol) Phosphorylierungsmittel 55 gegeben. Die Ldsung ruhrt Uber
Nacht, wird auf -40 °C gekihlt und mit einer Losung von 9.4 mmol trockener m-CPBA in 20
ml Dichlormethan versetzt. Die Lésung ruhrt 30 min. bel -40 °C und wird dann langsam auf
Raumtemperatur erwdrmen lassen. Die Losung wird zweimal mit 20%-iger Natriumsulfit-
Losung, dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und einma mit ges.
Natriumchlorid-Losung extrahiert, die organische Phase wird getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand kann saulenchromatographisch gereinigt
werden (Ethylacetat:Cyclohexan 5:1). Man erhdlt 646 mg (87 %) von 99b as farblosen
Schaum.

C:)Bn
[Plo_~__dlF]

OBn

99b

'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

& = 2.16 ppm (s, 3H, CHag); 3.69 (dd, 1H, J(Hy, Hs) = 2.8 Hz, 3J(Hs3, Ha) = 9.9 Hz, CH-3);
4.07 (Pt, 1H, 3)(H, H) = 9.7 Hz); 4.48 (d, 1H, Teil eines AB-Systems, J = 11.4 Hz, O-
CH,Ph); 4.71 (dd, 1H, J = 2.6 Hz, J = 9.9 Hz, CH-1); 4.80-5.27 (m, 15 H, CH und restliche
Ringprotonen); 5.45-5.57 (m, 2H, CH,); 6.02 (\Pt, 1H, 3J(Hy, H,) = 3J(H,, Hs) = 2.5 Hz, CH-
2); 7.06-7.49 (m, 22H, CsH4 und CgHs).

3C-NMR (CDCls, 101 MHz)

8 = 20.68 (CHz3); 67.57 (CH); 68.03 (d, J = 6.7 Hz, CH,OP); 68.35 (dd, 2C, CH,, J= 5.6 Hz, J
= 10.0 Hz, CH,0P); 68.77 (dd, CH,, J = 7.5 Hz, J = 1.5 Hz, CH,OP); 72.04 (CH,, -OBn);
74.80 (CHa, -OBn); 75.39 (CH); 75.43 (CH); 77.63 (t, CH, J= 4.3 Hz); 77.86 (dd, CH, J= 6.2
Hz, J= 2.1 Hz); 78.76 (m, CH); 126.85-129.80 (m, CH, CsHs und CgH.); 132.23 - 137.63 (C,
CsHs und CgHy); 169.23 (C, C(O)CHs)
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31p{’H}-NMR (CDCl3, 162 MH2z)
8=0.00; 0.79; 1.20

Drehwert far D-2-O-Acetyl-3,6-di-O-benzyl-1,4,5-tris-O-(2-ox0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol (99b)

[a]® =-5.3° (c = 1.8, CH,Cl,)

Welitere analytische Daten siehe Ref.53

4.1.30 Darstellung von myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat (12b)
20 mg Pd /C (Degussa RW 10) werden in 30 ml eine Gemisches aus Ethanol und Wasser

(2:1) suspendiert und mit Wasserstoff Gberlagert. Nach 10 min. gibt man eine L6sung von 150
mg ( 016 mmol) 2-O-Acetyl-3,6-Di-O-benzyl-1,4,5-tris(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol  (99b) in 10 ml Ethanol zu und Uberlagert das
Reaktionsgemisch erneut mit Wasserstoff.. Nach einer Reaktionszeit von 12 h wird der
Ruckstand von Pd/C abfiltriert und grindlich mit Wasser nachgewaschen. Die
Reaktionsl6sung wird im Hochvakuum weitgehend von Ethanol befreit und das verbleibende
Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Der zuriickbleibende Rickstand wird zweimal in
wenig Wasser aufgenommen und erneut lyophilisiert. Anschlief3end [6st man den Ruckstand
unter Kihlung im Eisbad in 10 ml 0,25 N NaOH und rihrt 6 h bei Raumtemperatur nach.
Durch Zugabe von sauerem lonentauscher (DOWEX 50-X) wird die Losung sauer gestellt und
erneut lyopilisiert. Man erhé@lt 66 mg (98 %) eine farblosen, stark hygroskopischen Schaums.
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'H-NMR (D,0, 400 MHz, pH mit ND,OD auf 8.0 eingestellt)

& =3.66 (dd, 1H, %J(Hs, Hs) = 9.7 Hz, 3)(H3, H,) = 2.5 Hz, CH-3); 3.87 (m, 3H, CH-1; CH-6;
CH-5); 4.12 (¥q, 1H, 3J(P, Ha) = 3J(Hs, Ha) = 3J(Ha4, Hs) = 8.7 Hz, CH-4); 4.31 (¥q, 1H,
33(H1, Hy) = 3X(Hz, H3) = 2.1 Hz, CH-2)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)
8= 7281 (CH, s, C-2); 73.84 (CH, s, C-3); 74.63 (CH, d, J= 7.0 Hz); 76.72 (CH, d, J= 5.7
Hz); 77.30 (CH, t, J= 5.4 Hz, C-4); 79.52 (CH, t, J= 6.4 Hz)

31p{’H}-NMR (CDCl3, 162 MH2z)
8 = 4.16 + 5,55 (PC-1 und PC-5); 5.88 (PC-4)

Drehwert fir bD-myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat (12b)
[a]® =-9.2° (c = 1.4, H,O, H™-Form); Lit:® [a]® =-13.3° (c = 1, H,0); Lit:® [a]® =-
11.1° (¢ = 0.9, H,0)

HPLC (Mono-Q): t = 44,5 min. (alkalisches System); t = 26,0 (saures System)
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4.1.31 Darstellung von 1,4-Di-O-benzyl-2,3-isopropyliden-Konduritol-B (92)

10 g (30.6 mmol) 80 werden in 50 ml 2,2-Dimethoxypropan und 25 ml Aceton mit 100 mg
PPTS 5 Tage gerthrt. Anschliefend werden 30 ml 2N Natronlauge, 30 ml ges.
Natriumchlorid-L6sung und 150 ml Diethylether zugegeben. Die Losung wird 5 min. kréftig
gerihrt, die organische Phase abgetrennt und die wéal¥ige Phase wird viermal mit 150 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Man erhdlt 10.82 g (98 %
alsfarblosen Feststoff,

Zur Darstellung von 92a wird 80a eingesetzt, zur Synthese von 92b das andere Enantiomer
80b. Im Falle der enantiomerenreinen Verbindungen falt das Produkt as gelbliches Ol an,

das bei léngerem Stehenlassen kristallisiert.

o Ork

92a 92b

DC: Ry = 0,65 (CH:EE 1:1)

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 =155 (s, 6H, 2 CHs); 3.71 (dd, 2H, *J(H, H) = 5.5 Hz, *J(H, H) = 2.2 Hz, CH-2 und CH-3);
4.31 (dd, 2H, 3J(H, H) = 5.5 Hz), 3J(H, H) = 2.4 Hz), CH-1 und CH-4); 4.74 (d, 2H, J(H, H)
= 11.9 Hz, CH,Ph)); 4.74 (d, 2H, *J(H, H) = 11.9 Hz, CH,Ph); 4.90 (d, 2H, 2J(H, H) = 11.9
Hz, CH,Ph); 5.75 (s, 2H, CH-5 und CH-6); 7.27-7.40 (m, 10H, C¢Hs)

3C-NMR (CDCls, 101 MHz)

8 = 27.29 (CH3, C(CHs)y); 71.90 (CH,, CH2Ph); 77.37 (CH, C-2 und C-3); 80.54 (CH, C-1
und C-4); 111.10 (C, C(CHa),); 127.78; 127.96; 128.51 (CH, CgHs); 129.26 (CH, C-5 und C-
6); 138.54 (C, CgHs)
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Drehwert  fur  (195),(29),(39),(45)-1,4-Di-O-benzyl-2-3-O-isopropyliden-konduritol-B
(92a)
[a]2 =-18.4° (c = 1.2, CHCl5)

Drehwert fir (1R),(2R),(3R),(4R)-1,4-Di-O-benzyl-2,3-O-isopr opyliden-konduritol-B
(92b)
[a]® =+ 185 (c = 1.0, CHCly)

Weitere analytische Daten siehe Ref. 53.

4.1.32 Darstellung von 2-Desoxy-1,4-di-O-benzyl-5,6-isopropyliden-myo-inositol (93)

In einem inertisierten Kolben werden 1,5 g (4,1 mmol) Konduritol 92b vorgelegt und in 25 ml
abs. THF gelost. Man gibt 5 ml 1M Boran-THF-Komplex-Losung zu und rihrt die
Reaktionsl6sung Uber Nacht nach. Zur Vernichtung Uberschiissigen Borans wird vorsichtig
Wasser zugegeben bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten ist. Anschlief3end werden 7
ml 2M Natronlauge und 7 ml 30 %-ige Wasserstoffperoxid-L6sung zugegeben. Die Lésung
rohrt ca. 12 h nach und wird ansclief3end griindlich mit Esigsureethylester extrahiert. Die
organische Phase wird tUbr Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit. Man erhdlt 1,46 g (93 %) eines farblosen Feststoffs, der eine fur die
weiteren Umsetzungen ausreichende Relnheit besitzt, zu analytischen Zwecken aber
chromatographisch (CH:EE 2:1) aufgereinigt werden kann.

Zur Darstellung von 93a wird 92a eingesetzt, zur Synthese von 93b das andere Enantiomer
92b.

OBn (:)Bn
AT X
(:)Bn OBn
93a 93b

R-Wert: 0,50 (EE/CH 1:1)
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 =1.49 (s, 3H, C(CHs),); 1.51 (s, 3H, C(CHs),); 1.57 (m, 1H, CH-2x); 2.37 (d¥t, 1H, 33(H,,
Hs) = 3J(H1, Ho) = 4.8 HZ; 2J(Ham, Haeg) = 13.2 Hz); 2.52 (s, 1H, OH); 3.41-3.60 (m, 2H,
Ringprotonen); 3.62-3.71 (m, 3H, Ringprotonen); 4.66 (dd, 2H, AB-System derCH,Ph-
Gruppen); 4.82 (d, 1H, J=12.1 Hz, AB Tell einer CH,Ph-Gruppe); 4.99 (d, 1H, J=11.6 Hz,
AB Tell einer CH,Ph-Gruppe); 7.27-7.41 (m, 10H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

8 = 26.92 (CHs, C(CHs),); 27.04 (CH3, C(CHs),); 35.78 (CHy, C-2); 71.52 (CHy; CHyPh);
72.74 (CH,; CHoPh); 70.38; 73.40; 79.29; 81.93; 82.01 (5 CH, CH-1 und CH-3 - CH-6);
111.78 (C, C(CHa)y); 127.48; 127.71; 127.81; 128.05; 128.27; 128.43 (6 CH, CgHs); 138.32;
13.41 (2C, CgHs)

Drehwert fur 2-Desoxy-1,4-di-O-benzyl-5,6-isopr opyliden-myo-inositol (93a)
[a]2 =-73.1° (c = 0.35, CHCl5)

Drehwert fir 2-Desoxy-3,6-di-O-benzyl-4,5-isopr opyliden-myo-inositol (93b)
[a]2 =+72,9° (c = 0.4, CHCl5)

Weitere spektroskopische Daten siehe Ref 48, 52.

4.1.33 Darstellung von 2-Desoxy-3,6-di-O-benzyl-myo-inositol (94b)

500 mg (1,3 mmolol) 93 werden in einem Gemisch aus 10 ml THF, 10 ml Essigsdure und 10
ml Wasser suspendiert. Nach ca. 30 min. wird die Reaktionslésung klar. Man 183 zur
Komplettierung der Reaktion 5 h Rihren und entfernt anschlielend alle fllchtigen
Bestandteile der Reaktionslésung im Vakuum. Man erhdlt 448 mg (100 %) eines farblosen
Feststoffs, der ohne Aufreinigung zur Phosphorylierung eingesetzt wird.
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HO - OH

"'OH
OBn
94b
'H-NMR (MeOD, 101 MH2z)
d = 141 (m, 1H, CH,, CH-24); 2.08 (M, CH,, C-2); 3.03 (dt, 1H, J= 2.7 Hz, J = 9.0 Hz,
CH-1 oder CH-3); 3.10-3.26 (m, 3H, C-1 bis C-6); 3.-35 (m, 1H, C-1 bis C-6), 4.42; 4.90;
4.70 (CH2-Gruppen); 7.04-7.30 (m, 10H, Cg¢Hs)

BC-NMR (MeOD, 101 MHz)

8 = 36.57 (CH,, C-2); 65.21; 76.10; 78.05; 78.29; 87.17 (5CH, C-1 und C-3 bis C-6); 73.04
und 75.90 (2CH,, OCH,Ph); 128.44; 128.57; 128.93; 129.14; 129.27; 129.30 (7CH, CgHs);
140.04; 140.43 (2C, CgHs)

4.1.34 Darstellung von 2-Desoxy-1,4,5-myo-I nositol-trisphosphat (96b)
Zu einer Suspension aus 350 mg (5 mmol) 1H-Tetrazol und 350 mg 94b (1 mmol) in 50 ml

abs. Dichlormethan werden unter inerten Bedingungen 1,08 g (45 mmol)
Phosphorylierungsmittel 55 gegeben. Die Losung rihrt Gber Nacht, wird auf -40 °C gekihlt
und mit einer Losung von 3 g (12 mmol) trockener, 70 %-iger mCPBA in 50 ml
Dichlormethan versetzt. Die Losung rihrt 30 min. bel -40 °C und wird dann langsam auf
Raumtemperatur erwarmen lassen. Die Losung wird zweimal mit 20%-iger Natriumsulfit-
Losung, dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und enma mit ges.
Natriumchlorid-Lésung extrahiert, die organische Phase wird getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhdlt 670 mg (75 %) 95b als fast farblosen Schaum,
der direkt einer Hydrierung unterworfen wird. Dazu werden 300 mg Palladium auf Kohle
(Degussa NW/10) in 10 ml Ethanol und 20 ml Wasser suspendiert und mit Wasserstoff
Uberlagert. Das Gemisch ruhrt 30 min. Anschlief3end werden 300 mg (0,34 mmol) 95b in 20
ml Ethanol aufgenommen und der Katalysatorsuspension zugegeben. Die Reaktionsldsung
wird erneut mit Wasserstoff tberlagert und 36 h unter Wasserstoff-Atmosphéare gertihrt. Zu
der Losung werden 100 ml Wasser gegeben. Nach weiteren 15 min. Rihrens wird der
Katalysator abfiltriert, das Ethanol im Hochvakuum weitgehend entfernt und der Rest der
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Losung lyophilisiert. Der Ruckstand wird in 5 ml Wasser aufgenommen und erneut
lyophilisiert. Man ehdt 120 mg enes leicht geblichen Schaums, der

ionenchromatographisch aufgereinigt wird. Diese Aufreinigung wird zur Zeit durchgefthrt.

96b

$'p{1H}-NMR (CDCl3, 162 MHZ) von 95b
§=-0.22;-0.04; 1.26

3C-NMR (MeOD, 101 MHZz) von 95b

& = 32.83 (CH,, C-2); 68.01-68.90 (CH,OP); 71.84; 75.02 (2CH,, CH,Ph); 74.09; 74.67;
78.74; 80.41; 81.71 (6CH, alle m, C-1 und C-3 bis C-6); 127.27-130.15 (m, CH, CsH4 und
CeHs); 134.76-135.20 (m, C, CgHy); 137.48; 137.61 (2C, CH,Ph)

HPL C (Mono-Q) von 96b: 39.0 min (alkalisches System); 26.4 min. (saures System)

4.1.35 Darstellung von 2,3-Di-O-Acetyl-1,4-di-O-benzyl-Konduritol-B (84a)

10 g (30,6 mmol) Dibenzylkonduritol G5a werden unter Eiskiihlung in einer Mischung aus 20
ml Pyridin und 20 ml Essigsdurdanhydrid gelost. Das Eisbad wird entfernt und die
Reaktionslosung Uber Nacht nachgertihrt. Anschlief3end wird die Lésung auf 100 ml Eis
gegeben und das Gemisch viermal mit je 150 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wird viermal mit 100 ml 15 %-iger Salzsure, dreimal mit ges.
Natriumhydrogencarbonat- und einmal mit ges. Natriumchlorid.L6sung extrahiert. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit. Man erhdt 11,7 g eines leicht grau geférbten Feststoffs, der aus wenig
Essigsdureethylester umkristallisiert werden kann. Nach Umkristallisation erh@it man 9,5 g
(76 %) eines farblosen Feststoffs.
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OBn
OAC

Y OAc
OBn

84a
'H-NMR (CDCls, 400 MHz)
8 = 2.06 (s, 6H, 2 CHs); 4.30 (2H, AA"XX -System, CH-1 und CH-4); 4.60 (d, J = 11.8 Hz,
AB-System CH,Ph); 5.29 (2H, AA XX -System, CH-2 und CH-3); 5.81 (s, 2H, CH-5 und
CH-6); 7.33 (m, 10H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

d = 20.66 (CH3s, CH3C(O)); 71.20 (CH,, CH,Ph); 72.67 (CH, C-2 und C-3); 76.88 (CH, C-1
und C-4); 127.85 (CH, C-5 und -6); 127.66; 127.82; 128.40; (3 CH, CgHs); 137.85 (C, CgHe);
169.91 (C, C(O)CHj3)

Drehwert fur 2,3-Di-O-acetyl-1,4-Dibenzyl-K onduritol-B (84a)
[a]2 =-195.0° (c = 1.2, CHCl3)

Weitere spektroskopische Daten siehe Ref. 65, 53.

4.1.36 Darstellung von 5,6-Di-O-acetyl-1,4-di-O-benzyl-myo-inositol (85a)

2,0 g Diacetylkonduritol 84a (4,9 mmol) werden in 60 ml Acetonitril geldst und im Eisbad
gekuhlt. Zu der Losung gibt man eine Loésung von 128 mg (0,49 mmol) Rutheniumtrichlorid
und 1,56 g (7,3 mmol) Natriummetaperiodat in 14 ml Wasser. Die Reaktion wird nach 7 min.
durch Eingief3en von 100 ml 20 %-iger Natriumthiosulfat-L6sung abgebrochen. Die Lésung
wird viermal mit 120 ml Essigséureethylester extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird
mit ges. Natriumchlorid-Losung gegengeschiittelt, tber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Man erhélt 2,0 g (93 %) eines farblosen
Feststoffs, der fir die weiteren Umsetzungen eine ausreichende Reinheit zeigt, zu anal ytischen

Zwecken aber durch Flash-Chromatographie (CH:EE 3:2) aufgereinigt werden kann.
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OBn
HO:@:OAC
HO ; OAc

OBn

85a

Schmp: 126°C (Lit:*® 129°C, Lit'*® 105°C)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 =1.95 (s, 3H, CHa3); 1.99 (s, 3H, CHa); 2.70 (s-br, 1H, OH); 2.90 (s-br, 1H, OH); 3.48 (dd,
1H, 33(H,, H3) = 2.7 Hz, J(H3, Ha) = 9.8 Hz, CH-3); 3.58 (dd, 1H, *J(H1, H,) = 2.5 Hz, 3J(H,
He) = 9.5 Hz, CH-1); 3.90 (\Pt, 3J(Hs, He) = J(He, H1) = 9.6 Hz, CH-6); 4.20 (\Pt, 3J(H1, H) =
33(Hz, H3) = 2.9 Hz, CH-2); 4.60 (d, 2H, J = 12.0 Hz, AB-System CH.Ph); 4.71 (d, 2H, J =
11.7 Hz, AB-System CH,Ph); 5.04 (\Pt, J(Ha, Hs) = 3)(Hs, He) = 9.8 Hz, CH-5); 5.44 (¥t,
3)(Hs, Ha) = 3J(Ha, Hs) = 9.8 Hz, CH-4); 7.33 (m, 10H, CgHs)

3C-NMR (CDCl5, 101 MHZ)

8 = 20.69; 20.71 (2CH3, CH3C(O)); 69.13 (CH, C-2); 71.74 (CH, C-3);71.74 (CH, C-6); 72.81
(CH, C-5); 72.44 (CH,, CH2Ph); 75.08 (CH,, CHPh); 77.13 (CH, C-1); 79.28 (CH, C-4);
127.65; 127.84; 128.20; 128.55; 128.67 (5 CH, C¢Hs); 137.23; 137.96 (2C, CsHs); 170.04;
170.08 (2C, CH3C(0))

Drehwert fur 5,6-Di-O-acetyl-1,4-dibenzyl-myo-I nositol (85a)
[a]2 =-34.3° (c = 0.8, CHCly);

Lit %: [a]2 = - 34.1° (c = 0.84, CHCl5)

Weitere spektroskopische Daten siehe 65, 53.

