Chemoenzymatische Synthese optisch aktiver
Hydroperoxide von Phosphatidylglycerin und
-ethanolamin mit Lipase, Lipoxygenase und
Phospholipase D **

Von Kenji Yoneda, Keiji Sasakura, Shoichi Tahara,
Junkichi Iwasa, Naomichi Baba*, Takao Kaneko
und Mitsuyoshi Matsuo

Neuere Studien haben gezeigt, dal} die in-vivo-Bildung
von Lipidperoxiden einige ernsthafte Erkrankungen und
Funktionsstdrungen wie Arteriosklerose, Krebs oder den
AlterungsprozeB auslost!,

Fiir Untersuchungen auf diesem Forschungsgebiet wer-
den dringend unterschiedliche Typen reiner, optisch aktiver
Lipidhydroperoxide bendtigt. Wir haben bereits frither iber
die Synthese des Phospholipidhydroperoxids 1-Stearoyl-2-
[13-(S)-hydroperoxy-(9Z,11 E)-octadecadienoyl]-sn-glycero-
3-phosphocholin berichtet?). An dieser Stelle mdchten wir
die Synthese optisch aktiver Hydroperoxide von Phosphati-
dylethanolamin und von Phosphatidylglycerin mit einer hy-
droperoxidierten Linolsdurefunktion beschreiben.

Die Synthesewege zu diesen Produkten zeigt Schema 1.
Optisch aktives 1-Stearoyl-sn-glycerin 1 (100 % optische Rein-
heit) wurde durch enantioselektive, Lipase-katalysierte Stea-
roylierung von 2-O-Benzylglycerin mit Stearinsdurevinyl-
ester hergestellt!?). Das resultierende optisch aktive 1-Stea-
royl-sn-glycerin wurde nach der Methode von Eible in
1-Stearoyl-sn-lysophosphatidylethanolamin 2 iberfiihr¢tl.
Die Nucleophilie der Aminogruppe wurde durch Tritylie-
rung, die zu 3 fithrte, vermindert. AnschlieBend veresterte
man mit der DCC-Methode (DCC = Dicyclohexylcarbodi-
imid) die freie Hydroxygruppe des Phosphatidylglycerids 3
mit 13-(S)-a-Methoxyisopropylperoxy-(9Z,11 E)-octadeca-
diensdure (96 % optische Reinheit; hergestellt aus Linolsdure
durch Reaktion mit Sojabohnen-Lipoxygenase und an-
schlieBender Acetalisierung der Hydroperoxygruppe mit 2-
Methoxypropen)!?l. Diese Veresterung ergab 4 (24 % Aus-
beute bezogen auf 2). Verbindung 4 wurde mit einem Ge-
misch aus THF, AcOH und H,O (5:4:1, 24h) bei 45°C
umgesetzt, wobei sowohl die Acetal- als auch die Tritylgrup-
pe abgespalten wurde. Das angestrebte Hydroperoxid 5 wur-
de ohne Nebenreaktionen in 83% Ausbeute erhalten und
durch priparative Diinnschichtchromatographie an Kiesel-
gel mit einer Mischung aus Methanol, Chloroform und 28 %
Ammoniumhydroxid (15:30:2) als Laufmittel (R, = 0.6)
gereinigt.

Die Hydroperoxygruppe in 5 wurde durch Kaliumiodid-
farbreaktion nachgewiesen und die Struktur von 5 aus 'H-
NMR-Spektren und FAB-Massenspektren abgeleitet™,