4.1.37 Darstellung von 2,5,6-Tri-O-acetyl-1,4-di-O-benzyl-myo-inositol (86a)

19 (2,25 mmoal) Inositol 85a und 50 mg p-Toluolsulfosdure werden in 30 ml abs. THF gel 6st.
Es werden 1,2 ml (6,75 mmol) Orthoessigsauretriethylester zugegeben. Die Reaktionsl 6sung
ruhrt Gber Nacht. Anschlief3end wird die Reaktionslosung am Rotationsverdampfer bis zur

Trockne eingeengt und mit 20 ml 80 %-iger Essigsdure 1 h gertihrt. Die Lésung wird im
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Vakuum erneut zur Trockne eingeengt, der Ruckstand in Dichlormethan (100 ml)
aufgenommen und zweima mit ges. Natriumhydrogencarbonat- und einmal mit ges.
Natriumchlorid-Losung  extrahiert. Die organische Phase wird anschlieffend Uber
Mganesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das so
erhaltene Rohprodukt kann durch Saulenfiltration gereinigt werden (CH:EE 3:2). Man erhélt
889 mg (82 %) eines farblosen Feststoffs.

OBn
AcO OAC
HO:©\OAC
OBn
86a
'H-NMR (CDCls, 400 MHz)
8 = 1,97 (s, 3H, CHa); 1,98 (s, 3H, CHa); 2,17 (s, 3H, CHa); 2,65 (s-br, 1H, OH); 3.52 (ss,
3)(H1, Ho) = 2.7 Hz, *J(H1, He) = 9.8 Hz, CH-1); 3.68 (dd, 1H, 3J(H,, Hs) = 2.7 Hz, 3J(H3, Ha)
= 9.7 Hz, CH-3); 3.85 (\Pt, 3J(Ha, Hs) = 3J(Hs3, Ha) = 9.7 Hz, CH-4); 4.54 (d, 2H, J = 12.0 Hz,
AB-System CH,Ph); 4.72 (m, 2H, AB-System CH.Ph); 5.07 (¥t, 3J(H4, Hs) ~ J(Hs, He) = 9.8
Hz, CH-5); 5.35 (Wt, *J(Hs, He) = 3J(H1, He) = 9.7 Hz, CH-6); 5.70 (\Pt, 3J(H1, Hy) = 3J(H,,
Hs) = 2.7 Hz, CH-2); 7.33 (m, 10H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

§ = 20.63; 20.71; 20.89 (3CH3, CH3C(O)); 68.93 (CH, C-2); 70.08 (CH, C-3); 71.68 (CH,,
CH,Ph); 71.77 (CH, C-6); 73.03 (CH, C-5); 74.79 (CH, C-1); 75.12 (CH,, CH,Ph); 79.42
(CH, C-4); 127.61; 127.77; 127.83; 127.88; 128.27; 128.55 (6CH, C¢Hs); 137.21; 137.92 (2C,
CsHs); 169.88; 170.04; 170.08 (3C, CH1C(O))

Drehwert fur 3,5,6-Tri-O-acetyl-1,4-dibenzyl-myo-I nositol (86a)
[a]2 =-53,1° (c = 11,7, CHCl3);

Lit:*® [a]2’ = -53,3° (¢ = 1,74, CHCl3)

Weitere spektroskopische Daten siehe Ref. 65, 53.
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4.1.38 Darstellung von 2,5,6-Tri-O-acetyl-1,4-di-O-benzyl-3- O-(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol (87a)

In einem trockenen inertisierten Schlenk-Kolben werden 300 mg (0,62 mmol) Inositol 86a
und 130 mg (1,84 mmol) 1H-Tetrazol in 20 ml abs. Dichlormethan vorgelegt. Durch ein
Septum werden 148 mg (0,92 mmol) Phosphorylierungsmittel 55 zugegeben. Die Lésung
ruhrt Gber Nacht. Anschlief3end wird auf -40°C gekiihlt und man gibt durch das Septum eine
Losung von 690 mg trockener 70-%iger m-CPBA in 25 ml Dichlormethan zu. Die Lésung
rdhrt 30 min. nach und taut dann langsam auf Raumtemperatur auf. Man gibt weitere 50 mli
Dichlormethan zu. Uberschiissige m-CPBA wird durch zweimaliges Ausschiitteln mit je 60
ml 20%-ige Natriumsulfit-Losung zu m-Chlor-benzoesaure reduziert. Die Reaktionsldsung
wird mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung (3x70 ml) und ges. Natriumchlorid (70 ml)
ausgeschittelt. Nach Trocknen der organischen Phase Uber Magnesiumsulfat und Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum verbleibt ein farbloser Schaum, der durch Flash-
Chromatographie (CH:EE 1:1) gereinigt werden kann. Man erhdlt 268 mg (65 %) eines

farblosen Schaums.

OBn
AcO:@:OAC
[Plo” > NoAc

OBn

87a

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 = 1.91 (s, 3H, CHs); 1.97 (s, 3H, CHz); 2.20 (s, 3H, CHa); 3.72 (dd, ®J(H,, H,) = 2.8 Hz,
33)(H1, He) = 9.9 Hz, CH-1); 4.03 (Wt, 3J(Ha, Hs) = *J(Hs, Ha) = 9.7 Hz, CH-4); 4.40 (d, 1H, J
= 11.7 Hz, AB-System CH,Ph); 4.62 (d, 1H, J = 11.7 Hz, AB-System CH.Ph); 4.62 (d'P't, 1H,
33(Hy, Hs) = 3.0 Hz, 3J(Hs, Ha) = 3)(P, H) = 9.0 Hz, CH-3); 4.70 (d, 1H, J = 11.7 Hz, AB-
System CH.Ph); 4.82 (d, 1H, J = 11.2 Hz, AB-System CH.Ph); 4.99-5.28 (m, 4H,
(CH2)2CsHa); 5.09 (Pt, 2J(Ha, Hs) = 3J(Hs, He) = 9.9 Hz, CH-5); 5.30 (\Pt, *J(Hs, He) = 3J(Hy,
He) = 9.9 Hz, CH-6); 5.96 (¥t, *J(H1, Ho) = *J(H2, Hs) = 2.8 Hz, CH-2); 7.17-7.28 (m, 14H,
CeHs und CgHy)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8 = 20.54; 20.61; 20.85 (3CHs, CHsC(0)); 68.14 (CH, C-2); 68.42 (CH,, t, J = 6.5 Hz,
CH2CsH.); 71.22 (CH, C-5); 71.85 (CH,, CH,Ph); 72.23 (CH, C-6); 74.60 (CH, C-1); 75.23
(CH,, CH2Ph); 76.03 (CH, d, J = 5.7 Hz, C-3); 77.93 (CH, d, J = 6.5 Hz, C-4); 127.67;
127.85; 127.91; 128.30; 128.36; 128.69; 128.77; 129.02; 129.06 (9CH, Cg¢Hs); 134.97;
135.01; 137.09; 137.79 (4C, CsHs); 169.43; 169.62; 169.98 (3C, CH3C(0))

3Ip{*H}-NMR (CDCls, 162 MHz)
& =1.05 (P-C3)

DC: 0,20 (EE:CH 1:1)

Weitere spektroskopische Daten siehe Ref. 53.

4.1.39 Darstellung von myo-Inositol-3-Phosphat (88a)

20 mg Pd /C (Degussa NW/10) werden in 30 ml eine Gemisches aus Ethanol und Wasser
(2:1) suspendiert und mit Wasserstoff Gberlagert. Nach 10 min. gibt man eine L6sung von 150
mg ( 0,22 mmol) (87a) in 10 ml Ethanol zu und Uberlagert das Reaktionsgemisch erneut mit
Wasserstoff.. Nach einer Reaktionszeit von 12 h wird der Ruckstand von Pd/C abfiltriert und
grundlich mit Wasser nachgewaschen. Die Reaktionsl dsung wird im Hochvakuum weitgehend
von Ethanol befreit und das verblelbende Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Der
zurickbleibende Ruckstand wird zweima in wenig Wasser aufgenommen und erneut
lyophilisiert. Anschlief3end [6st man den Ruickstand unter Kihlung im Eisbad in 10 ml 0,25 N
NaOH und rihrt 6 h bei Raumtemperatur nach. Durch Zugabe von saurem lonentauscher
(DOWEX 50-X) wird die Loésung sauer gestellt und erneut lyopilisiert. Man erh@lt 56 mg
(96 %) eine farblosen, stark hygroskopischen Schaums.

88a
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'H-NMR (D0, 400 MHz, pH 6.0 eingestellt mit CFsCOOD)

& = 3.72 (dd, 3J(H1, Hz) = 2.8 Hz, 3J(H1, He) = 9.9 Hz, CH-1); 4.03 (Pt, 3J(Ha, Hs) = 3J(Hs,
Ha) = 9.7 Hz, CH-4); 4.62 (d¥t, 1H, 2J(H,, Hs) = 3.0 Hz, 3J(Hs, Ha) = 3J(P, H) = 9.0 Hz, CH-
3); 5.09 (\Pt, *J(Ha, Hs) = 2J(Hs, He) = 9.9 Hz, CH-5); 5.30 (Pt, *J(Hs, He) = *J(H1, Hg) = 9.9
Hz, CH-6); 5.96 (¥t, *J(H1, Hy) = 3)(H,, Hs) = 2.8 Hz, CH-2);

BC-NMR (D,0, 100 MHz, pH 6.0 eingestelIt mit CF;COOD)
§=71.18 (CH, s, C-1); 71.97 (CH, d, J = 1.9 Hz, C-2); 72.39 (CH, d, J = 3.8 Hz, C-4); 72.57
(CH, s, C-6); 74.61 (CH, s, C-5); 74.74 (CH, d, J= 5.1 Hz, C-3)

$1pIH}-NMR (D,0, 161 MHz, pH 6.0 eingestellt mit CF;COOD)
8 =5.67 (P-C3)

Drehwert flr D-myo-Inositol-3-Phosphat (88a)
[a]? =-1.8 (c = 1.6, H;0, H*-Form); Lit:"*[a] 5 =- 3.4 (c = 1.6, H,0, Cyclohexylammonium-
Salz, pH 9); Lit*** -3.4 (c = 1.1, H,0)
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4.1.40 Darstellung von 3,6-di-O-benzyl-1,2,4,5-tetra-O-(2-ox0-5,6-benzo-1,3,2-
dioxaphosphep-2-yl)-myo-inositol (82b)

Zu einer Suspension aus 290 mg (4,1 mmol) 1H-Tetrazol und 290 mg Dibenzyl-Inositol (0,7
mmol) 81b in 30 ml abs. Dichlormethan wird unter inerten Bedingungen 830 mg (3,5 mmol)
Phosphorylierungsmittel 55 gegeben. Die Losung ruhrt Uber Nacht, wird auf -40 °C gekihlt
und mit einer Losung von 4,1 g (16,6 mmol) trockener, 70 %-iger m-CPBA in 20 ml
Dichlormethan versetzt. Die Losung rthrt 30 min. bel -40 °C und wird dann langsam auf
Raumtemperatur erwdrmen lassen. Die Losung wird zweimal mit 20%-iger Natriumsulfit-
Losung, dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und einma mit ges.
Natriumchlorid-Losung extrahiert, die organische Phase wird getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand kann saulenchromatographisch gereinigt
werden (Ethylacetat: Cyclohexan 5:1). Man erhdt 595 mg (78 %) 82b als farblosen Schaum.

(:)Bn
[Plo._A~__dP]
[Plo o[P]

OBn

82b

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

§=3.68(d, 1H, 3J(Hs, Ha) = 9.7 Hz, CH-3); 3.97 (Wt, 1H, 3J(H, H) = 9.9 Hz); 4.56 (d, 1H,
Teil eines AB-Systems, J = 11.2 Hz, O-CH,Ph); 4.66-5.20 (m, 18H, CH, und verbleibende
Ringprotonen); 5.27-5.48 (m, 5H, CH, und verbleibende Ringprotonen); 7.06-7.50 (m, 26H,
CsH4 und CgHs).

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

0 = 68.06 (M, CH,, CH,CgHy); 68.45 (m, CH,, CH,Cg¢H,); 68.71-68.95 (m, CH,,CH,CsH,);
72.47 (s, CHy, CH,Ph); 74.49 (s, CH, Inositolring); 74.57 (s, CH,, CH,Ph); (dd, CH, J=5.1
Hz, J = 1.6 Hz, Inositolring); 75.76 (s, CH, Inositolring); 73.36 (m, CH, 2C, Inositolring);
78.44 (m, CH, Inositolring); 127.36-129.18 (CH, CgHs und CgH,); 134.24-135.25 (11C, CgHs
und CgH,); 136.82; 137.00; 137.65 (3C, CeH4 und CgHs)

31p{'H}-NMR (CDCl3, 162 MH2z)
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6=-0,70; 0.11; 0.24; 1.17

Weitere analytische Daten: Siehe Ref. 53.

4.1.41 Darstellung von Ins(1,2,4,5)P,4 (83b)

100 mg Pd/C (Degussa, N/W 10) werden in 40 ml Wasser und 20 ml Ethanol suspendiert und
30 min. unter kraftigem Rihren mit Wasserstoff Uberlagert. 200 mg (0.18 mmol) Inositol 82b
werden in 20 ml Ethanol aufgeschldmmt und der Suspension zugegeben. Die Reaktionsl dsung
wird mehrfach evakuiert und mit Wasserstoff Uberlagert. Die Losung ruhrt Gber Nacht.
Anschlief3end gibt man weitere 100 ml Wasser zu, ruhrt erneut ca. 5 min. und filtriert zur
Entfernung der Aktivkohle durch mehrere Ubereinandergelegte Filter. Die Reaktionsldsung
wird im Vakuum bel niedriger Temperatur (max. RT) eingeengt, bis das Ethanol weitgehend
abgezogen worden ist. Die restliche, wél¥rige Pase wird lyophilisiert. Der Ruckstand wird
erneut in ca. 10 ml Wasser aufgenommen und lyopilisiert. Man erh@lt 90 mg eines farblosen

Schaums, der fur weitere Umsetzungen noch ionenchromatographisch aufgereinigt wird.
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““sli““‘“‘5?6“““‘Aié‘”““Aié“““‘X.%‘”““Aié““‘“A‘.é”““‘All‘““‘h‘.‘s‘““"(lss;)““‘h“””‘A‘_a‘“““‘315‘“““3‘.5“““‘3!‘7“‘““‘3‘.@;““““3‘.‘5“”””3‘.21””“‘élé””
'H-NMR (D0, 400 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND,OD)):
& = 356 (dd, 1H, 3J(H,, Hs) = 2.0 Hz; 3J(Hs, Ha) = 10.2 Hz, CH-3); 3.78 (Pt, *J(Hs, He) =
33)(H1, He) = 9.6 Hz, CH-6); 3.86 (0, J(Ha, Hs) = 3J(Hs, He) = *J(Hs, P) = 8.7 Hz, CH-5);
3.92 (dW¥t, *J(Hy, Ho) = 2.0 Hz, 3J(Hy, He) = 3J(P, Hy) = 7.4 Hz, CH-1); 4.15 (Yq, 3J(Hs, Ha) =
3)(Ha, Hs) = 3J(P, Ha) = 9.2 Hz, CH-4); 4.58 (CH-2 unter HDO)

BC-NMR (D,0, 101 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND,OD))

& = 70.61 (s, CH, C-3); 71.77 (dd, CH, J = 1.9 Hz; J = 7.0 Hz; C-6); 74.39 (dd, CH, J= 5.7
Hz; J = 3.8 Hz, C-1); 74.86 (d, CH, J = 5.7 Hz, C-4); 77.01 (dd, CH, J = 6.4 Hz, J = 3.2 Hz,
C-2); 78.04 (m, CH, C-5)

3P{*H}-NMR (D;0, 162 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND4OD))
8 =1.93; 3.12; 3.58; 3.63

HPLC (Mono-Q): 35.8 min. (saures System)



V. Experimenteller Teil 214

4.1.42 Darstellung von 1,4-Di-O-benzyl-2,3-benzyliden-inositol (104)

2 g (5,5 mmol) Dibenzylinositol 80 werden in 35 ml Benzaldehyd suspendiert und mit 450 mg
Zinkchlorid versetzt. Die Losung ruhrt mehrere Tage. Die Reaktionsldsung wird in 100 ml
Eiswasser eingegosssen und mit viel Essigsaureethylester extrahiert. Anschlief3end saugt man
die organische Phase Uber eine kleine Kieselgur-Fritte ab und wéscht mit viel
Essigsaureethylester nach. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der verbliebene Benzaldehyd wird im
Hochvakuum entfernt. Durch Suspension des erhaltenen Rickstands in Cyclohexan kdnnen
Reste von Benzaldehyd entfernt werden. Nach Umkristalisation aus Essigsdureethylester
erh@t man 104 in 74 % (1,84 g) als farblosen Feststoff.

OBn

y O jf:[OH
Ph><0 <" “OH

(:)Bn
104
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'H-NMR (ds-DM SO, 400 M Hz)

8 = 3.28 (m, 1H, CH-5 oder CH-6); 3.58 (m, 3H); 4.33 (dd, 1H, J = 6.6 Hz, J = 6.1 Hz); 4.38
(dd, 1H, J = 5.1 Hz, J = 3.1 Hz); 4.60 und 4.68 (2d, AB-System, J = 12.2 Hz, CH,Ph); 4.77
und 4.80 (2d, AB-System, J = 12.0 Hz, CH,Ph); 5.06 (d, 1H, J = 4.6 Hz, OH); 5.08 (d, 1H, J =
4.6 Hz, OH); 5.99 (s, 1H, CH-7); 7.19-7.40 (m, 15H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8 = 71.48 (CHy); 71.91 (CH); 72.52 (CH,); 74.27 (CH); 78.217(CH); 79.21 (CH); 79.45 (CH);
79.73 (CH); 102.24 (CH, C-7); 126.27; 127.15; 127.22; 127.34; 127.46; 127.46; 127.49;
127.56; 127.56; 127.98; 128.07; 128.26; 128.91 (11 CH, C¢Hs); 138.89; 139.10; 139.26 (3C,
CeHs)

4.1.43 Darstellung von 5-6-Di-O-acetyl-1,4-Di-O-benzyl-2,3-benzyliden-inositol (106)

100 mg (0,22 mmol) 104 werden unter Kihlung im Eisbad mit einem Gemisch aus 7 ml
Pyridin und 7ml Essigsaureanhydrid gegeben. Die Ldsung ruhrt tUber Nacht und wird
anschlief3end im Hochvakuum bis zur Trockne eingeengt. Man erhdlt 120g (100 %) eines
farblosen Feststoffs.

OBn

H o) \\‘\OAC
7
Ph\\\\<o
N OAc

C:)Bn
106
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L B B S B HAARRARRARARRR RRRARRARERRRRRA R AR ERRRRA R a e ke
5.4 52 4.0 3.8

(ppm) (ppm) (opm)

'H-NMR (CDCls;, 400 MH2)

& = 2.05 und 2.06 (je s, 6H, CH3C(O)); 3.85 (dd, 1H, J = 7.6 Hz, J = 3.0 Hz, CH-1); 4.03
(ddd, 1H, J= 9.3 Hz, J = 3.2 Hz, J = 3.2 Hz, CH-4); 4.67 (m, 2H, CH-2 und CH-3); 4.73 (s,
2H, CH,Ph); 4.76 und 4.89 (je d, J = 12.0 Hz, AB-System, CH,Ph); 5.08 (dd, 1H, J= 9.2 Hz,
J = 7.6 Hz, CH-5); 5.70 (¥t, 1H, J = 7.6 Hz, CH-6); 6.21 (s, 1H, CH-7); 7.26-7.48 (m, 15H,
CeHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8 = 20.71 und 20.74 (2CHs, CHsC(0)); 71.64 (CH, C-6); 72.53 (CH und CH,, C-5 und
CH,Ph); 73.07 (CH,, CH.,Ph); 73.86 (CH, C-2 oder C-3); 75.74 (CH, C-1); 77.03 (CH, C-4);
79.20 (CH, C-2 oder C-3); 103.94 (CH, C-7); 126.06; 127.47; 127.61; 127.69; 127.75;
128.24; 128.31; 128.35; 129.03 (9CH, C¢Hs); 137.62; 137.89; 138.38 (3C, CgHs); 169.61;
169.92 (2C, CH3C(0O))

4.1.44 Darstellung von 1,3,4-Tri-O-benzyl-myo-inositol (107)

150 mg (0,33 mmol) benzylidengeschiitztes Inositol 104 werden bei 0°C in 10 ml Boran-THF-
Komplexlosung suspendiert. Nach 5 min. klart die Losung auf. Portionsweise werden 0,5 ml

1M Dibutylboryl-Triflat-Ldsung zugegeben. Die Losung rihrt 2 h bei 0°C und Uber Nacht bei
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Raumtemperatur. Unter Kiihlung im Eisbad werden 3 ml Triethylamin und 10 ml Methanol
zugegeben. Dabei ist Gasentwicklung zu beobachten. Die Lésung rihrt 30 min. bei
Raumtemperatur nach. Anschlief3end versetzt man dreimal mit 30 ml Methanol und engt die
Losung am Rotationsverdampfer ein. Man erhdt 1,2 g eines blagelben Ols, das zwei
Regioisomere im Verhdltnis von ca. 3:1 enthélt (NMR-spektroskopische Abschétzung). 107
kann durch Flash-Chromatographie erhalten werden. Dazu eluiert man zundchst mit
Cyclohexan:Essigsaureethylester im Verhdltnis 1:1 zur Entfernung des Boran-Reagenzes,
anschlief3end mit Cyclohexan:Essigsdureethylester im Verhdtnis 1:5. Ma erhdt 80 mg (53 %)

eines farblosen Feststoffs.

OBn
HO: i .OH
BnO” ™ “OH
OBn
107
42 40 38 aa0 320
(ppm) (ppm)

L .

L s B B L e B B B B . L e s B B B B B B B B
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30
(ppm)
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'H-NMR (CDCls, 400 MHZ)

8 =13.22 (dd, 1H, J= 9.7 Hz, J= 2.5 Hz, CH-1 oder CH-3); 3.38 (dd, 1H, J= 9.4 Hz, J= 2.8
Hz, CH-1 oder CH-3); 3.42 (‘t, 1H, CH-5); 3.84 (¥t, 1H, J = 9.4 Hz, CH-4 oder CH-6); 3.98
(‘Pt, 1H, J = 9.4 Hz, CH-4 oder CH-6); 4.22 (¥t, 1H, J = 2.5 Hz, CH-2); 4.69 (m, 4H, 2AB-
Systeme, CH,Ph); 4.81 und 4.94 (2d, 2H, AB-System, J = 11.2 Hz, CH,Ph); 7.27-7.40 (m,
15H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

8 = 67.00 (CH, C-2); 71.93 (CH, C-4 oder C-6); 72.24 (CH,, CH,Ph); 72.43 (CH,, CH2Ph);
74.28 (CH, C-5); 75.43 (CH,, CHPh); 79.03 (CH, C-1 oder C-3); 79.74 (CH, C-1 oder C-3);
80.44 (CH, C-4 oder C-6); 127.68; 127.84; 127.89; 127.91; 127.96; 128.41; 128.44; 128.51
(8CH, CgHs); 137.73; 137.79; 138.69 (3C, CeHs)

4.1.45 Darstellung von 2,5,6-Tri-O-acetyl-1,3,4-tri-O-benzyl-myo-inositol (108)

80 mg (0,17 mmol) Tribenzyl-inositol 107 werden unter Kihlung im Eisbad mit einem
Gemisch aus 10 ml Pyridin und 10 ml Essigsdureanhydrid gegeben. Die Lésung ruhrt Gber
Nacht und wird anschlief3end im Hochvakuum bis zur Trockne eingeengt. Man erhét 100 mg
(98 %) einesleicht grau geféarbten Feststoffs.

OBn
ACO: i OAC
BnO Y OAc
OBn
108
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T e
5.8 5.4 5.0 3.9 35

(ppm) (ppm) (ppm) (p;-vm) (ppm)

'H-NMR (CDCls;, 400 MH2)

& = 1.93; 2.00; 2.20 (3s, CH3C(0O)); 3.47 (dd, 1H, 3J(H, H2) = 3.1 Hz, 3J(H,, He) = 10.2 Hz,
CH-1); 3.53 (dd, 1H, 3J(H., Hs) = 2.5 Hz, 3)(Hs, Ha) = 9.7 Hz, CH-3); 3.90 (¥t, *J(Hs, H,) =
3)(Ha, Hs)= 9.7 Hz, CH-4); 4.44 und 4.86 (2d, 2H, J = 12.2 Hz, AB-System); 4.55 und 4.74
(2d, 2H, J = 11.2 Hz, AB-System); 4.62 und 4.69 (2d, 2H, J= 11.2 Hz, AB-System); 5.04 (‘Pt,
3)(Ha, Hs) = 3J(Hs, He)= 9.9 Hz, CH-5); 5.35 (Pt, 3J(Hs, He) = 3J(He, H1)= 9.9 Hz, CH-6);
5.85 (Pt, *J(H1, Ho) = 3)(H,, Ha)= 2.8 Hz, CH-2); 7.22-7.37 (m, 15 H, CeHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

8 = 20.62; 20.68; 20.96 (3CHs, CHsC(Q)); 66.17 (CH, C-2); 71.48 (CH, C-6); 71.72 (CH,,
CHyCeHs); 72.38 (CHz, CH.CeHs); 72.59 (CH, C-5); 74.81 (CH, C-1); 75.44 (CHy,
CH.CgHs); 78.09 (CH, C-3); 78.92 (CH, C-4); 127.58; 127.64; 127.90; 128.11; 128.28;
128.39; 128.41 (7CH, CgHs); 137.20; 137.29; 138.28 (3C, CsHs); 169.95; 169.97; 170.18 (3C,
CH3C(0))
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4.1.46 Darstellung von 3c-Brom-1,2r-epoxy-4t-hydroxy-5-cylclohexen (123)

32,5 g (91 mmol) (%)-3,6-Diacetoxy-4,5-dibrom-1-cyclohexen (43) werden in 650 ml
Diethylether und 325 ml Methanol geldst. Unter Kihlung im Eisbad werden 4,875 g
Lithiumhydroxid zugegeben und 2 h gertihrt. Anschlief3end wird die Losung mit 520 mi
Wasser versetzt und dreimal mit je 350 ml Diethylether extrahiert. Die organische Phase wird
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.
Man erhélt 16,8 g (96 % Ausbeute) eines farblosen Produktes.

R-Wert: 0,38 (EE/CH 1:1)

O

A

OH

123
'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)
8 =267 (d, 1H, J = 4.6 Hz, OH); 3.51 (dyq, 1H, J= 3-4 Hz, J = 2 Hz; CH-1); 3.75 (dd, J =
4.1 Hz; J= 0.7 Hz, CH-2); 4.04 (dd, 1H, J = 1,0 Hz; J = 8.7 Hz, CH-4); 4.49 (m, 1H, CH-3);
5.94 (dyt, 1H, J = 9.7 Hz, J = 2.0-1.5 Hz; CH-6); 6.06 (cdyt, 1H, J = 9.7 Hz; J = 3-4 Hz,
CH-5)

3C-NMR (CDCls, 101 MHz)
8 = 51.56 (CH, C-1); 55.52 (CH, C-2); 55.26 (CH, C-3); 71.20 (CH, C-4); 123.44 (CH, C-5);
134.76 (CH, C-6)

Weitere analytische Daten: Siehe Ref. 50, 125#

4.1.47 Darstellung von 1r-Azdo-3t-brom-2t,4c-dihydroxy-5-cyclohexen (124)

17,5 g (91 mmol) Monoepoxid 123 werden in 180 ml Dimethoxyethan, 125 ml Wasser und
125 ml Ethanol gel6st und die Lésung wird auf O °C gekihlt. Danach werden 24 g (0,37 mol)
Natriumazid und 19,6 g (0,37 mol) Ammoniumchlorid zugegeben und 3 h unter Kdhlung bel
0 °C gertihrt. Anschlief3end werden die flichtigen Anteile des Ldsungsmittels abrotiert und
der Ruckstand viermal mit je 150 ml Essigsdureethylester ausgeschittelt. Die gesammelten
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organischen Phasen werden zur Entfernung von Methanol mit ges. Kochsalzlésung
gegengeschuttelt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Man erhélt 21 g (98 % Ausbeute) Produkt als farblosen
Feststoff.

Smp.: 96 °C (Lit.: 96 — 97 °C)

Re-Wert: 0,40 (EE/CH 2:1)

N3

@EOH
¥ Br

OH

124
'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)
8 =3.97 (m, 1H, CH-2) ; 4.07 (m, 1H, J= 7.1 Hz; CH-1); 4.24 (yt, 1H, J=3.1; CH-3); 4.44
(m, 1H, J= 4.1 Hz, J= 9.1 Hz; CH-4); 5.03 (d, 1H, J = 6.1 Hz; OH an C-4); 5.03 (d, 1H, J =
5.6 Hz; OH an C-2) 5.67 (dd, 1H, J= 2.5 Hz, J=10.2 Hz, CH-5); 5.85 (dddd, 1H, J = 10.2
Hz, J=39Hz,J=1.7Hz, J=1.0Hz CH-6);

3C-NMR (CDCls, 101 MHz)
8 =60.1 (CH, C-4), 63.8 (CH, C-1); 71.0 (CH, C-2); 71.5 (CH, C-4); 127.4 (CH, C-6); 131.3
(CH, C-5)

Weitere analytische Daten: Siehe Ref. 125

4.1.48 Darstellung von 1r-Azido-2t-hydroxy-3,4t-epoxy-5-cyclohexen (125)

15 g (64 mmol) 1r-Azido-3t-brom-2t,4c-dihydroxy-5-cyclohexen (124) werden in 325 ml
Diethylether und 160 ml Methanol gelost. Unter Kihlung im Eisbad werden 24 g
Lithiumhydroxid zugegeben und die Reaktionsl6sung wird zwei Stunden gerthrt. Dann wird
die nunmehr gelbe Losung mit 250 ml Wasser versetzt und dreimal mit je 175 ml
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird zur Entfernung von

Methanolresten zweimal mit geséttigter Kochsalzlésung gegengeschiittelt. Die organische
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Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer

entfernt. Nach kurzem Trocknen im Hochvakuum erhilt 9.9 g (64 mmol) eines gelben Olls.

Re-Wert:  0.28 (EE/CH 1:1)

N3

“0
125
'H-NMR (CDCls, 400 MHz)
& = 3.33 (yt, 1H, J = 3.6 Hz); 3.50 (m, 1H); 3.80 (yt, 1H, J = 2.3 Hz); 4.15 (ys, 1H); 5.83
(dd, 1H, 3J(Hs, He) = 9.9 Hz; J= 5.3 Hz, CH-5 oder CH-6); 6.37 (dd, 1H, J(Hs, Hg) = 9.6 Hz;
J=3.6 Hz, CH-5 oder CH-6)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)
8 = 45.83 (C-3); 56.12 (C-4); 59.44 (C-1); 67.68 (C-2); 126.86; 129.74 (C-5 und C-6)

MS[70ev], m/z (%)
153 (1,59) [M™]; 111 (11,17) [M™ -N3]; 96 (6,42) [M" +H -N3 -O]; 81 (14,09) [M* +2 X H -N3
—2x Q]

4.1.49 Darstellung von 1-Azido-Konduritol-B (126)

13 g (85 mmol) 125 werden mit 130 ml Wasser und einer Spatelspitze p-Toluolsulfonséure
versetzt und zwel Tage gerthrt. Das Wasser wird durch Gefriertrocknung entfernt.
Anschlief3ende Umkristallisation aus 50 ml Essigsaureethylester ergeben 6,5 g (38 mmol, 45

% Ausbeute) in Form von farblosen Kristallen.
Smp.: 122°C (Lit*®.; 123-124°C)

Ri-Wert: 0,51 (CH.Cl,/MeOH 80:20)
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OH

““OH
OH

M4

'H-NMR (D0, 400 MHz)

8 =353 (dd, 1H, J = 7.6 Hz; 3.1 Hz, CH-3); 3.59 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, J = 3,0 Hz, CH-2);
4.07 (ddd, 1H, J= 9.7 Hz, J= 3,1 Hz, J = 2.5 Hz; CH-1); 4.16 (m, 1 H, CH-4); 4.66 (s, 3 H,
OH); 5.63 (dt, 1H, J=10.7 Hz, 4.6 Hz, CH-5); 5.71 (dt, J= 10.7 Hz, J= 4.6 Hz, CH-6).

BC-NMR (D,0, 101 MHz)
8 = 66.27 (CH, C-1); 73.86 (CH, C-4); 76.08 (CH, C-6); 77.68 (CH, C-5); 127.12 (CH, C-3);
133.44 (CH, C-2);

MS[70ev], m/z (%)
153 (2,90) [M* -H,0]; 111 (23,14) [M* -H,0 —N3]; 55 (100) [C4H "]
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TOF-MS, ES+
194.0553 [M+Na]*; 365.118 [2M + Na&]*

HR-MS:
m/z 194.0553 [M+Na]*(8 %), berechnet fiir CsHgN3OsNa 194.05416
365.1180 [2M + Na]* (100 %), berechnet fiir C1H15NsOgNa: 365.1186

IR [KBr]
v [cm™] = 3350 (s, br, v(OH)); 2900 + 2870 (W, v(CH)ai); 2090 (s, N3); 1630 (W, v(C=Cq))

4.1.50 Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-1-azido-konduritol-B (131)

110 mg (0,6 mmol) 1-Azido-Konduritol-B (126) werden in einem Gemisch aus 5 ml
Essigsdureanhydrid und 5 ml Pyridin gelost und Uber Nacht gertihrt. Das Reaktionsgemisch
wird im Hochvakuum bis zur Trockne eingeengt. Erhalten werden 190 mg (99 % Ausbeute)
eines braunlichen Feststoffes, der aus Essigsiureethylester / Hexan umkristallisiert werden

kann.

Smp.: 113-114 °C (Lit.*®*; 82-83°C)

OAc

“"OAc
OAc

131
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T T
(ppm) (ppm)

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 =2.03 und 2.04 (s, 6H, CHsC(0)); 2.08 (s, 3H, CH3 , CH3C(0)); 4.18 (dd, 1H, J= 7.0 Hz, J
= 3.0 Hz, CH-1); 5.25 (ddd, 2H J = 9,05; 3,06; 1,01, CH-2 und CH-3); 5.55 (dd, 1H J = 7,2
Hz; 3,0 Hz, CH-4); 5.72 (s, 2H, CH-5 und CH-6);

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

& = 170.02; 169.88; 169.50 (3C, -C(O)CHs); 127.89 und 126.68 (2 CH, C-5 und C-6); 71.96
(CH, C-4); 71.63 und 71.50 (2 CH, C-2 + C-3); 61.10 (CH, C-1); 20.91 (CHj3 , -CH5C(O));
20.69 (CH3, 2C -CH3C(0))

MS[70ev], m/z (%)
297 [M™], 255 (4,05) [M™ -Ng]; 226 (1,76) [M* -COAc]; 195 (1,76) [M" -N3 —OAc]; 138
(82,84) [M" - N3 -2 x OAC]; 43 (100) [Ac]

IR [KBr-Prefiling]
v [em™] = 2940 (w, v(CH)ai); 2080 (s, N3); 1780 (s, v(C=0)); 1650 (w, v(C=Cy))
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4.1.51 Darstellung von 3,4,5-Tri-O-acetyl-6-azido-myo-inositol bzw. 4,5,6-Tri-O-acetyl-3-
azido-myo-inositol (132)

1,39 g (4,68 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-1-azido-Konduritol-B (131) in 56 ml Acetonitril gel6st
und in einem Eisbad gekuhlt. 1,5 g (7,02 mmol, 1,5 eq.) Natriummetaperiodat werden in 10
ml Wasser geloést und anschliefend mit 125 mg (0,47 mmol, 10 mol%)
Rutheniumtrichloridtrinydrat versetzt. Die Losung féarbt sich sofort braun und wird sodann
dem bereits vorgelegten Edukt zugesetzt und, noch immer unter Eiskihlung, gerdhrt. Nach
acht Minuten wird die komplette Lésung auf 140 ml 20 %-ige Natriumthiosulfatldsung zum
Quenchen des Rutheniumkomplexes gegeben. Es wird siebenma mit jeweils 100 ml
Ethylacetat ausgeschiittelt, die organische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es werden 1,44 g (93 % Ausbeute) eines fast
farblosen Schaums erhalten, in dem die beiden Diastereomere 132-syn und 132-anti im

Verhdltnis 3:2 vorliegen.