Ein Reaktionsschritt des zweiten Synthesewegs zu 5 ist
eine Phospholipase-D-katalysierte Transphosphatidylierung.
Das Glycerinderivat 1 wurde, wie bereits an anderer Stelle
beschrieben'?), in das Cholinperoxid 6 iiberfiihrt. 6 wurde in
Gegenwart von einem Uberschuf an Ethanolamin (58 Mol
dquiv.) in Acetatpuffer (0.1 M, pH 5.6) mit Phospholipase D
aus Streptomyces sp. (153 Einheiten) bei Raumtemperatur
3 h behandelt'¥). Die iibliche Aufarbeitung und Isolierung
durch préiparative Dinnschichtchromatographie an Kiesel-
gel ergab 7, aus dem das Endprodukt 5 durch Hydrolyse des
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Peracetals mit einer Mischung aus THF/AcOH/H,0 (4:2:1)
entsteht. Die analytischen und spektroskopischen Daten der
Endprodukte 5 die beiden Synthesewege stimmen iiberein.
In dhnlicher Weise wurde auch das Phosphatidylglycerin-
hydroperoxid 9 synthetisiert und durch Diinnschichtchro-
matographie gereinigt [R; = 0.48, Laufmittel: Methanol,
Chloroform und 28% Ammoniumhydroxid (70:130:1)]. Die
Struktur von 9 wurde durch 'H-NMR-Spektroskopie und
FAB-Massenspektrometrie ermittelt®,
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Schema 1. Reagentien fiir die Synthese der Phospholipidhydroperoxide 5 und
9. a) POCl,, H,NCH,CH,0H; b)H,0"; c) H,/Pd(OH),; d) TrCl, NEt,;
) Na,CO;; f) DCC, DMAP, R*0OH; g) AcOH/H,0/THF(4:1:5); h) POCl,,
Cholintosylat; i) H,NCH,CH,OH, Phospholipase D; j) THF/AcOH/H,0
(4:2:1); k) Glycerin, Phospholipase D. Tr = Trityl, DCC = Dicyclohexylcar-
bodiimid, DMAP = 4-Dimethylaminopyridin.
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Zusammenfassend 148t sich festhalten, daf} zwei reine, op-
tisch aktive Phospholipidhydroperoxide 5 und 9 syntheti-
siert wurden. Die Hydroperoxy- und Aminogruppen wurden
zundchst durch Acetalisierung bzw. Tritylierung geschiitzt,
spiter gleichzeitig entschiitzt und anschlieBend Phospholi-
pase-D-katalysiert transphosphatidyliert. Die Toxizitét bei-
der Hydroperoxide gegeniiber menschlichen Endothelzellen
werden zur Zeit untersucht. Die vorliegenden chemischen
und enzymatischen Reaktionen kdénnten auch bei anderen
biologisch bedeutsamen Phospholipidhydroperoxiden be-
kannter chemischer Struktur Anwendung finden.
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{4] Spektroskopische Daten: 5, [¢]3* = + 2.01 (c =1.19 in MeOH/CHCI,,
1:1v/v); 'H-NMR (500 MHz, CDCl;): § = 0.88 (m, 6 H; 20-Me), 1.24 (m,
44H; 22 CH,), 1.58 (m, 4H; OCOCH,CH, in jeder Kette), 2.18 (m, 2H;
Cy -H), 2.28 (m, 4H; OCOCH, in jeder Kette), 3.13 (m, 2H; CH,NH,),
3.94 (m, 2H; -OCH,-CH-CH,0-), 4.07 (m, 2H; OCH,CH,NH,), 4.14 (m,
1H; 1H von -OCH,-CH-CH,0-), 4.36 (m, 2H; 1H von -OCH,-CH-
CH,0-,C}5-H),5.21 (m, 1H; CHOCO), 5.46 (m, 1H; C; -H), 5.72 (m, 1 H;
Cy, -H), 6.00 (dd, *J (H,H)=10.7Hz, 1H; C;, -H), 6.53 (m, 3J
(H,H) =10.7 Hz, 1H; C}, -H), FAB-MS:m/z 775 (MH*). 9, [0)2° = +3.76
(¢ =1.07 in MeOH/CHCI;, 1:1 v/v); *H-NMR (500 MHz, CDCl,):
§5=088 (m, 6H; 2 w-Me), 1.28 (m, 44H; 22 CH,), 1.57 (m, 4H;
OCOCH,CH, in jeder Kette), 2.17 (m, 2H; C; -H), 2.28 (m, 4H; OCOCH,
in jeder Kette), 3.62 (m, 2H; PO-CH,-CHOH-CH,), 3.90 (m, 5H; 2
CH,0P, CHOH), 4.15 (m, 1H; 1H -OCH,-CH-CH,0-), 4.35 (m, 2H; ein
H von -OCH,-CH-CH,0-, C;, -H), 5.22 (br, 1H; CHOCO), 5.46 (m, 1 H;
C, -H), 5.58 (m, 1H; C}, -H), 6.00 (m, 1H; C}, -H), 6.54 (m, 1H; C}, -H),
FAB-MS: m/z 805 (M — H)™.