N3 N3
HO A~ _OAc HO.,, A _OAc
HO “OAC HO™ “OAC
OAc OAc
132-anti 132-syn

'H-NMR (CDCl3+ 0,1 ml MeOD, 400 MHz) 132-syn

6 = 2.00 - 2.14 (CH3-Gruppen beider Diastereomere); 3.54 (dd, 1H, J = 10.7 Hz, J= 2.5 Hz,
CH-1 oder CH-3); 3.67 (dd, 1H, J=10.2 Hz, J= 2.5 Hz, CH-1 oder CH-3); 4.24 (\Pt, 1H, J =
2.0 Hz, CH-2); 5.19 (¥t, 1H, J = 10.2 Hz, CH-4 bis CH-6); 5.33 (Wt, 1H, J= 9.7 Hz, CH-4
bis CH-6); 5.52 (1H, Wt, unter Signal von 132-anti)

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz) 132-anti

6 = 2.00 - 2.14 (CH3-Gruppen beider Diastereomere); 3.36 (dd, 1H, J = 10.2 Hz, J= 2.5 Hz,
CH-1); 3.49 (Pt 1H, J = 10.2 Hz, CH-6); 4.28 (¥t, 1H, J = 2.4 Hz, CH-2); 4.92 (dd, 1H, J =
10.2 Hz, J = 3.0 Hz, CH-3); 4.99 (¥t 1H, J = 10.2 Hz, CH-4 oder CH-5); 5.52 (¥, 1H, J =
9.9 Hz, CH-4 oder CH-5)
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3C-NMR (CDCI;3 + 0,1 ml MeOD, 101 MHZz) fur 132-syn
0 = 19.91-20.3 (CH3-Gruppen beider Diastereomere); 61.15 (CH, C-3); 70.66; 70.57; 70.93;
71.62; 72.12 (5 CH, C-1, C-2, C-4 bis C-6); 169.86; 169.98; 170.08; 170.20; 170.23 (6C,

Carbonylgruppen beider Diastereomere)

3C-NMR (CDCl3 + 0,1 ml MeOD, 101 MHz) fiir 132-syn
6 = 19.91-20.3 (CH3-Gruppen beider Diastereomere); 63.16 (CH, C-6); 69.56; 69.87; 70.17;
71.24; 7136 (5 CH, C-1 bis C-5); 169.86; 169.98; 170.08; 170.20; 170.23 (6C,

Carbonylgruppen beider Diastereomere)

Ri-Werte: 0,55 und 0,50 (DC/MeOH 90:10); 0,36 und 0,31 (DC/MeOH 93:7)
0,13 und 0,11 (DC/MeOH 95:5); 0,07 und 0,07 (EE/CH 1:1)

MS[ES-neg.]
m/z: 288.1 (55 %); 330.1 ([M-H], 45); 376.1 ((M-H+HCOOH)]", 100)

HR-MS:
m/z: 376.0963 [M-H+HCOOH)]", berechnet fur Ci3H1sN3010: 376.0992

4.1.52 Darstellung von 6-desoxy-3-azido-myo-inositol (134-anti) bzw. 3-Desoxy-3-azido-
myo-inositol (134-syn)

Unter Kuhlung im Eisbad werden 15 ml abs. Methanol und 4,5 ml Acetylchlorid vorsichtig
zusammengegeben. Anschliefdend wird dem weiterhin unter Eiskthlung gehaltenen Gemisch
durch ein Septum 200 mg (0,6 mmol) 3,4,5-Tri-O-acetyl-6-azido-myo-inositol (10), gelést in
6 ml abs. Methanol, zugegeben. Nach 30 min. &3t sich dinnschichtchromatographisch
vollstandiger Umsatz feststellen. Die rosafarbene Lésung wird am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit und anschlief3end in wenig Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Man

erhalt 125 mg (0,6 mmol, 100 %) eines farblosen, kristallinen Feststoffs.
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N3 N3
HO A OH HO,, A OH
Hojzl:[OH HO““@OH
OH OH
134-anti 134_Wn

'H-NMR (D0, 400 MHZ)
6 =3.19-3.29 (m, 2H); 3.31-3.61 (m, 7H); 3.62-3.70 (m, 1H); 3.97 (¥t, 1H, J= 2.0 Hz, CH-6
von 134-anti); 4.07 (V¥t, 1H, J= 2.5 Hz, CH-3 von 134-syn);

B3C-NMR (D,0, 101 MHz) fir 134-syn (stérkere Signalintensitat)
8 = 65.52 (CH, C-3); 73.14; 73.57; 73.65; 74.67; 77.04 (5 CH; C-1 bis C-2 und C-4 bis C-6)

B3C-NMR (D,0, 101 MHz) firr 134-anti (geringere Signalintensitét)
0 =67.94 (CH, CH-6); 72.34; 73.07; 74.37 (zusammen mit 134-syn); 74.68; 75.38 ( CH, C-1
bis C-5)

IR [KBr-Prefidling]
v [em™] = 3350 (s, br, v(OH)); 2920 (w, v(CH)ai); 2110 (s, N3)
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4.1.53 Darstellung von 3-Desoxy-3-azido-myo-inositol-12,4,5,6-pentakissulfat (135-anti)
bzw. 6-Desoxy-6-azido-myo-inositol-1,2,3,4,5-pentakissulfat (135-syn)

50 mg (244 pumol) 6-Azidoinositol 134 werden in 3 ml abs. Dimethylformamid gelést und im
Eisbad unter Ruhren mit 0,99 g (6,11 mmol) Pyridin - SO; versetzt. Dabei falt ein weil3er
Feststoff aus, der sich bei Erwdrmung auf 60°C wieder 10st. Man riihrt das Reaktionsgemisch
bel dieser Temperatur zwel Tage. Nach dieser Zeit filtriert man den in der Kélte wieder
ausgefallenen welllen Feststoff ab und entfernt das verbleibende Losungsmittel im
Hochvakuum. Es verbleiben 55 mg (34 % Ausbeute) eines weil3en Feststoffes.

Die Probe wurde in 10 ml aufgenommen und so verdinnt, dai3 die Leitfahigkeit der Probe
unter der bei dem ersten Elutionsschritt verwendeten liegt. Die Probe wird auf eine DEAE-
Speharose-Saule aufgetragen und nacheinander mit 80 ml 10 mM Ammoniumacetat-L 6sung,
40 ml Wasser und 90 ml 25 M Ammoniumacetat-Lésung eluiert.Die erhaten

Ammoniumacetat-L 6sungen werden bis zur Gewichtskonstanz lyophilisiert

N3 N3
G0 AL o, A_B®
IO SENE

o® o®

135-anti ]_35-&/[]
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'H-NMR (D;0, 400 MHz)

6=3.99 (¥t, 1H, J=9.9Hz); 4.27 (dd, 2H, J= 6.4 Hz, J= 3.3 H2); 4.34 (¥t, 1H, J= 9.4 H2);
4.40 (dd, 1H, J=10.4 Hz, J= 2.3 Hz); 448 (dd, J= 10.4 Hz, J= 2.3 Hz); 4.85 (‘Yt, 2H, J =
6.4 Hz; 5.04 (Wt, 2H; J=5.04 Hz); 5.41 (¥s, 1H), tbrigen Signale unter HDO

B3C-NMR (D,0, 101 MHZ)
& = 61.39; 64.30 (CH-Na); 75.43; 75.83; 76.20; 76.42; 76.52; 77.38; 77.85; 78.51; 79.29 (9
CH, Ringkohlenstoffe)

HR-M S (ESI-neg)
m/z. 603.8461 (CgH10N3020Ss) gef. 603.8508 [M-H]

4.1.54 Darstellung von 3-Desoxy-3-amino-myo-inositol-1,2,4,5,6-pentakissulfat (122-anti)
bzw. 6-Desoxy-6-amino-myo-inositol-1,2,3,4,5-pentakissulfat (122-syn)

200 mg Pd/C (Degussa RW-10-N) werden in 100 ml Wasser suspendiert und 30 min. unter
Wasserstoff-Atmosphéare geriihrt. Anschlief?end werden 20 ml 10 mM  Ammoniumacetat-
Puffer, der ca. 35 mg (5,8 wmol 135 enthdlt (Losung aus ionenchromatographischer
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Aufreinigung von 135) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird erneut mit Wasserstoff
Uberlagert und ruhrt Gber Nacht. Die Reaktionsddsung wird filtriert, der Katalysator wird
grindlich mit Wasser gewaschen und die Reaktionsldsung lyophilisiert. Der verbleibende
Ruckstand wird erneut in wenig Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet; dieser Vorgang
wird bis zur Gewichtskonstanz wiederholt. Man erhdt 30 mg (89 %) eines farblosen
Produkts.

NH; NH;
S0 A0S Go., A
@o: ; Ke©) So ; oS

o® o®

122-anti 122-syn

'H-NMR (D;0, 400 MHz)

§ = 3.99 (Wt, J = 10.6 Hz, CH-NH,); 4.15 (\Pt, J = 4.6 Hz, CH-NH,); 4.83 (Wt, J = 4.8 H2);
4.92 (Wt, J= 4.0 HZ); 4.99 (\Wt, J = 4.6 HZ); 5.06 (\Pt, J = 3.4 HZ); 5.09 (Wt, J = 4.6 Hz); 5.47
(Wt, J= 2.2 Hz, CH-2); 5.49 (Yt , J= 2.3 Hz, CH-2); tbrigen Signale unter HDO

BC-NMR (D,0, 101 MHz)
& = 53.24; 54.57 (2 CH-NH,); 70.94; 73.73; 75.31; 75.40; 75.69; 76.31; 76.35; 77.35; 78.12
(9CH, Ringkohlenstoffe)

HR-M S (ESI-neg)
n/z: 577.8556 (CsH12NO2Ss) gef. 577.8596 [M-H]

4,155 Darstellung von 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-6-desoxy-6-azido-myo-inositol 133-anti
bzw. 1,2,4,5,6-Penta-O-acetyl-3-desoxy-3-azido-myo-inositol (Azidopentaacetat) (133-syn)

Es werden 4,3 g (13 mmol) Azidotriacetatdiol 132 als Diastereomerengemisch in der Kédtein
einem Gemisch aus 30 ml Essigsaureanhydrid und 30 ml Pyridin gelést und Uber Nacht
geruhrt. Das Losemittel wird im Hochvakuum entfernt und das Rohprodukt aus viel Ethanol
fraktioniert kristallisiert. Dabel ist 133-syn schlechter in Ethanol 16slich und kristallisiert

folglich schneller aus.
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Die erhatenen Kristallisationsstufen werden anschlieffend gegebenenfals flash-
chromatographisch aufgereinigt um auch 133-anti anaysenrein zu erhaten. Als Laufmittel
wird Cyclohexan : Essigsaureethylester im Verhaltnis 1:2 verwendet.

Man erhdlt 2,9 g (54 %) 133-syn und 1,7 g (32 %) 133-anti als farblose Feststoffe

N3 N3
AcO__~__OAc  AcO, A_ OAc
Aco: ; “OAc  AcO™ ; ““OAc

OAc OAc

132-anti 132-syn

5.6 34 5.1 50 49 40

"
bpm e (om) (orm)
e R i e R e e e
6.5 6.0 5.5 5.0 45 40 35 3.0 2.5 2.0 15 10 0.5
(ppm)

'H-NMR (CDClj3, 400 MHz) fir 133-anti
& = 1.99 (s, 3H, CH3C(0)-); 2.01 (s, 3H, CH3C(0)-); 2.08 (s, 3H, CH3C(0)-); 2.20 (s, 3H,
CH3C(0)-); 2.21 (s, 3H, CH3C(0)-); 3.99 (*Pt, 1H, J(H, H) = 10.5 Hz, CH-6); 4.92 (dd, 1H,
33)(H, H) = 2.8 Hz; 3)(H, H) = 10.8 Hz, CH-1); 5.04 (Pt, 1H, %J(H, H) = 10.0 Hz, CH-5); 5.06
(dd, 1H, 3J(H, H) = 2.8 Hz; 3J(H, H) = 10.5 Hz, CH-3) 5.42 (\Pt, 1H, *J(H, H) = 10.1 Hz, CH-
4): 5.60 (Pt, 1H, J(H, H) = 2.7 Hz, CH-2)
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3C-NMR (CDCls, 101 MHz) fir 133-anti

8 = 20.12; 20.18; 20.20; 20.24; 20.35 (5 CHs3, CH3C(0)-); 61.09 (CH, C-6); 68.47 (CH, 2C,
C-2 und C-3); 69.21 (CH, C-1); 69.73 (CH, C-4); 71.11 (CH, C-5); 169.44; 169.47; 169.51;
169.73 (2x) (5 C, C(O)CHs)

5.6 54 5.2 50 3.70 3.60
(ppm) (ppm)

M JUM

T T T T —— : T
65 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
(ppm)

'H-NMR (CDCls3, 400 MHz) firr 133-syn

& = 1.95 (s, 3H, CH3C(0)-); 1.97 (s, 3H, CH3C(0)-); 1.98 (s, 3H, CH3C(O)-); 2.06 (s, 3H,
CH5C(0)-); 2.16 (s, 3H, CHsC(0)-); 3.68 (dd, 1H, *J(H H) = 10.7 Hz; *J(H, H) = 2.5 Hz, CH-
3); 4.97 (dd, 1H, 3J(H, H) = 10.7 Hz; 3J(H, H) = 3.0 Hz, CH-1); 5.16 (\Pt, 1H, 3J(H, H) = 9.7
Hz, CH-5); 5.44 (\Pt, 1H, 3J(H, H) = 10.4 Hz; CH-4 oder CH-6); 5.45 (\Pt, 1H, 3J(H, H) = 9.9
Hz; CH-4 oder CH-6); 5.64 (\Pt, 1H, 3J(H, H) = 2.8 Hz; CH-2);

3C-NMR (CDCls, 101 MHz) firr 133-syn

8 = 20.33; 20.39; 20.45; 20.49; 20.56 (5 CH3, CH3C(0)-); 59.13 (CH; C-3); 68.48 (CH; C-2);
69.00 (CH; C-4 oder C-6); 69.41 (CH; C-1); 70.51 (CH; C-4 oder C-6); 71.46 (CH; C-5);
167.31; 169.42; 169.45; 169.48; 169.70 (5xC, C(O)CHa)
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MS[70ev], m/z (%)
310 (1.3); 226 (14.5); 184 (25.1); 157 (15.35); 142 (43.6) [(AcO).Cy]; 115 (26.6); 43 (100)
[Ac]

IR [KBr-Prefidling]
v [em™] = 2920 + 2850 (m, v(CH)4i); 2100 (m, N3); 1750 (s, v(C=0))

Ri-Wert: 0,31 und 0,23 (EE/CH 1:1); 0,24 und 0,15 (EE/CH 1:2);
0,11 und 0,06 (EE/CH 1:3); 0,52 und 0,40 (EE/CH 2:1)

4.1.56 Darstellung von 6-Azido-1,2-isopropyl-myo-inositol bzw. 3-Azdo-1,2-isopropyl-
myo-inositol (137)

70 mg (211 pmol) Azidoinositol 132 werden in 2 ml Dimethoxypropan und 1 ml Aceton
gelést und mit einigen Kristallen p-Toluolsulfonsdure as Katalysator versetzt. Nach 12 h
versetzt man mit 0,5 ml 10 %iger Natronlauge, 0,5 ml geséttigter Kochsalzlésung und 5 ml
Ethylacetat ausschittelt und rihrt die Losung drei Minuten kréftig. Die organische Phase wird
mit gesdttigter Kochsalzlosung extrahiert, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Man erhalt 50 mg (96 % Ausbeute) Produkt

in Form von schwach gelben Kristallen.

N3 N3
><O : OH O'l N : OH
o “OH 0““@0.4
OH OH
137-anti 137-syn

'H-NMR (CDCls, 400 M Hz) keine genaue Auswertung des Spektrums méglich

0= 1.29 (s, 6H 2 x CH3zvon Isopropylgruppe); 1.42 (s, 3H, CHz); 1.46 (s, 3H, CHj3); 3.08-3.20
(m, 2H, Ringprotonen); 3.33-3.43 (m, 2H, Ringprotonen); 3.43-3.51 (m, 2H, Ringprotonen);
3.56-3.61 (m, 2H, Ringprotonen); 3.66-3.73 (m, 1H, Ringproton); 3.86-3.92 (m, 1H,
Ringproton); 4.25-4.32 (m, 2H, 2 x CH-2)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MH2)

6 = 25.60 und 25.71 (2CHg3, Isopropylidengruppe Diastereomer 1); 27.68 und 27.93 (2CHs,
Isopropylidengruppe Diastereomer 2); 61.23 (CH, CH-N3); 67.56 (CH, CH-N3); 69.73; 71.35;
72.09; 72.68; 73.80; 74.50; 74.76; 75.95; 77.20; 78.87 (10 CH, 10 x CH-OH in beiden
Diastereomeren); 109.94(C, Isopropylidengruppe); 110.21 (C, Isopropylidengruppe)

IR [KBr-Prefidling]
v [em™] = 3350 (s, br, v(OH)); 2980 + 2920 (w, v(CH)a;i); 2090 (s, N3)

DC: R¢ = 0,09 (EE/CH 1:1)

4.1.57 Darstellung von 1-Azido-2,3-isopropyl-Konduritol-B  (127) bzw. 1-Azido-2,3-
isopropyl-4-mono-O-(2-methoxy)-isopropyl-Konduritol-B (129)

Es werden 500 mg (2,9 mmol) 1-Azido-Konduritol-B (126) in 10 ml Dimethoxypropan und 5
ml Aceton gelost, sowie mit 20 mg PPTS als Katalysator versetzt. Nach einer Rihrzeit von
drei Tagen wird die Losung mit 1 ml 10 %iger Natronlauge, 0,5 ml geséttigter
Kochsalzlosung und 10 ml Essigsdureethylester versetzt und einige Minuten kréftig gerthrt.
Die abgetrennte organische Phase wird mit geséttigter Kochsalzlésung gewaschen, tber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die Trennung
der beiden Produkte konnte tiber Flash-Chromatographie (Cyclohexan / Essigséaureethylester 2
: 1) erreicht werden. Man erhdlt 0,33 g 1-Azido-2,3-isopropyl-Konduritol-B (127) und 0,15 g
1-Azido-2,3-isopropyl-4-mono-O-(2-methoxy)-isopropyl-Konduritol-B  (129) in Form von
weil3en Kristallen.

129 kann in 127 Uberfhrt werden, indem man die Verbindung unter Katalyse durch p-
Toluolsulfonsdure einige Minuten in Aceton rihren 183t und die Reaktionsldsung nach
Beendigung (dinnschichtchromatographische  Kontrolle) zweimal mit ges.
Natriumhydrogencarbonat- und einmal mit ges. Natriumchlorid-Losung extrahiert. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom

L 6sungsmittel befreit.
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OH
127

S
57 42 36

" 4a x
(ppm) (ppm) (ppm)

WM

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 40 36 32 2.8 24 20 16 1.2 0.8 0.4
(ppm)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8= 1.47 (s, 6H, 2 x CH3); 2.95 (s-b, 1H, -OH); 3.55 (m, 2H; CH-, Und CH-3); 4.17 (dd, 1H,
J=48Hz, J=23Hz, CH-1); 447 (d, 1H, J = 45 Hz, CH-4); 5.61 (dt, 1H, J=10.2 Hz, J =
2.0 Hz, CH-5); 5.77 (dit, 1H, J= 10.2 Hz, J= 2.0 Hz, CH-6)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)
8 = 26.82 (CH3); 26.89 (CH3); 61.44 (CH, C-1); 70.42 (CH, C-4); 77.96 (CH, C-2 oder C-3);
81.03 (CH, C-2 oder C-3); 111.69 (C, C(CHa),); 125.82 (CH, C-5); 132.67 (CH, C-6)

MS[70ev], m/z (%)
196 (15,47) [M* -CH3]; 168 (3,26) [M* -Na]; 111 (29,31) [M* -N3 ~CsHO]; 59 (87,74)
[CsH7Q]; 43 (100) [C3H ']
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IR [KBr]
v [em™] = 3430 (s, br, v(OH)); 3030 (W, v(CH)q); 2970 + 2860 (M, v(CH)ai); 2090 (s, Na);
1630 (W, v(C=Cy))

Auswertung des 1-Azido-2,3-isopropyl-4-O-(2-methoxy)-isopropyl-K onduritol-B”s (129)

mem

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 = 1.39 (s, 3H, CH3); 1.41 (s, 3H, CHs); 1.44 (s, 3H, CHa); 1.45 (s, 3H, CHa); 3.27 (s, 3H,
OCHs); 3.56 (m, 2H, CH-2 und CH-3); 4.11 (m, 1H, CH-1); 4.52 (m, 1H, CH-4); 5.57 (df,
1H, J= 2.0 Hz, J=10.7 Hz, CH-5); 5.74 (dit, 1H, J= 2.0 Hz, J= 10.7 Hz, CH-6)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MH2)

8 = 25.26 (CH3); 25.71 (CHs); 27.04 (CHs); 27.19 (CHs); 49.32 (OCHs); 61.63 (CH, C-1);
69.46 (CH, C-4); 78.44 (CH, C-2 oder C-3); 79.21 (CH, C-2 oder C-3); 101.17 (C, C(CHs)y)
110.91(C, C(CH3),(OMe)); 125.68 (CH, C-5); 133.41 (CH, C-6)

R-Wert: 0,55 und 0,27 (EE/CH 1:1); 0,52 und 0,22 (EE/CH 1:2)
0,43 und 0,09 (EE/CH 1:3)

4.1.58 Darstellung von 4-Mono-O-acetyl-1-azido-2,3-isopropyl-Konduritol-B (190)

Es werden 70 mg (330 pmol) 1-Azido-2,3-isopropyliden-Konduritol-B (127) in 1 ml
Essigsdureanhydrid und 1 ml Pyridin gel6st und Uber Nacht gertihrt. Das Losungsmittel wird
im Hochvakuum entfernt. Es verbleiben 84 mg (100 %) eines gelblichen Ols

N3
~_.0
@K
o
Y

O
190

o

B
57 56 55 A e

36
(ppm) (ppm) (oo

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 5.2 48 4.4 4.0 36 32 28 24 20 1.6 12 0.8 0.4 0.0
(ppm)
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 = 1.47 (s, 6H, C(CHs),); 2.10 (s, 3H, CHsC(0Q)), 3.61 + 3.72 (m, 2H, CH-2 und CH-3);
4.17 (ddd, 1H, J=8.7,J=2.6; J= 2.0, CH-1); 5.50 (m, 1H, CH-4); 5.66 + 5.72 (m, 2H, CH-
5 und CH-6)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

& = 20.89 (CH3, CH3C(0)); 26.80 (CH3, C(CH3)); 61.13 (CH, C-1); 72.22 (CH, C-4); 74.45 +
78.18 (2 CH, C-2 und C-3); 111.91 (C, C(CHa),); 127.50 + 129.06 (2 CH, C-5 und C-6);
170.13 (C, C(O)CHs)

Ri-Wert: 0,54 (EE/CH 1:1)

4.1.59 Darstellung von 6-Azido-4,5-isopropyl-myo-inositol (130-anti) bzw. 3-Azido-4,5-
isopropyl-myo-inositol (130-syn)

Es werden 170 mg (805 pmol) 1-Azido-2,3-isopropyl-Konduritol-B (127) mit 5 ml
Ethylacetat und 5 ml Acetonitril vorgelegt und im Eisbad gekihlt. 1,5 eg. (258 mg oder 1,21
mmol ) Natriummetaperiodat werden in 3 ml Wasser unter Riihren gelost und anschlief3end
mit 15 mg (56pmol, 7 mol-%) RuCls;-3 H,0 versetzt. Diese Losung wird der Reaktionsl Gsung
zugegeben. Nach 5 min., wéhrend der die Reaktionslésung unter Kthlung stark gertihrt wird,
wird die Reaktion durch Eingie}en der Reaktionddésung in 25 ml ges
Natriumthiosulfatldsung abgebrochen. Nach funfmaligem Ausschitteln mit jeweils 25 ml
Ethylacetat wird die organische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen. Man erhdlt 158 mg (80 %) eines farblosen
Feststoffs. Das Diastereomerenverhdtnis in  dem Produktgemisch wurde NMR-
spektroskopisch zu 2:1 abgeschétzt.