Steuerung der Reaktion von r-Butyllithium

mit Benzo[b]tellurol durch das Losungsmittel —
wahlweise Metallierung oder Tellur-Lithium-Aus-
tausch zu einem interessanten Lithiostyryllithium**

Von Adalbert Maercker*, Heinrich Bodenstedt
und Lambert Brandsma

Professor Ulrich Schéllkopf zum 65. Geburtstag gewidmet

Bei der reduktiven Spaltung von Diphenylmethylencyclo-
butan mit elementarem Lithium entsteht das 2,5-Dilithio-
1,1-diphenyl-1-penten 1, das sich unter 1,7-Protonenver-
schiebung in die stabile Dilithioverbindung 2a umlagertt!,
Nach 2D-NMR-Untersuchungen!?! liegt 2a doppelt
Lithium-iiberbriickt vor, dhnlich wie das metallierte Addi-
tionsprodukt von n-Buthyllithium an Diphenylacetylen
(Tolan) 2b!3,

Es war nun von Interesse, den Grundkdorper beider Ver-
bindungen 2 mit R! = R2? = H herzustellen, d.h. das (Z)-2-
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Lithiostyryllithium 8. Als Ausgangsverbindung bot sich das
leicht zugingliche Benzo[b]tellurol 41! an, das durch Tellur-
Lithium-Austausch stereospezifisch in 8 iibergehen sollte.
Behandelte man jedoch Benzo[bltellurol 4 unter den ubli-
chen Bedingungen des Tellur-Lithium-Austauschs!>! mit »-
BuLi in THF, so konnte bei —78 °C keine Reaktion festge-
stellt werden, wihrend bei 0°C — wie auch schon in
Diethylether bei Raumtemperatur® — ausschlieflich a-Me-
tallierung zu 2-Lithiobenzo[b]tellurol 5 zu beobachten war.
Die Umsetzung von 5 mit Methyliodid lieferte 6! in 88 %
Ausbeute, und bei der Deuterolyse erhielt man 7 mit einem
Deuterierungsgrad von >98% in a-Position.
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Uberraschenderweise verlief die Reaktion von nBuLi mit
4 in Hexan als Losungsmittel vollig andersartig. Rithrte man
die Komponenten unter Schutzgas bei Raumtemperatur, so
bildete sich im Verlaufe von 5—-10 Minuten ein feiner, hell-
brauner Niederschlag, der sich als reine Dilithiumverbin-
dung 8 erwies (94 % Ausbeute). Das in trockenem Zustand
beige Pulver ist stark pyrophor und 16st sich in Diethylether
mit rotbrauner Farbe. Die Mutterlauge enthielt nach der
Hydrolyse auBer der theoretisch zu erwartenden Menge Di-
butyltellur nur noch Spuren von Styrol.

Die Umsetzung einer Aufschlimmung von 8 in Hexan mit
Methyliodid oder — besser — Dimethylsulfat lieferte reines
9171 das identisch mit dem cis-Anteil eines als cis-trans-Ge-
misch hergestellten Vergleichsprdparats ist. Das mit Di-n-
butyldichlorstannan entstehende 1,1-Di-n-butyl-benzo[5]-
stannol 11 (82 % Ausbeute, Tabelle 1) lieB sich interessanter-
weise nicht durch Zinn-Lithium-Austausch in 8 zuriickver-
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