N3 N3
HO_~ o>< HO., _A__oO
HOI;E'O Ho\“‘(Pjo><
OH OH

130-anti 130'%’”
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz) (Diastereomerengemisch, wenn mdglich Signale nach , grof3*

und , klein“ unterschieden)

0 = 1.46; 1.48; 1.50 (Signale der CH3-Gruppen der beiden Isopropyliden-Gruppen); 3.22 (W',
J=9.7 Hz, klein); 3.39 (Yt, J= 9.7 Hz, grof3); 3.51 (dd, J= 2.5 Hz, J = 11.2 Hz); 3.56 (m);
3.80 (Wt, J = 9.9 Hz, grolR); 3.90 (Yt, J = 9.9 Hz, klein); 4.00 (m); 4.17 (¥s, CH-2, klein);
4.17 (Ws, CH-2, grold)

3C-NMR (CDClI3, 101 M Hz) erstes Diastereomer (stérkere Signalintensitét)
d = 26.69 + 26.78 (CH3, C(CHs),); 60.56 (CH-N3); 70.95 (CH); 72.39 (CH); 74.53 (CH);
75.47 (CH); 79.29 (CH); 112.83 (C, C(CH3),)

3C-NMR (CDCl3, 101 M Hz) zweites Diastereomer (geringere Signalintensitét)
d = 26.69 + 26.78 (CH3, C(CHs),); 62.60 (CH-N3); 69.79 (CH); 73.23 (CH); 73.64 (CH);
76.77 (CH); 77.81 (CH); 112.69 (C, C(CHj3),)

4.1.60 Darstellung von 1-O-Benzyl-3-brom-2,4-dihydroxy-5-cyclohexen (139)

11,1 g (58 mmol) Monoepoxid 123 werden in 500 ml Dichlormethan geldst und im Eisbad
gekuhlt. Es werden 30 ml Benzylalkohol und 2-3 Tropfen konz. Schwefelsaure zugegeben.
Die L6sung ruhrt zwei Tage. Anschlielend extrahiert man die organische Phase zur
Entfernung der Schwefelsaure dreimal mit 100 ml ges. Natriumhydrogencarbonatldsung und
einmal mit 100 ml ges. Natriumchlorid-Lésung, trocknet sie Uber Magnesiumsulfat und
entfernt das Dichlormethan am Rotationsverdampfer. Dan wird der Benzylalkohol bei
maoglichst geringer Badtemperatur im Hochvakuum abdestilliert. Man erhélt 14,8 g (85 %
Ausbeute) eines grinbraunen Ols, das bei 1angerem Stehenlassen zu kristallisieren beginnt.

Das so erhaltene Produkt ist mit ca. 10 % der durch Sy"-Angriff entstehendenden Verbindung
146 verunreinigt. Das Nebenprodukt kann auf dieser Stufe nicht ohne weiteres abgetrennt

werden, dieses erfolgt auf spateren Stufen.
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(:)Bn

j :OH
Y Br

OH
139

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz)

8[ppm] = 3.33 (s-b, 2H, OH); 4.06 (dd, 1H, J = 4.6 Hz, J = 2.0 Hz, CH-1); 4.16 (dd, 1H, J=
4.6 Hz, J= 2.0 Hz, CH-2); 4.38 (dd, 1H, J= 6.1 Hz, J = 2.5 Hz, CH-3); 4.49 (dd, 1H, J= 6.4
Hz, J= 1.5 Hz, CH-4); 4.66 (s, 2H, CH,Ph); 5.87 (m, 2H, CH-5 und CH-6); 7.28-7.41 (m, 5H,
CeHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

8 = 59.02 (CH, C-3); 70.20 (CH, C-4); 71.06 (CH, C-2); 72.01 (CH,, CH,Ph); 76.46 (CH, C-
1); 127.05 (CH, C-5 oder C-6); 127.76; 127.91; 128.47 (3CH, CgHs); 129.63 (CH, C-5 oder
C-6); 137.73 (C, CgHs)
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MS[70ev], m/z (%)

208 (2.2) [M*]; 219 (7.8) [M* -Br]; 201 (60.8) [M* -Br-H,0]; 109 (4.4) [M* -Br-H,O-C;Hs']:
91 (100.0) [C7H-']; 81, 79 (13.9, 34.5) [Br']; 65 (76.3) [CsHs']; 51 (19.3) [C4H5']; 41 (22.2)
[CsHs']

IR-(KBr):

V[em™] = 3390 (s, br, v[OH]); 3010 (W, v[CHoe, aom]); 2860 (W, v[CHai]); 1650 ( w,
v [C=Cue]); 1490 (M, v[C=Caor]); 1470, 1380 (m, &[CHai]); 1060 (s, v[C-O]); 690 (s,
v[C-Br]); 735 u. 695 (m, 8] CHzom] mono-subst. Arom.)

Re-Wert:  0.24 (CH/EE1: 1)

GC: 123 min Temperaturprogramm: 120/0/10/300/5

OBn

G/OH
< "Br

OH

146
3C-NMR (CDCls, 101 MHz) (nur Ringkohlenstoffe und CHy)
& = 58.58 (CH, C-3); 65.95; 68.88; 73.06 (3CH, C-1, C-2 und C-4); 71.94 (CH,, CH2Ph);
128.86; 137.73 (2Ch, C-5 und C-6)

4.1.61 Darstellung von 1-O-benzyl-2-hydroxy-3,4-epoxy-5-cyclohexen (140)

45 g (15 mmoal) 1-O-Benzyl-3-brom-2,4-dihydroy-5-cyclohexen 139 werden in 130 ml
Diethylether und 60 ml Methanol geldst. danach werden 0,92 g (38 mmol) Lithiumhydroxid
zugegeben und 2 h bei 0 °C gerthrt. Die inzwischen intensiv rotgeféarbte Losung wird mit 100
ml Wasser versetzt und 15 min kréftig geriihrt. Die wél¥ige Phase wird anschlief3end dreimal
mit jeweils 150 ml Diethylether extrahiert. Die organische Phase wird zweimal mit jewells
100 ml geséttigter Kochsalzldsung ausgeschittelt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Man erhdlt 3,05 g (93 % Ausbeute)
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eines rotbraunen Ols. Die beiden entstehenden Epoxide 140 und 147 kénnen

flashchromatographisch (EE:CH 7:4) voneinander getrennt werden

OBn

@OH

“6
140

4.05
(ppm) (ppm)

JL i

L e B B e B e B B B L L e S s s S s Sy EO S S S B
74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
(ppm)

ALLl

(ppm) (ppm) (ppnl'l)

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 = 2.84 (d, OH); 3.21 (¥t, 1H, J = 3.3 Hz, CH-4); 3.42 (d, 1H, J = 3.6 Hz, CH-3); 4.00 (m,
1H, CH-2); 4.03 (m, 1H, CH-1); 4.06 (2d, AB-System, J = 12.2Hz, CH,Ph); 5.93 (dd, 1H, J =
9.9 Hz, J= 2.8 Hz, CH-6); 6.06 (ddd, 1H, J= 9.7 Hz, J= 2.5 Hz, J= 1.5 Hz, CH-5); 7.30-7.43
(m, 5H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)
& = 46.84 (CH, C-4); 57.85 (CH, C-3); 69.92 (CH, C-2); 71.87 (CH,, CH,Ph); 77.37 (CH, C-
1); 127.06 (CH, C-5); 128.26; 128.89 (2CH, CgHs); 133.70 (CH, C-6); 138.40 (C, C¢Hs)
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MS[70ev], m/z (%)

218 (10.6) [M]; 127 (8.2) [M* -Bn]; 111 (4.5) [M* -OBn]; 107 (14.7) [OBn']; 92 (37.6)
[C7/Hg']; 91 (100.0) [C7H7]; 79 (12.0) [CeH7']; 66 (27.0) [CsHe']; 65 (40.0) [CsHs']; 51
(10.6) [C4H3']; 41 (25.0) [C3Hs']

IR-(KBr):
V[em™] = 3340 (s, br, v [OH]); 3040 (W, v [CHagiet.aom]); 2940, 2860 (W, v [CHai]); 1650 (w,
v [C=Cy«]); 1500 (m, v [C=Cgxom]); 1450,1380 (m, 6 [CH4;]); 1070 (s, v[C-O]); 735 u. 695

(m, 8[ CHarom] Mono-subst. Arom.)

Ri-Wert:  0.21 (CH/EE1: 1)
0.54 (CH/EE 1: 3)

OBn

OH
147

"74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 5‘,2(’;’3::;0 "48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)
§ = 2.87 (s-b, OH); 3.30 (dd, 1H, J = 4.1 Hz, J = 2.0 Hz, CH-2 oder CH-3); 3.46 (dd, J = 3.6
Hz, J= 2.0 Hz, CH-2 oder CH-3); 4.35 (d, 1H, J= 4.5 Hz, CH-1 oder CH-4); 4.38 (\¥t, 1H, J
= 2.0 Hz, CH-1 oder CH-4); 4.67 (2H, AB-System, nicht aufgel0st, CH,Ph); 5.67 (d¥t, 1H, J
= 11.2 Hz, J = 2.0 Hz, CH-5 oder CH-6); 5.72 (m, 5H, CH-5 oder CH-6); 7.24-7.39 (m, 5H,
CeHs)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)
& = 51.98; 53.90 (2 CH, C-2 und C-3); 62.16; 70.39 (2CH, C-1 und C-4); 126.56 und 127.04
(2CH, C-5 und C-6); 127.69; 128.23 (2CH, C¢Hs); 137.88 (C, CgHs)

4.1.62 Darstellung von 1-O-Benzyl-konduritol B (141)

1. Sauer katalysierte Epoxidoffnung
2,9 g (13 mmol) des Epoxidgemischs 140 / 147 werden mit 80 ml Wasser, 20 ml THF und

einer Spatelspitze para-Toluolsulfonsaure versetzt und drel Tage geriihrt. Anschlief3end wird
das THF am Rotationsverdampfer weitgehend entfernt und die restliche Reaktionslésung
lyophilisiert. Man erhdlt 3,2 g eines braunlichen Ols, das helle Kristalle enthalt.
Anschlieflende Umkristallisation aus Methyl-tert-butylether ergibt 1,51 g (48 % Ausbeute) in
Form von weil3gelben Kristallen, die aber noch mit dem Produkt des Sy -Produkts
verunreinigt sind (ca 10 %). Eine vollsténdig saubere Substanz kann durch Umkristallisation

aus Essigsaureethylester erhalten werden.

2. Alkalische Epoxidoffnung
2 g (9,2 mmol) Epoxid 140 / 147 werden mit 80 ml THF und 160 ml 4N NaOH drei Tage

gerthrt. Anschlief3end entfernt man das Tetrahydrofuran am Rotationsverdampfer weitgehend
und ruhrt erneut einen Tag. Die Reaktionslésung wird mit konz. Salzsaure neutral bis schwach
sauer gestellt und viermal mit 100 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit ges. Natriumchlorid-Lésung gegengeschittelt, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Man
erhdlt 1,6 g (74 %) eines farblosen Feststoffs, der aus Essigsdureethylester umkristallisiert
werden kann.

(:)Bn
: OH

““OH
OH

141
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N —
5.6 4.1 4.0 3.60 3.50 3.40
(ppm) (ppm) (ppm)

'H-NMR (CDCl; + MeOD, 400 MHz)

8 =3.38 (dd, 1H, J = 10.4 Hz, J = 7.9 Hz, CH-2 oder CH-3); 3.58 (dd, 1H, J = 10.2 Hz, J =
7.6 Hz, CH-2 oder CH-3); 3.98 (m, 1H, CH-1 oder CH-4); 4.06 (m, 1H, CH-1 oder CH-4);
4.63 (dd, AB-System, J = 11.7 Hz); 5.55 (dd, 1H, J = 10.7 Hz, J = 1.5 Hz, CH-5 oder CH-6);
5.59 (dd, 1H, J= 10.2 Hz, J= 1.5 Hz, CH-5 oder CH-6); 7.15-7.31 (m, 5H, CsHs)

3C-NMR (CDCIl; + MeOD, 101 MHZz)

8 = 71.68 (CH, C-1 oder C-4); 71.82 (CH,, CH,Ph); 74.44 (CH, C-2 oder C-3); 76.00 (CH, C-
2 oder C-3); 79.68 (CH, C-1 oder C-4); 126.55 (CH, C-5 oder C-6); 127.51; 127.68; 128.16
(3CH, CsHs); 130.02 (CH, C-5 oder C-6); 138.03 (C, CsHs)

MS[70ev], m/z (%)
236 (5.8) [M™]; 107 (56,5) [OBN']; 91 (100.0) [C/H;™]; 41 (27.1) [C3H5']

IR (KBr):
V[em™] = 3460 (m, br, v [OH]); 3020 (W, v [CHayk, arom]); 1500 (W, v [C=Caom]); 1450, 1370
(m, 8 [CHai]); 1050 (s, v [C-Q]); 735 u. 695 (M, 8] CHaom] mono-subst. Arom.)
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Ri-Wert: 0.06 (CH/EE1:1); 0.06(CH/EE1:3); 0.11(CH/EE1:5);
0.13(CH/EE1:9)

4.1.63 Darstellung von 1-O-Benzyl-2,3-O-isopropyl-konduritol-B (142)
0,97 g (4,2 mmol) Monobenzylkonduritol 141 werden in 20 ml Dimethoxypropan und 20 ml
Aceton gelost und mit einer Spatelspitze para-Toluolsulfonsdure als Katalysator versetzt.
nach einer Ruhrzeit von 3d wird die Lésung mit 30 ml Diethylether verdinnt. der Ansatz wird
mit 20 ml 2N Natronlauge und 20 ml geséttigter Kochsalzlosung extrahiert. Die walrige
Phase wird dreimal mit jeweils 40 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das LoOsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Es verbleiben 1,04 g (81 % Ausbeute) 142 als gelbliches Ol.
OBn
: O

Se%

OH

142
'H-NMR (CDCls, 400 M Hz)
8 = 1.48 (s, 6H, C(CH3),); 3.08 (s-b, OH); 3.51 (dd, 1H, J = 9.9 Hz, J = 8.4 Hz, CH-2 oder
CH-3); 3.66 (dd, 1H, J = 9.7 Hz, J = 8.1 Hz, CH-2 oder CH-3); 4.26 (ddd, 1H, J= 3.1 Hz; J =
8.1 Hz, J = 1.5 Hz, CH-1 oder CH-4); 4.45 (d*'t, 1H, J = 8.0 Hz, J = 1.4 Hz, CH-1 oder CH-
4); 4.67 und 4.84 (2d, AB-System, J = 12.2 Hz); 5.65 und 5.69 (2d, je 1H, J = 10.2 Hz, CH-5
und CH-6); 7.27-7.40 (m, 5H, CgHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

8 = 26.98 (CH3, C(CHs),); 70.57 (CH, C-4); 77.28 (CH, C-1); 80.09; 80.86 (2CH, C-2 und C-
3); 111.03 (C, C(CHs),); 126.78 (CH, C-5 oder C-6); 127.74; 128.28; 128.65 (3CH, CgHs):
130.79 (CH, C-5 oder C-6); 138.16 (C, C¢Hs)

MS[70ev], m/z (%)
276 (3.3) [M*]; 170 (2.1) [M* +H-OBn]; 107 (19.4) [OBn']; 91 (100.0) [C/H']; 43 (54.4)
[CgH7+]; 41 (347) [C3H5+]
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IR-(KBr):
¥[em™] = 3400 (m, br, v[OH]): 3040 (W, v[CHae arom]); 2900, 2860 (W, v[CHai]); 1500
(W, v [C=Caom]); 1450, 1370 (w, &[CHai); 1050 (m, v[C-O]): 735 u. 695 (M, S[CHaonl]

mono-subst. Arom.)

Re-Wert:  0.30 (CH/EE1:1); 0.47(CH/EE1:2); 0.46(CH/EE1: 3);
0.20 (CH/EE 2: 1); 0.40 (CH/EE2:3); 0.21(CH/EE3:2)

4.1.64 Darstellung von 1-O-Benzyl-3-brom-2,4-di-O-acetyl-5-cyclohexen (149)
Zu 2g (6,7 mmol) 139 wird unter Eiskiihlung eine Mischung aus 20 ml Pyridin und 20 ml

Essigsaureanhydrid gegeben. Die Reaktionsl6sung rihrt Gber Nacht und wird anschlief3end im
Hochvakuum weitmoglichst eingeengt. Man erhét 2,5 g (98 %) eines gelben Ols.

OBn
@OAC
Y Br
OAc
149
"580 520 56 54 445 405
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

JL—J‘MMM - JL;LM—F

—_————— ——————— e —————— —_——— —— —————
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05
(ppm)
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 = 2.09 (s, 6H, CH3C(0)); 4.04 (t, 1H, J = 3.8 Hz, CH-1); 4.44 (dd, J= 7.1 Hz, J= 2.5 Hz,
CH-3); 4.63 und 4.70 (2d, 2H, AB-System, J = 12.2 Hz, CH,Ph); 5.35 (dd, 1H, J= 4.1 Hz, J =
3.0 Hz, CH-2); 5.59 (ddd, 1H, J = 6.6 Hz, J = 2.0 Hz, J = 1.0 Hz, CH-4); 5.76 (dd, 1H, J =
10.2 Hz, J= 3.0 Hz, CH-5); 5.86 (dd, 1H, J= 10.2 Hz, J = 3.5 Hz, CH-6); 7.26-7.37 (m, 15H,
CeHs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MH2)

8 = 20.78 und 20.80 (2CH3, CHsC(0)); 47.93 (CH, C-3); 71.40; 72.20; 73.38 (3CH, C-1, C-2
und C-4); 72.16 (CH,, CH,Ph); 127.25 und 128.30 (2CH, C-5 und C-6); 127.71; 127.89;
128.43 (3CH, CgHs); 137.65 (C, CgHs); 170.01 (C, CH3C(O))

4.1.65 Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-1-O-benzyl-konduritol B (150)

10 ml abs. Essigsaure werden tber Nacht mit 1 ml Essigsdureanhydrid unter Ruckfluf3 erhitzt.
2 g (5,2 mmol) 149 und 2 g (12 mmol) Silberacetat werden unter wasserfreien Bedingungen
zugegeben. Die Reaktionsmischung wird tber Nacht unter Ruckfluld erhitzt. Bereits nach
kurzer Zeit bildet sich ein graulicher Niederschlag. Nach Beendigung der Reaktion gibt man
100 ml Diethylether zu und filtriert die Reaktionsmischung durch eine Glasfritte. Der
Ruckstand wird grundlich mit Diethylether nachgewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen werden am Rotationsverdampfer eingeengt, die verbliebene Essigsdure wird im
Hochvakuum entfernt. Man erhélt 1,8 g (42 %) eines braunlichen Ols, das nach einiger Zeit

kristallisiert.

Alternativ kann 150 auch durch Acetylierung des Triols 141 mit Essigsdureanhydrid und
Pyridin geschehen.

QBn
- OAc

““OAC
OAcC

150
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i

L e e LA S e S e
35 3.0 25 20 15 10 0.5

0

L e e e R N
75 7.0 6.5

T
6.0 55 5.0 45 40
(

ppm)

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 =2.01 (s, 3H, 2CH3C(0)); 2.03 (s, 3H, CH3C(0)); 4.28 (ddd, 1H, J= 7.8 Hz, J=5.0 Hz, J =
2.7 Hz, CH-1); 452 und 4.66 (2d, 2H, J = 11.7 Hz, AB-System, CH,Ph); 5.24 (dd, 1H, J =
11.2 Hz, J = 8.1 Hz, CH-3); 5.35 (dd, J = 111.3 Hz, J = 8.1 Hz, CH-2); 5.57 (ddd, 1H, J= 7.6
Hz, J = 4.8 Hz, J = 2.5 Hz, CH-4); 5.62 (dt, 1H, J = 10.3 Hz, J = 2.3 Hz, CH-5 oder CH-6);
5.84 (dt, 1H, J=10.7 Hz, J= 1.8 Hz, CH-5 oder CH-6); 7.25-7.36 (m, 5H, C¢Hs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8[ppm] = 20.51; 20.60; 20.73 (3 CH3, CH3C(O)); 71.18 (CH,, CH,Ph); 71.65 (CH, C-3);
71.79 (CH, C-4); 72.10 (CH, C-2); 76.45 (CH, C-1); 126.06 und 129.16 (2CH, C-5 und C-6);
127.71; 127.80; 128.35 (3CH, CgHs); 137.58 (C, CgHs); 169.59; 169.96; 170.07 (3C,
CH3C(0));

R-Wert:  0.40(CH/EE1:1); 048(CH/EE1:2); 0.22(CH/EE2: 1)
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4.1.66 Darstellung von 1-O-Benzyl-4-(di-O-benzyl-phospho-konduritol-B (152)

3,07 g (14,1 mmol) 140/147 werden in 100 ml abs. Dichlormethan geldst und mit 4,7 g (16,9
mmol, 1,2 eq.) Dibenzylphosphat versetzt. Die Lésung ruhrt Gber Nacht. Anschlief3end wird
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand aus viel
Essigsdureethylester umkristallisiert. Man erhdlt 2,8 g (40 %) eines volumindsen, farblosen
Feststoffs.

OBn

i wOH
¥ OH
o[P|

152

S —
5.60 40 39 38 37
(Ppm) (ppm) (ppm)

e e e s R R
75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 2.0 15 1.0 0.5
(ppm)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 =3.71 (m, 2H, CH-2 undH-3); 4.05 (m, 1H, CH-1); 4.39 (s-b, OH); 4.69 und 4.79 (2d, 2H,
AB-System, J = 11.7 Hz, CH,Ph); 4.78 (m, 1H, CH-4); 4.97-5.11 (m, 5H, CH,-OP); 5.47 (dt,
1H, J = 10.7 Hz, J = 2.0 Hz, CH-6); 5.72 (dt, 1H, J = 10.7 Hz, J = 2.0 Hz, CH-5); 7.23 (m,
5H, CeHs)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8 = 69.89 (¥t, CH,, J= 5.6 Hz, CH,CgHy); 72.45 (CH,, CH,Ph); 74.54 (d, CH, J= 3.0 Hz, C-
3); 74.91 (s, CH, C-2); 78.37 (s, CH, C-1); 79.74 (d, CH, J= 5.1 Hz, C-4); 127.77 (d, CH, J =
7.1 Hz, C-5); 127.70; 127.77, 127.83; 127.98; 128.08; 128.30; 128.40; 128.45; 128.56;
128.65; 128.73 (11CH, CgHs); 130.3 (s, CH, C-6); 135.42;135.48 (2C, CsHs-CH,P); 138.31
(C, CeHs)

3Ip{*H}-NMR (CDCls, 161 MHz)
§=0.95

$IP.NMR (CDCl3, 161 MHZ)
§=0.95 (Wsext, JP, H) = 8.0 Hz)

4.1.67 Darstellung von 2,3-Di-O-acetyl-1-O-benzyl-4-(di-O-benzyl-phospho-konduritol-B
(192)

200 mg (0,40 mmol) 152 werden unter Eiskihlung mit einer Mischung aus 5 ml
Essigsaureanhydrid und 5 ml Pyridin versetzt. Die Losung ruhrt Gber Nacht. Anschlief3end
werden die fltchtigen Anteile der Reaktionsmischung im Hochvakuum entfernt. Man erhélt
230 mg (98 %) eines gelben Ols.

OBn
OAC

OAc

191
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T T I
5.7 52 51

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

'H-NMR (CDCl3, 400 M Hz)

8 = 1.86 (s, 3H, CH3C(0)); 1.98 (s, 3H, CH3C(0); 4.24 (m, 1H, CH-1); 4.49 und 4.60 (2d,
2H, AB-System, J = 12.0 Hz, C-1-Benzyl); 4.98 (m, 4H, CH»-OP); 5.07 (m, 1H, CH-4); 5.25
(dd, 2H, J= 5.3 Hz, J = 2.3 Hz, CH-2 und CH-3); 5.69 (dit, 1H, J = 10.7 Hz, J = 2.0 Hz, CH-
6); 5.80 (dt, 1H, J= 10.2 Hz, J= 1.6 Hz, CH-5); 7.23-7.35 (m, 15H, C¢Hs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8 = 20.42 und 20.62 (2CH3, CH3C(0)); 69.49 (d, CHy, J = 5.1 Hz, POCH,CsHe); 71.37 (CH,,
CH,Ph); 72.00 (CH, C-2); 72.26 (d, CH, J = 6.1 Hz, C-3); 76.07 (d, CH, J = 6.1 Hz, C-4);
76.42 (CH, C-1); 126.49 (d, CH, J = 3.1 Hz, C-5); 127.77; 127.88; 127.91; 128.41; 128.55;
(5CH, CgHs); 129.27 (d, CH, J= 3.1 Hz, C-6); 135.48 (d, C, J = 4.1 Hz, POCH,CgHs); 135.55
(d, C, J= 3.1 Hz, POCHC¢Hs); 137.13 (C, CsHs); 169.64; 169.97 (2C, CHsC(O))

3Ip{*H}-NMR (CDCls, 161 MHz)
§=-0,69

$IP.NMR (CDCl5, 161 MHZ)
5 =-0,69 (¥sext, JP, H) = 8.0 Hz)
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4.1.68 Darstellung von 1-O-Benzyl-2,3-bis-O-(2-0x0-5,6-benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)-
4-(di-O-benzyl)-phospho-konduritol-B (156)

Zu einer Suspension aus 420 mg (6 mmol) 1H-Tetrazol und 300 mg Konduritol 152 (0,6
mmol) in 30 ml abs. Dichlormethan werden unter inerten Bedingungen 450 mg (1,88 mmoal,
1,5 eq.) Phosphorylierungsmittel 55 gegeben. Die Losung ruhrt Gber Nacht, wird auf -40 °C
gekdhlt und mit einer Losung von 1 g (4,1 mmol) trockener, 70 %-iger mCPBA in 20 ml
Dichlormethan versetzt. Die Losung rthrt 30 min. bel -40 °C und wird dann langsam auf
Raumtemperatur erwdrmen lassen. Die Losung wird zweimal mit 20%-iger Natriumsulfit-
Losung, dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und einma mit ges.
Natriumchlorid-Losung extrahiert, die organische Phase wird getrocknet und das
L 6sungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhét 570 mg (92 %) 156 als farblosen Schaum.

Das Produkt kann saulenchromatographisch gereinigt werden (Dichlormethan:Methanol
96:4).

OBn

'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 = 4.35 (m, 1H, CH-1 oder CH-4); 4.69-5.26 (m, 15H); 5.45-5.58 (m, 2H); 5.77 (d, 1H, J =
10.7 Hz, CH-5 oder CH-6); 5.86 (d, 1H, J = 10.2 Hz, CH-5 oder CH-6); 7.26-7.36 (m, 18H,
CsHs und CgHy)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

8 =68.32 (d, CHy, J = 6.1 Hz); 68.79 (d, CHy, J = 7.1 Hz); 68.97 (d, CHy, J = 7.1 HZ); 69.10
(d, CHa, J = 8.1 Hz); 69.61 (d, CHy, J = 6.1 Hz); 69.78 (d, CH, J = 6.1 Hz); 79.19 (s, CH> ,
C1-OBn); 76.68; 77.63 (2C); 78.44 (3CH, jewils m, C-1 bis C-4); 125.97 und 130.18 (CH, C-
5 und C-6); 127.78; 127.83; 127.91; 128.10; 128.35; 128.47; 128.51; 128.61; 128.77; 128.87;
128.95; 129.10 (12CH, CgHs und CgHa); 134.38; 134.88; 135.03; 135.17; 135.30; 135.46;
135.54; 135.62; 136.94; 1377.45 (10C, CeHs und CgH.)
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31p{’H}-NMR (CDCl3, 161 MH2z)
§ = -1.96 (PC-2 oder PC-3); -0,80 (PC-4); -0,29 (PC-2 oder PC-3)

$'P_.NMR (CDCls, 161 MH2z)
8 =-1.96 (m); -0,80 (Wsext, JP, H) = 7.5 Hz); -0,29 (m)

4.1.69 Darstellung von 1-O-Benzyl-5, 6-bis-O-(2-ox0-5,6-benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-
yl)-4-(di-O-benzyl)-phospho-konduritol-B (157-syn) und 6-O-Benzyl-4, 5-bis-O-(2-0x0-5,6-
benzo-1,3,2-dioxaphosphep-2-yl)-3-(di-O-benzyl)-phospho-konduritol-B (157-anti)

300 mg (0,35 mmol) 156 werden in einem Gemisch aus 15 ml Acetonitril gel6st. Die Lésung
wird im Eisbad gekthlt. Es wird eine Lésung aus 112 mg (1,5 mmol) Natriummetaperiodat
und 9 mg Rutheniumtrichlorid zugegeben. Nach 12 min. wird die Reaktion durch Eingief3en
in 100 ml 20 % Natriumthiosulfat-L 6sung abgebrochen. Die wéal¥ige Phase wird sechsmal mit
50 ml Essigsaureethylester extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen werden mit ges.
Natriumchlorid-Lésung  extrahiert, Uber Magnesiumsulfat  getrocknet  und am
Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Man erhdt 310 mg (99 %) eines farblosen
Feststoffs.Das Verhdtnis der Isomeren 157-anti zu 157-syn kann durch **P-NMR-Spektren
abgeschétzt werden und betréagt ca. 2:1.

OBn OBn
HO.,, f LaP] HO: i LaP]
HOY > ~oP]  HO” > dP]
o[ P
157-anti 157-syn

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)

§ = 70.97 (s, CH); 71.45 (s, CH); 76.99 (m, CH); 77.99 (m, CH); 78.07 (m, CH); 79.66 (s,
CH) (6CH, 157-anti); 70.81 (s, CH); 77.30 (m, CH); 78.70 (m, CH); 78.98 (m, CH); 80.31
(m, CH) (5CH, 157-syn); 72.48 (CH,, OBn-157-anti); 71.70 (CH,, OBn-157-syn); 70.44 (dd,
CH,, J=122 Hz, J= 6.1 Hz, CH,-OP); 68.8369.67 (m, CHy); 67.46 (d, CH,, J = 6.1 Hz),
127.50-130.76 (CH, CsHs und CgH.); 135.07-138.27 (C, CHs und CeHa)
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31p{’H}-NMR (CDCl3, 161 MH2z)
& =-0.35; -1.26; -1.74 (157-syn); -0.01; -1.34; -1.58 (157-anti)

4.1.70 Darstellung von Ins(4,5,6)P3 (159) und (£)-1ns(3,4,5)P3(158)
100 mg Palladium auf Kohle (Degussa NW/10) werden in 10 ml Ethanol und 20 ml Wasser

suspendiert und mit Wasserstoff Uberlagert. Das Gemisch rdhrt 30 min. Anschlief3end werden
190 mg (0,21 mmol) Triphospho-Inositol-Gemisch 157 in 20 ml Ethanol aufgenommen und
der Katalysatorsuspension zugegeben. Die Reaktionsldsung wird erneut mit Wasserstoff
Uberlagert und 36 h unter Wasserstoff-Atmosphére gerthrt. Zu der Losung werden 100 ml
Wasser gegeben. Nach weiteren 15 min. Rihrens wird der Katalysator abfiltriert, das Ethanol
im Hochvakuum weitgehend entfernt und der Rest der Losung lyophilisiert. Der Rickstand
wird in 5 ml Wasser aufgenommen und erneut lyophilisiert. Man erhdt 90 mg (100 %) eines
leicht gelblichen Schaums. Nach Aufreinigung von ca. 50 % der erhaltenen Menge Uber
HPLC (saures System) erhdlt man 10 mg (24 umol) Ins(4,5,6)P,4 (159) und 20 mg (48 wmol)
Ins(3,4,5)Ps (158).

HPLC (Mono-Q): 158: 30.0 min. (HCI-System)
159: 32,9 min (HCI-System)

Analytische Daten fur 158: Siehe S. 266.
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Analytische Daten fur 159:

52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31
(ppm)

'H-NMR (D0, 400 MHz, pH auf 8.5 eingestellt (ND4OD))

& = 3,64 (dd, 2H, 3J(H, H) = 2.0 Hz, 3J(H, H) = 9.7 Hz, CH-1 und CH-3); 3.98 (¥s, 1H, CH-
2); 4.00 (¥q, 1H, 3J(H, H) = 3J(P, H) = 9.2 Hz, CH-5); 4.19 (¥q, 2H, %J(H, H) = 3J(P, H) = 9.0
Hz, CH-4 und CH-6)

BC-NMR (D,0, 400 MHz, pH auf 8.5 eingestelIt (ND,OD))
8 =71.33 (s, CH, C-2); 71.69 (s, CH, C-1 und C-3); 75.94 (m, CH, C-4 und C-6); 78.00 (m,
CH, C-5)

$P{'H}-NMR (D0, 161 MHz, pH auf 8.5 eingestellt (ND,OD))
& = 2.07 (PC-5); 5.67 (PC-4 und PC-6)

$'P_.NMR (D0, 161 MHz, pH auf 8.5 eingestellt (ND,OD))
§=2.07 (d, 1P, 3J(P, H) = 9.4 Hz, PC-5); 5.67 (d, 2P, *J(P, H) = 8.3 Hz, PC-4 und PC-6)
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4.1.71 Darstellung von 1-O-Benzyl-4-(di-O-benzyl)-phospho-inositol (185-syn) und 6-O-
Benzyl-3-(di-O-benzyl)-phospho-inositol (185-anti)

500 mg (1,0 mmol) 152 werden in einem Gemisch aus 10 ml Acetonitril und 10 ml
Dichlormethan gel6st. Die Losung wird im Eisbad gekihlt, dabei fallen Teile des Edukts aus.
Es wird eine Losung aus 320 mg (1,5 mmol) Natriummetaperiodat und 26 mg (0,1 mmol)
Rutheniumtrichlorid zugegeben. Nach 7 min. wird die Reaktion durch Eingief3en in 100 ml
20 % Natriumthiosulfat-Ldsung abgebrochen. Die wél¥rige Phase wird sechsma mit 50 ml
Essigsdureethylester extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen werden mit ges.
Natriumchlorid-Lésung  extrahiert, Uber Magnesiumsulfat  getrocknet  und am
Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Man erhdlt 530 mg (100 %) eines farblosen
Feststoffs.Das Verhdtnis der Isomeren 185-anti zu 185-syn kann durch **P-NMR-Spektren
abgeschétzt werden und betréagt 2,3:1.

OBn OBn
HO., f OH HO: f wOH
HO™ ™" “OH HO” ™" “OH

oP] P

185-anti 185-syn

'H-NMR (de-DM SO, 400 MHZ)

& = 3.19 (m), 3.37(m), 3.43 (m); 3.66 (M); 3.99 (m); 4.36 und 4.91 (2d, AB-System, J = 9.7
Hz); 4.56 und 4.64 (2d, AB-System, J = 12.2 Hz); 4.76 (m); 4.91 (t, J = 5.6 Hz); 4.96 (d, J =
5.1 Hz); 5.07 (m); 5.12 (dd, J= 9.4 Hz, J= 4.8 Hz); 7.19-7.40 (m)

B3C-NMR (ds-DM SO, 101 MH2z)

§ = [69.52 (CH); 70.29 (d, CH, J = 2.9 Hz); 72.00 (CH); 73.43 (d, CH, J = 2.9 Hz); 79.47
(CH); 81.79 (d, CH, J = 7.6 HZ) (6CH, 185-syn)]; [70.81 (CH); 71.09 (d, CH, J = 6.7 H2);
7.49 (CH); 74.43 (CH); 78.91 (d, CH, J = 5.7 Hz); 81.50 (CH) (6CH, 185-anti); 68.33 (d,
CH,, J = 5.7 Hz, POCH,Ph ); 68.68 (d, CH,, J = 5.3 Hz, POCH,Ph); 71.09 (CH,, CH.Ph,
185-syn); 73.43 (CH,, CH,Ph, 185-anti); 126.86-128.33 (17CH, CgHs); 136.26 und 136.34
(jed, C, J=4.1), POCgHs von 185-syn); 136.50 und 136z.67 (d, C, J= 2.0 Hz, OPCgHs von
185-anti); 139.19 (C, CH,Ph von 185-syn); 139.77 (C, CH,Ph von 185-anti)
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S1p{*H}-NMR (de-DM SO, 161 MHz)
& = -0.54 (185-anti); 0.33 (185-syn)

*P.NMR (ds-DM SO, 161 MH2z)
0 =-0.54 (Wsext, J= 7.2 Hz, 185-anti); 0.33 (m, 185-syn)

4.1.72 Darstellung von  2-O-Acetyl-1-O-benzyl-4-(di-O-benzyl)-phospho-konduritol-B
(160) und 2-O-Acetyl-6-O-benzyl-3-(di-O-benzyl)-phospho-konduritol-B (186)

300 mg (0,57 mmol) 185 werden mit einer Spatelspitze PTS in 50 ml abs. THF gelost. Es
werden 0,6 ml (4,4 mmol) Orthoessigsauretriethylester zugegeben. Die Reaktionsl ésung ruhrt
drei Tage. Anschlief3end wird die Reaktionslésung am Rotationsverdampfer bis zur Trockne
eingeengt und mit 20 ml 80 %-iger Essigsdure 1 h gerdhrt. Die Losung wird im Vakuum
erneut zur Trockne eingeengt, der Rickstand in Dichlormethan (100 ml) aufgenommen und
zweimal mit ges. Natriumhydrogencarbonat- und einmal mit ges. Natriumchlorid-L&sung
extrahiert. Die organische Phase wird anschlief3end Uber Mganesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Man erhélt 298 mg (92 %) eines gelblichen
Feststoffs.

OBn OBn
HO,, f OH AcO: f .OH
AcO™ > NOH HO” ™" “OH
186 160

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 = 2.03 (s, 3H, CH3C(0), 186); 2.05 (s, 3H, CH3(C(0), 160); 3.36 (m); 3.52 (t, 1H, J = 9.4
Hz, 186); 3.57-3.77 (m); 4.18 (dt, J = 2.8 Hz, J = 9.4 Hz, CH-1 oder CH-3 186); 4.38 (m);
4.43 und 4.69 (2d, 2H, AB-System, J = 11.2 Hz, 186); 4.74-5.09 (m); 5.53 (s, 1H, CH-2 186);
5.61 (s, 1H, CH-2 160); 7.10-7.37 (m, C¢Hs)
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3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)

186: (Zuordnung nach Signalintensitat)

8 =20.77 (CHs, CH3C(0)); 69.35 (d, CH, J= 3.8 Hz); 69.91 (CH); 72.60 (d, CH, J= 2.9 Hz);
74.63 (CH); 77.02 (d, CH, J= 6.7 Hz); 81.30 (CH); 69.67-70.14 (m, CH,); 75.31 (CH,, OBN);
127.79-128.77 + 130.02 (m, CH, CeHs); 135.60-135.91 (m, C, CeHs); 138.72 (C, OBn);
170.77 (C, CH3C(0))

160:

21.54 (CH3, CH3C(O)); 70.40 (CH); 72.15 (CH); 72.44 (CH); 77.37 (d, CH, J=3.8 Hz); 77.51
(CH); 81.89 (d, CH, J = 6.7 Hz); 69.67-70.14 (m, CH,); 67.19 (CH,, OBn); 127.79-128.77 +
130.02 (m, CH, CgHs); 135.60-135.91 (m, C, C¢Hs); 137.53 (C, OBn); 171.07 (C, CH3C(O)

31p{’H}-NMR (CDCl3, 161 MH2z)
& =-0.52 (186); 0.16 (160)

HR-MS (ESI-+)
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4.1.73 Darstellung von (#)-Ins(1,3,4,5)P4(13) und (#)-1ns(1,4,5,6)P4 (54)

Zu einer Suspension aus 175 mg (2.5 mmol, 1,7 eg. pro OH-Gruppe) 1H-Tetrazol und 210 mg
(0,37 mmol) eines Gemisches der beiden Verbindungen 160 und 186 in 30 ml abs.
Dichlormethan werden unter inerten Bedingungen 457 mg (1,91 mmol, 1,3 eg. pro OH-
Gruppe) Phosphorylierungsmittel 55 gegeben. Die Losung ruhrt Gber Nacht, wird auf -40 °C
gekdhlt und mit einer Losung von 1 g (4,1 mmol) trockener, 70 %-iger mCPBA in 20 ml
Dichlormethan versetzt. Die Losung rthrt 30 min. bel -40 °C und wird dann langsam auf
Raumtemperatur erwdrmen lassen. Die Losung wird zweimal mit 20%-iger Natriumsulfit-
Losung, dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und einma mit ges.
Natriumchlorid-Losung extrahiert, die organische Phase wird getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es verbleiben 400 mg (97 %) eines farblosen Schaums,
die direkt einer Hydrogenolyse unterworfen werden.

300 mg Palladium auf Kohle (Degussa NW/10) werden in 10 ml Ethanol und 20 ml Wasser
suspendiert und mit Wasserstoff Uberlagert. Das Gemisch rdhrt 30 min. Anschlief3end werden
200 mg (0,18 mmol) des Inositol-Gemischs 161/162 in 20 ml Ethanol aufgenommen und der
Katalysatorsuspension zugegeben. Die Reaktionddsung wird erneut mit Wasserstoff
Uberlagert und 36 h unter Wasserstoff-Atmosphére gerthrt. Zu der Losung werden 100 ml
Wasser gegeben. Nach weiteren 15 min. Rihrens wird der Katalysator abfiltriert, das Ethanol
im Hochvakuum weitgehend entfernt und der Rest der Losung lyophilisiert. Der Rickstand
wird in 5 ml Wasser aufgenommen und erneut lyophilisiert. Der verbliebene Riickstand wird
unter Eisktihlung in 20 ml 0,25 M NaOH aufgenommen. Die L6ésung ruhrt zur Abspaltung der
Acetat-Gruppen Uber Nacht bel Raumtemperatur nach. Die Ldsung wird neutralisiert und
kann direkt zur ionenchromatographischen Aufreinigung eingesetzt werden. Diese
Aufreinigung wird zur Zeit durchgefuhrt, HPLC-Chromatogramme liegen bereits vor und

bestétigen die erfolgreiche Freisetzung. Das Verhédtnis von 13 zu 54 betragt ca. 2:1.

HPLC (Mono-Q) 13: t = 37.25 min (saures System).
54. t = 44.00 min.(saures System)
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4.1.74 Darstellung von (#)-Ins(1,2,3,4,5)Ps (163) und (#)-I1ns(1,3,4,5,6)Ps (164)

Zu einer Suspension aus 84 mg (1,2 mmol) 1H-Tetrazol und 80 mg (0,15 mmol) des
Gemisches der beiden Diastereomere 185-anti und 185-syn in 30 ml abs. Dichlormethan
werden unter inerten Bedingungen 188 mg (0,8 mmol, 1,3 eq. pro OH-Gruppe)
Phosphorylierungsmittel 55 gegeben. Die Losung ruhrt Uber Nacht, wird auf -40 °C gekihlt
und mit einer Lésung von 1 g (4,1 mmol) trockener, 70 %-iger m-CPBA in 20 ml
Dichlormethan versetzt. Die Losung rthrt 30 min. bel -40 °C und wird dann langsam auf
Raumtemperatur erwdrmen lassen. Die Losung wird zweimal mit 20%-iger Natriumsulfit-
Losung, dreimal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und einma mit ges.
Natriumchlorid-Losung extrahiert, die organische Phase wird getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhdit 190 mg (100 %) 162 als fast farblosen
Schaum.

300 mg Palladium auf Kohle (Degussa NW/10) werden in 10 ml Ethanol und 20 ml Wasser
suspendiert und mit Wasserstoff Uberlagert. Das Gemisch rdhrt 30 min. Anschlief3end werden
190 mg (0,15 mmol) des Inositol-Gemischs 162 in 20 ml Ethanol aufgenommen und der
Katalysatorsuspension zugegeben. Die Reaktionddsung wird erneut mit Wasserstoff
Uberlagert und 36 h unter Wasserstoff-Atmosphére gerthrt. Zu der Losung werden 100 mi
Wasser gegeben. Nach weiteren 15 min. Rihrens wird der Katalysator abfiltriert, das Ethanol
im Hochvakuum weitgehend entfernt und der Rest der Losung lyophilisiert. Der Rickstand
wird in 5 ml Wasser aufgenommen und erneut lyophilisiert. Man erhdlt 80 mg (92 %) eines
leicht gelblichen Schaums. Die Aufreinigung findet zur Zeit statt, HPLC-Chromatogramme
liegen bereits vor und bestétigen die erfolgreiche Freisetzung.164 und 163 liegen demnach

(wie erwartet) im Verhdltnis 2:1 in der Reaktionslésung vor.

HPLC (Mono-Q)  163:t = 47.7 min (saures System).
164: t = 53.7 min.(saures System)
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4.1.75 Darstellung von myo-Inositol-1,2,3-Trisphosphat (166)

Die enzymatische Reaktion wird bei Raumtemperatur auf einem Reziprokschiittler
durchgeftihrt (70 rpm). Die Endpufferkonzentration entspricht dabel der fur den InsPs/InsP,-
Phosphohydrolase-Aktivitats-Assay verwendeten Konzentration (d.h.: 50 mM Mes/Na', 1
mM MgCl,, 0,1 % Triton X-100 hydr. (Cabiochem), pH 5.5). Es wird bel ener
Substratkonzentration von 300 uM racemischem 61 und einer Volumenaktivitét von ca. 3-3.5
mU/ml (was 50-75 % der Gesamtaktivitdt eines Extraktes aus 10™ Zellen entspricht)
gearbeitet. Nach ca. 1,5 h war das eingesetzte Tetrakisphosphat vollstdndig umgesetzt.
Abhangig von der Menge freigesetzten Phosphats wurde dreimal neues Substrat zugegeben.
Um die Vollstandigkeit des Umsatzes zu Uberprifen, wurde ein Aliquot mittels HPLC-MDD
(saures System) untersucht. Nach Reaktionskontrolle wurde die Reaktion durch Zugabe von 3
ml 0.5 M HCI gestoppt. Der pH der Reaktionslsung wurde auf 6 eingestellt und der gebildete
Niederschlag durch Zentrifugation abgetrennt (6000g, 15 min. Raumtemperatur. Der
Uberstand wurde um einen Faktor 10 mit Wasser verdiinnt und ionenchromatographisch
durch HPLC aufgearbeitet. Eine exakte Quantifizierung der erhaltenen Inositolmenge erfolgte
durch Bestimmung des Phosphatgehaltes, die erzielte Ausbeute nach Chromatographie betrug
ca. 65 % (10 umal).

166
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.

52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31
(ppm)

'H-NMR (D;0, 400 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND,OD)):

& = 3.39 (t, 1H, 3J(H4,Hs) = *J(Hs,He) = 9.41 Hz,CH-5); 3.79 (t, 2H, J = 9.7 Hz, CH-4 und
CH-6); 3.99 (t, J = 9.2 Hz, CH-1 und CH-3); 4.88 (dt, 1H, J(H1,H>) = 3J(H,,H3) = 2.6 Hz,
3)(H.,P) = 10.2 Hz, CH-2)

BC-NMR (D,0, 101 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND,OD))
71.73(d, 2C, CH, J= 6.8 Hz, C-4 und C-6), 73.80 (CH, C-5), 74.36 (d CH, J = 6.2 Hz, C-2),
74.68 (dd, 2C, CH, J= 2.9 Hz, J= 5.7 Hz, C-1 und C-3)

3IP{*H}-NMR (D0, 162 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND4OD))
2.22 (PC-1 und PC-3); 2.16 (PC-2)

HPLC (Mono-Q): 37.6 min. (alk. System)

4.1.76 Darstellung von myo-Inositol-1,5,6 -trisphosphat (158)

Die enzymatische Reaktion wird bei Raumtemperatur auf einem Reziprokschuttler
durchgefiihrt (70 rpm). Die Endpufferkonzentration entspricht dabel der fir den InsPy/InsPs-
Phosphohydrolase-Aktivitdts-Assay verwendeten. Eswird bel einer Substratkonzentration von



V. Experimenteller Teil 265

300 uM 54 und einer Volumenaktivitdét von ca. 3-3.5 mU/ml (was 50-75 % der
Gesamtaktivitét eines Extraktes aus 10™ Zellen entspricht) gearbeitet. Nach ca. 1,5 h war das
eingesetzte Tetrakisphosphat 54 vollstandig umgesetzt. Abhdngig von der Menge
freigesetzten Phosphats wurde dreimal neues Substrat zugegeben. Um die Vollstandigkeit des
Umsatzes zu Uberprifen, wurde ein Aliquot mittels HPLC-MDD (saures System) untersucht.
Nach Reaktionskontrolle wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 ml 0.5 M HCI gestoppt. Der
pH der Reaktionsldsung wurde auf 6 eingestellt und der gebildete Niederschlag durch
Zentrifugation abgetrennt (6000g, 15 min. Raumtemperatur. Der Uberstand wurde um einen
Faktor 10 mit Wasser verdunnt und ionenchromatographisch durch HPLC aufgearbeitet. Eine
exakte Quantifizierung der erhaltenen Inositolmenge erfolgte durch Bestimmung des
Phosphatgehaltes, die erzielten Ausbeuten nach Chromatographie betrugen 70-80 % (10-
12umol). Bel der Darstellung von 158a wird zusétzlich ein InsP.-Isomer erhalten, das als
Ins(1,6)P, (165a) identifiziert werden konnte.

Zur Darstellung von 158a wird 54a eingesetzt, zur Synthese von 158b das andere Enantiomer
54b.
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'H-NMR (D;0, 400 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND,OD)):

& = 3.64 (dd, 1H, 3J(Hz,Hs) = 3.0 Hz, 3J(H3,H4) = 10.1 Hz ,CH-3); 3.80 (¥t, 1H, 3J(Hs,Ha) =
3)(Ha,Hs) = 9.6 Hz, CH-4); 3.98 (¥q, 1H, 3J(H.,Hs) = 3J(Hs,He) = 3J(Hs,P) = 9.0 Hz, CH-5);
4.07 (d¥t, 1H, 3J(Hy,H,) = 3.0 Hz, 3J(Hy,He) = 3J(H.,P) = 9.7 Hz, CH-1); 4.20 (¥t, 1H,
33(H1,Ho) = 3)(H2,Hs) = 3.0 Hz, CH-2); 4.37 (¥q, 1H, 3J(H4,Hs) = 3J(Hs,He) = 3J(He,P) = 9.3
Hz, CH-6).

BC-NMR (D,0, 101 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND,OD))
& = 70.60 (d, CH, J = 2.7 Hz, C-3), 73.75 (CH, C2), 74.04 (d, CH, J = 3.0 Hz, C-4), 77.05
(dd, CH, J=2.0 Hz, J= 6.0 Hz, C-1), 78.42 (m, CH, C-6), 80.76 (dd, CH, J=3.0Hz, J= 6.1

Hz, C-5)

P.NMR (D0, 162 MHz, pH auf 6 eingestellt (ND4OD))
§=2.17 (PC-1); 2.77 (PC-5); 2.87 (PC-6)

MS (+-ion FAB)
m/'z. 420.9 [M", 16], 277.2[5], 202.1 [22] 185.1[80], 110.2 [100]

HR-MS
m/z: 420.966 [M+H]", calcd for CeH16015P3 420.9702

HPLC (Mono-Q): 30.0 min. (HCI-System)

Drehwert flr b-myo-Inositol-1,5,6 -trisphosphat (158a)

[a]® =+2.2° (c = 2.3, H,0, freie Saure)

Lit*: [a]? =- 2.8 ° (c = 1.43, H,0, Na'-Sal2);

Drehwert fur pD-myo-Inositol-3,4,5 -tetr akisphosphat (54b)

[a]? =- 4.6 ° (c = 1.4, H,0, freie Saure)
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Nebenprodukt bel der Darstellung von 158a: Ins(1,6)P»

165a

A

49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27
(ppm)

'H-NMR (D0, 400 MHz, pH auf 9,5 eingestellt (ND4OD)):

& = 3.45 (Pt, 1H, 3J(HaHs) = *J(Hs,He) = 9.2 Hz ,CH-5); 3.56 (dd, 1H, *J(H,,H3) = 2.5 Hz,
33(H3,H4) = 10.2 Hz, CH-3); 3.65 (Pt, 1H, 3J(H3,H4) = 2J(Ha,Hs) = 9.7 Hz, CH-4); 3.86 (d¥q,
1H, 3J(Hy,H, = 2.0Hz, 3J(Hy,He) = 3J(H,P) = 9.2 Hz, CH-1); 4.10 (Yq, 1H, 3J(Hy,He) =
3)(Hs,Hg) = *J(He,P) = 8.7 Hz, CH-6); 4.34 (¥t, 1H, 2J(Hy,H,) = *J(Hz,Hs) = 2.5 Hz, CH-2);

B3C-NMR (D0, 101 MHz, pH auf 9,5 eingestellt (ND,OD))
8 = 70.80 (s, CH); 71.45 (s, CH); 72.76 (s, CH); 73.75 (t, CH, J = 5.7 Hz); 75.20 (s, CH);

75.59 (dd, CH, J=7.6 Hz, J=5.7 Hz);

$'P_NMR (D0, 162 MHz, pH auf 9,5 eingestellt (ND,OD))
5 =3.56; 6.08

HPLC (Mono-Q): 24,9 min. (HCI-System)
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4.1.77 Phosphat-Assay

Ein Aliquot (10 ul) der zu analysierenden Probe wird in einer Mikrotiter-Platte vorgelegt. 100
ul Phosphatreagenz wird zupipettiert. Zur Beendigung der Reaktion gibt man nach 1 min. 10
ul Natriumcitrat-Losung zu. Zur vollstandigen Farbentwicklung wird die Probe 20 min. bei
Raumtemperatur geschittelt und die Platte anschlief3end in einem Mikrotiterplatten-Reader
(Bio-Rad., Modell 450) bei A=595 nm ausgelesen

Zusammensetzung der L ésungen:

a) Phosphatreagenz: 735 Volumenteile 0,045 % (w/v) Malachitgriin-Hydrochlorid (Sigma) in
bidest. Wasser werden zu 245 Volumenteilen 4,2 %-iger
Ammoniummolybdat-Losung in 4M HCI gegeben. Die Ldsung rihrt 24 h
und wird anschlief3end mit 20 Volumenteilen 2% (v/v) Tergitol NP-10
(Sigma) versetzt. Die Losung wird filtriert und ist mehrere Monate

lagerfahig.

b) Natriumcitrat-L 6sung: 34 % (w/v) Trinatriumcitrat-2H,O-L 6sung

4.1.78 Phytase-Tests

Eine 100 uM Losung des Substrats wurde in 40 mM Mes/Na'-Puffer pH 5 bei 22°C
umgesetzt. Die Menge freigesetzten Phosphats wurde Uber den oben beschriebenen
Malachitgrin-Assay bestimmt, die resultierenden Regioisomere wurden Uber HPLC-
Chromatographie und Vergleich mit Standards identifiziert.

4.1.79 Darstellung von Ins(1,2,4)P3;(168a)

Die enzymatische Reaktion wird bei Raumtemperatur auf einem Reziprokschiittler
durchgefuhrt (70 rpm). Es wird bel einer Substratkonzentration von 400 uM und einer
Volumenaktivitét von ca. 10 mU/ml gearbeitet. Das Substrat wurde in 4 Portionen a 5 umol
zugegeben. Zwischen den einzelnen Zugaben wird jeweils 1 h reagieren lassen, zudem wird
die Reaktion nach der letzten Zugabe noch 90 min. nachgertihrt. Es wird in einem Puffer (40
mM BIS/TRIS, 80 mM Sucrose; 20 mM Magnesiumchlorid und 1 mM EDTA) gearbeitet.
Nach Beendigungbh der Resktion wird das Enzym entfernt und die Probe
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ionenchromatographisch von Phosphat befreit. Die Probe weist eine Isomerenreinheit von
>99,8 % auf. Man erhélt 8,3 mg (ca. 20umoal) 1ns(1,2,4)P; (168b) (98 %).

HPLC (Mono-Q): 168a: t = 43,6 min. (alkalisches System)

4.1.80 Darstellung von Ins(2,3,6)P3; (168b)

6ml Enzyml6sung (Proteingehalt 1 mg/ml; 10 mU/ml, 50 mM TRIS/HCI, 400
mM NaCl, 1ImM EDTA, 0,1 % Triton X-100, pH 7,7)

3ml 250 mM Mes/Na’, pH 5.15

3ml H>O

0,8ml 20 mM Ins(1,2,3,6)P4 (61b) (16 umol)

werden zusammengegeben und 9 h bel 37 °C zur Reaktion gebracht. Die
Reaktion wird anschlief3end durch Zugabe von 3 ml 2,5 N HCI abgestoppt,
das Enzym abzentrifugiert und die Reaktions ésung
ionenchromatographisch aufgereinigt. Man erhdt 4,6 mg (ca. 11umol)
Ins(2,3,6)P;5 (168b) (69 %).

HPLC (Mono-Q): 168b: t = 43,6 min. (alkalisches System)

4.1.81 Darstellung von 1-O-Benzyl-konduritol-B-3,4-carbonat (145)

In einem Dreihal skolben mit KPG-RUhrer, Innenthermometer und Blasenzadhler werden 1,45 g
(4,8 mmol) 1-O-Benzyl-3-brom-2,4-dihydroxy-5-cyclohexen 139 in 100 ml absTHF
vorgelegt. Nach Zugabe von 2,2 ml (13,8 mmol) DBU und von einem Lo6ffel von festem
Natriumsulfat, wird der Reaktionsansatz bei —75 °C gekihlt.Kohlendsioxid wird in die
Reaktionslésung eingeleitet. Nach einer Reaktionszeit von 2 h, werden 50 ml 5 %iger
Salzsdure zugegeben und 5 min.gerihrt. Der Reaktionsansatz wird anschlief3end mit viermal
jeweils 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit
50 ml jeweils 5 %iger Salzsaure, dreimal mit 50 ml ges. Natriumhydrogencarbonatl6sung und
zweimal mit 50 ml jeweils ges. Natriumchloridldsung extrahiert.

Nach Trocknen Uber Magnesiumsulfat wird das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer

entfernt. Man erhalt 1,2 g (86 % Ausbeute) eines branlichen Ols,
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OBn

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz)

8 = 2.77 (s-b, 1H, OH); 3.81 (yt, 1H, J = 8.7 Hz, CH-2); 3.92 (ddd, 1H, J= 8.7 Hz, J= 3.6
Hz, J = 1.5 Hz, CH-1); 4.60-4.80 (m, 3H, CH,Ph und CH-3); 5.07 (ddd, J= 7.9 Hz, J= 1.8
Hz, J= 1.5 Hz, CH-4); 5.88 (ddd, 1H, J= 10.2 Hz, J = 3,2 Hz, J = 2,2 Hz, CH-5); 6.11 (d, 1H,
J=10.2 Hz, CH-6); 7.26-7.40 (m, 5H, C¢Hs)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)
d = 72.32; 73.17; 75.82; 77.95 (4CH, C-1 bis C-4); 72.42 (CH,, CH,Ph); 120.84 und 133.80
(2CH, C-5 und C-6); 127.99; 128.09; 128.57 (3CH, C¢Hs); 137.33 (C, CsHs); 153.80 (C-7)

MS[70ev], m/z (%)
262 (2.3) [M™]; 201 (34.0) [M" +H-CO,]; 156 (8.7) [M" +H-OBn]; 107 (86.7) [OBn']; 91
(80.50) [C7H']; 44 (16.1) [CO,']; 43 (39.2) [C3H]; 41 (56.7) [CsHs']

R-Wert:  0.21 (CH/EE1: 1)

Weitere analytische Daten: Siehe Ref. 50.

4.1.82 Darstellung von 1-O-Benzyl-4:5-carbonat-chiro-inositol (188)

300 mg (1,1 mmol) 145 werden in 12 ml Acetonitril gelést und in einem Eisbad gekihlt. 352
mg (1,7 mmol) Natriummetaperiodat werden in 2 ml Wasser geldst und anschlief3end mit 22
mg (0,01 mmol, 7 mol%) Rutheniumtrichloridtrihydrat versetzt. Die Losung farbt sich sofort
braun und wird sodann dem bereits vorgelegten Edukt zugesetzt und, noch immer unter
Eiskthlung, gertihrt. Nach acht Minuten wird die komplette Lésung zum Quenchen des
Rutheniumkomplexes auf 140 ml 20 %-ige Natriumthiosulfatldsung gegeben. Es wird
siebenmal mit jewells 50 ml Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen einmal

mit ges. Natriumchlorid-Losung extrahiert, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
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Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es werden 300 mg (93 % Ausbeute) 188
erhalten. Dabeil betragt der Antell desbel der cis-Dihydroxylierung erhaltenen Isomers 188 am
Produktgemisch 80 %.

OBn

'H-NMR (dMeOH, 400 MHz)

§=1350 (dd, 1H, J= 7.0 Hz, J= 2.5 Hz); 3.84 (dd, 2H, J= 9.2 Hz, J= 7.1 Hz); 3.93 (, J= 2.5
Hz); 4.04 (dd, J= 6.6 Hz, J= 2.0 Hz); 4.75 (t, J = 8.9 Hz); 4.67 und 4.71 (2d, AB-System, J =
11.2 Hz, 7.20-7.40 (m, 5H, C¢Hs)

3C-NMR (dMeOH, 101 MHz)
8 = 70.20; 73.26; 73.52; 80.23; 81.04; 84.03 (6CH, C-1 bis C-6); 73.27 (CH, CHPh));
128.94; 129.37; 129.58 (3CH, CgHs); 139.29 (C, CeHs); 156.41 (C, C-7)

4.1.83 Darstellung von 1:2-3:4-Bis-carbonat-konduritol-E (170)

In einem trockenen Dreihal skolben mit KPG-Ruhrer, Gaszufuhr und Blasenzahler werden 10
g (36 mmol) Dibromdiol 42 und zwei Loffel Natriumsulfat (oder wahlweise Seesand) in 200
ml abs.THF vorgelegt. Die Reaktionslésung wird auf -70°C gekdhlt und das THF mit
trockenem CO, gesdttigt (Einleitung Uber eine Waschflasche mit Schwefelsdure). Nach 1 h
werden dem Ansatz 16 ml (0,1 mol) DBU zugegeben. Die Zufuhr an CO, wird unter starkem
Ruhren fortgesetzt. Nach 30 min. 18% man den Ansatz langsam bis auf Raumtemperatur
auftauen und ruhrt zwel weitere Stunden bel Raumtemperatur nach.

Zur Auflésung des Niederschlags werden dem Ansatz 200 ml 5 %-ige Salzsdure zugegeben.
Die Reaktiond dsung wird filtriert und die unléslichen Ricksténde grindlich mit Ethylacetat
gewaschen. Die wél¥ige Phase wird sechsmal mit jeweils 200 ml Essigsdureethylester
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden dreima mit 5 %-iger Salzséure und
einmal mit ges. Natriumchloridiésung extrahiert. Die organische Phase wird Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach

Umkristallisation aus Ethanol verbleiben 2,25 g (32 %) eines farblosen Feststoffs.
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'H-NMR (de-DM SO, 400 MHZ)
§=5.37(d, 2H, J= 6.5 Hz, CH-3 und CH-4) 5.45 (d, 2H, J= 6.7 Hz, CH-1 und CH-4); 6.17
(s, 2H, CH-5 und CH-6)

BC-NMR (ds-DM SO, 101 MH?z)
8 = 152.55 (0,C(0)); 125.75 (CH, C-5 und C-6); 70.95 (CH, C-1 und C-4); 69.31 (CHm C-2
und C-3)

MS[70ev], m/z (%)
198 (4.1) [M™]; 91 (80.5) [C;H']; 44 (17.8) [CO,']; 43 (39.2) [C3H;']; 41 (9.8) [C3H5']

| R-(K Br):
V[em™] = 3040 (w, v[CHagl); 2960 (w, v [CHai]); 1750 (s, v [C=0]); 1660(m,
v [C=C]); 1180 (s, v[C-Q])

4.1.84 Darstellung von Konduritol-E (171)

300 mg (1,5 mmol) Konduritol 170 werden in 7 ml Pyridin und 7 ml Wasser suspendiert und
uber Nacht unter Ruckfluf3 gertihrt. Nach dem Entfernen im Hochvakuum der Ldsungsmitteln,
werden 243 mg (98 %) eines leicht braunlichen Feststoffs erhalten.

OH

@/OH
~"""OH

OH
171
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I S W .
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7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05
(ppm)

'H-NMR (MeOD, 400 MHz)
&= 3.29 (wquint, 2H, J = 1.7 Hz, CH-2 und CH-3); 3.89 (dd, 2H, J= 2.5 Hz, J= 1.0 Hz, CH-
1 und CH-4); 4.22 (s, 2H, OH); 5.74 (d, 2H, J = 2.0 Hz, CH-5 und CH-6)

BC-NMR (MeOD, 101 MHz)
8 =67.69 (CH, C-2 und C-3); 71.17 (CH, C-1 und C-4); 130.77 (CH, C-5 und C-6);

IR-(KBr):
¥[cm™] = 3300 (s, br, v[OH]); 3020 (W, v[CHae]): 2940, 2880 (m, v[CHai]); 1460, 1380
(s, 8 [CHai); 1070 (s, v[C-O])

4.1.85 Darstellung von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-konduritol-E (172)

300 mg (2,1 mmol) Konduritol 171 werden mit 10 ml Pyridin und 10 ml Essigsdureanhydrid
bei Raumtemperatur Uber Nacht gertihrt. Die Reaktionsldsung wird im Hochvakuum bis zur

Trockne eingeengt. Man erhédlt 557 mg (97 %) eines fast farblosen Feststoffs.
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OAc

ﬁ ,OAC
-~ ""OAc

OAc
172

___ML U

— e e sl
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
(ppm)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz)
8 = 2.04 (s, 6H, CHs); 2.07 (s, 6H, CH3); 5.44 (m, 2H, CH-2 und CH-3); 5.68 (m, 2H, CH-1
und CH-4); 5.91 (dd, 2H, J= 2.8 Hz, J = 1.3 Hz, CH-5 und CH-6)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)
& = 20.46; 20.76 (2CH3, CH3C(0O)); 66.07 (CH, C-2 und C-3); 66.57 (CH, C-1 und C-4);
128.14 (CH, C-5 und C-6); 169.90; 170.18 (2C, C(O)CHs>);

MS[70ev], m/z (%)
288 (2.0) [M"+H-C,H30,]; 228 (8.9) [M™+2H-2C,H30;]; 210 (5.1) [M*+2H-2C,H302-H,0];
168 (37.9) [M™+3H-3C,H30;]; 43 (97.7) [CaH;'] [C2H30']; 41 (9.8) [CsHs']
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IR-(KBr):
¥[cm™Y = 2960, 2900 (M, v [CHai]); 1740 (s, v [C=0]); 1440, 1370 (s, & [CHai]); 1210 (s,
v[C-Q])

Rr-Wert:  0.32(CH/EE1:1); 0.53(CH/EE1:3)

4.1.86 Darstellung von 3,4,5,6-Tetra-O-acetyl-allo-Inositol (173)

190 mg (0,60 mmoal) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-konduritol-F (172) werden in 12 ml Acetonitril
gel st und mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Anschlief3end werden 180 mg (0,9 mmoal, 1,5
eg.) Natriumperiodat in 2 ml Wasser unter Rihren gel6st und mit 12 mg (0,57 mmol,10 mol-
%.) Rutheniumtrichlorid versetzt. Diese Losung wird der Reaktionsldsung zugegeben. Nach 5
min wird die komplette Losung auf 50 ml 20 % Natriumthiosulfatldsung gegeben. Die
Reaktionslésung wird vierma mit jeweils 50 ml Ethylacetat ausgeschittelt, die organische
Phase mit ges. Natriumchloridlésung gegengeschuittelt und Gber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Es werden 190 mg (87 %) eines
farblosen Feststoffs erhalten.

OAc

HOjé/OAC
HO” ™" ""OAc

OAc
173
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Ja

550 540 530 520 "0 400
(ppm) (ppm)

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8 = 2.01 (s, 6H 2CHsC(0)); 2.06 (s, 3H, CH3C(0O)); 2.10s, 3H, CHsC(Q)); 2.94 (s-b, OH);
3.95 (dd, 1H, J = 5.1 Hz, J = 3.6 Hz, CH-5); 4.11 (Ps, !H, CH-6); 5.23 (dd, 1H, J= 7.6 Hz, J
= 3.6 Hz, CH-4); 5.41 (m, 3H, CH-1 - CH-3)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHZ)
8 = 20.64; 20.75 (2CHs, CH5C(0)); 66.87 (CH, C-5 oder C-6); 68.19 (CH, C-5 oder C-6);
69.85 (CH, C-1 bis C-4); 169.72; 169.75; 170.10; 170.37 (4C, CH3C(O))

IR-(KBr):
V[cm™] = 3480 (s, br, v [OH]); 2960, 2900 (m, v [CHai]); 1740 (s, v [C=0]); 1440, 1370 (s,
8 [CHai]); 1230 (s, v [C-O-C]); 1040 (s, v [C-OH])
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4.1.87 Darstellung von 1,2,3,4,5,6-Hexa-O-acetyl-allo-I nositol (173-x)

150 mg (0,43 mmol) Edukt werden in 5 ml Pyridin und 5 ml Essigsdureanhydrid tiber Nacht
gerthrt. Anschlief?end wird die Reaktionsldsung im Hochvakuum bis zur Trockne eingeengt.
Man erhalt 184 mg (99 %) eines gelblichen Ols.

OAc

AcO: i LOAC
AcO” > "OAc

OAc

173-x

"Tsa0 | 530 | 520 |
(ppm)
M . N
HH6‘5““6‘0““5‘.5““5‘0““4‘5““4‘0““3‘.5“‘‘3‘0””2‘5‘H‘2‘0““1‘5‘H‘l‘OHHO‘S “““

'H-NMR (CDCls, 400 MHz)
8 =1.99 (s, 18H, CH3C(0O)); 5.24 (dd, 2H, J= 6.6 Hz, J= 3.1 Hz); 5.38 (m, 4H)

3C-NMR (CDCl5, 101 MHZ)
8 = 20.28; 20.29; 20.31; 20.36 (4CH3, CH3C(0)); 66.97; 67.36 (2CH, C-1 bis C-6); 169.11;
169.18; 1169.37 (3C, CH1C(0))
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4.1.88 Darstellung von allo-Inositol (174)

184 mg (0,43 mmol) Hexa-O-acetyl-allo-Inositol 173-x (oder aternativ 150 mg (0,43 mmol)
Tetra-O-acetyl-allo-Inositol 173) werden in 6 ml abs.Methanol geldst. Unter Riihren gibt man
0,2 ml 1 M Natriummethanolat-Ldsung zu. Die Lésung ruhrt ber Nacht. Unter Kihlung im
Eisbad werden 20 ml Wasser und anschlief?end 0,5 g DOWEX-50 (H*-Form) zugegeben. Die
Losung ruhrt 10 min. und wird anschlief3end filtriert. Die Losung wird im Hochvakuum bis
zur Trockne eingeengt. Der erhatene Rickstand kann aus Isopropanol umkristallisiert
werden. Man erhdlt 70 mg (90 %) eines fast farblosen Feststoffs

OH

1)

T AR ARNARERAE
4.10 4.00 3.80
(ppm) (ppm)

'H-NMR (D;0, 400 MHz)
8 =3.85(s, 2H); 3.98 (m, 4H)
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3C-NMR (D,0, 101 MHz)
8 = 71.84 (CH); 73.99 (CH)

4.1.89 Darstellung von 3,4,5,6-Tetra-O-acetyl-allo-1 nositol-(1: 2)-sulfat (176)

110 mg (0,32 mmoal) allo-Inositol 173 werden in 5 ml abs. Essigsdureethylester gel6st. Durch
ein Septum werden 250 mg Triethylamin und 130 mg Sulfurylchlorid zugegeben. Die
Reaktionslosung ruhrt Gber Nacht. Anschlief3end wird der ausgefalene Niederschlag
abgesaugt und grundlich mit Essigsdureethylester gewaschen. Die Losung wird am

Rotationsverdampfer vom Lésungsmittel befreit. Man erhélt 176 al's gelbliches Ol.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 16 12 0.8
(ppm)
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz)

8 =2.08 (s, 6H, 2 CH3); 2.10 (s, 3H, CH3); 2.12 (s, 3H, CHa3); 5.06 (dd, 1H, J=5.9 Hz, J= 6.9
Hz, CH-4); 5.30 (m, 2H, CH-3 und CH-1); 5.45 (dd, J = 5.4 Hz, J= 3.3 Hz); 5.51 (yt, J= 3.8
Hz, CH-2); 5.72 (dd, 1H, J= 7.1 Hz, J= 3.1 Hz, CH-5)

3C-NMR (CDCl3, 101 MH2)

8 = 20.38; 20.41; 20.44; 20.46 (4CHs, CHsC(O)); 65.01 (CH, C-2); 66.64 (CH, C-1); 67.12
(CH, C-5 und C-6); 78.22 (CH, C-3); 79.77 (CH, C-4); 168.73; 168.95; 169.31; 169.43 (4C,
CH3C(0))

4.1.90 Darstellung von 1,2-Epoxy-3,4,5,6-tetra-O-acetyl-Konduritol-F (175)

0,4 ml 85 %-ige Wassersttoffperoxidl 6sung werden sehr langsam zu einer auf 0°C gekuhlten,
stark gertihrten Losung von 2,1 ml Trifluoressigsdureanhydrid in 6 ml Dichlormethan
gegeben. Hierbei sollte keine Gasentwicklung auftreten. Die Losung rthrt 1 h nach.
Anschlief3end tropft man die so erhaltene Reagenzlésung innerhalb von 15 min. zu einer
Suspension von 200 mg (0,64 mmol) Konduritol 172 und 1 g Natriumcarbonat in 25 ml
Dichlormethan. Die ReaktionslGsung riihrt zwel Stunden bei Raumtemperatur und wird
anschlief3end noch 1,5 h unter Ruckfluld erhitzt.

Zur Aufarbeitung werden 10 ml 20 % Natriumsulfitiosung und 10 ml 4N Natronlauge
zugegeben. Die organische Phase wird abgetrennt, gegen Natriumchloridldsung geschittelt
und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum
verbleibt ein braunliches Ol, das flash-chromatographisch aufgereinigt werden kann.

Man erhédlt 74 mg (35 %) von 175.

OAc

OAc
O
" "“OAc

(:)Ac
175
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T B e B o LA e e e
5.70 5.60 5.50 5.40 5.30

-
3.40 3.30
(ppm) (ppm)

TN Y B
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56 5.4 5.2 5.0 48 4.6 4.4 4.2 4.0 38 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18
(ppm)

'H-NMR (CDCl3, 400 MH2)

8=2.03 (s, 3H, CHs); 2.04 (s, 3H, CHs); 2.14 (s, 6H, 2xCH3); 3.32 (dd, 1H, J=2.3H, J=3.3
H, CH-6); 3.47 (yt, 1H, J = 3.6 Hz, CH-5); 5.28 (dd, 1H, J = 5.1 Hz, J= 9.7 Hz, CH-3); 5.32
(dd, 1H, J= 3.1 Hz, J= 9.7 Hz, CH-2); 5.56 (yt, 1H, J = 4.6 Hz, CH-4); 5.70 (yt, 1H, J= 2.3
Hz, CH-1)

3C-NMR (CDCl3, 101 MHz)
8 = 20.51; 20.61 (2 CH3, CH3C(0O)); 50.99; 53.27 (2 CH, C-5 und C-6); 65.30; 65.77; 65.84;
66.59 ( 4CH, C-1 bis C-4); 169.33; 169.59; 169.79; 170.17 (4C, CHsC(O))

MS[70ev], m/z (%)
255 (18.9) [M*+H-CoH30,-CH3]: 212 (43.2) [M*+H-CoH30,-CHa-CoH0]; 152 (99.0) [M*-
2C2H302-C2H402]; 43 (839) [C2H30+], 41 (79) [C3H5+]

IR-(KBr):
¥[cm™] = 2960, 2900 (w, v[CHai); 1740 (s, v[C=0]); 1460, 1370 (s, & [CHai]); 1200 (s,

v [C-O-C]); 1060 (S, V [C-Ogpo])

Re-Wert:  0.15 (CH/EE 1:1)
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