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Rapamycin, FK506 und FK520 sind strukturell verwandte 
Makrolide, die von Streptomyceten produziert werden. Ihre 
stark immunsuppressiven Eigenschaften haben Chemiker zu 

Rapamycin 

FK 506, R = tw 
FK 520, R = Et 

Totalsynthesen angeregt"' und Interesse an den molekularen 
Grundlagen der biologischen Aktivitiit dieser Verbindungen ge- 
weckt[']. Das therapeutische Potential einiger Analogd hat die 
Suche n x h  chemisch modifizierten Rapainycinen s t im~l ie r t [~] .  

Futterungsexperimente haben gezeigt, darj Rapamycin ein 
Polyketid istr4]. In jiingerer Zeit wurden groBe Fortschritte bei 
der Manipulation der Biosynthese von Polyketiden erzielt, und 
es ist nun miiglich, unnaturliche Zwischenstufen zu produzie- 
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ren"]. Genaue Kenntnis der Rapamycinbiosynthese auf geneti- 
scher und enzymatischer Ebene wird die Voraussetzungen schaf- 
fen, um neue Rapamycinderivate durch Genmanipulation der 
beteiligten Enzyme zu erzeugen. Die vollstlndige DNA-Se- 
quenz der Rapamycin-Polyketid-Synthase ist vor kurzem ver- 
offentlicht wordenI6I. Ahnlich wie bei Erythromycin['' wird das 
Grundgerust von Rapamycin von einer modularen Typ-I-Poly- 
ketid-Synthase (PKS) aufgebaut. Insgesamt 14 Kettenverllnge- 
rungsrnodule sind in drei riesigen ( M  = 660-1070 kDa) rnulti- 
modularen Polypeptiden untergebracht. Die Module fur den 
Beginn des Kettenaufbaus und die Freisetzung der Kette unter- 
scheiden sich deutlich von denen der Erythromycin-PKS. Die 
Kettenfreisetzung wird von einem besonderen Multidominen- 
enzym durchgefiihrt, das sowohl Pipecolat (2-Piperidincarbon- 
saure) einbaut als auch die Makrolactonisierung katalysiertL6l. 
Vermutlich werden die ersten Schritte des Kettenaufbaus, urn 
die es in dieser Veroffentlichung geht, ebenfalls deutlich anders 
als beim Erythromycin ausgefiihrt. Anstelle einer Acyl-Trans- 
ferase und eines Acyl-Carrier-Proteins, die den ersten Baustein 
von der Thiolgruppe des CoA auf eine aktive Thiolgruppe der 
ersten Keto-Acyl-Synthase ubertragen, enthalt das Kettenstar- 
ter-Lademodul der Rapamycin-PKS eine Domane, die einer 
Carbonsame-CoA-Ligase (CL) ahnelt, und eine weitere, die 
vermutlich die Funktion einer Enoyl-Reduktase (ER) ausubtr61. 
Erneute Sequenzierung in unserem Labor hat ergeben, darj zwi- 
schen der ER- und der Keto-Acyl-Synthase-Domane eine Do- 
mine liegt, der vermutlich die Funktion eines Acyl-Carrier-Pro- 
teins zukommt. 

Dem ungewohnlichen Charakter des Kettenstarter-Lademo- 
duls der Rapamyciii-PKS entspricht der aurjergewohnliche, 
substituierte Cyclohexanring am Beginn der Polyketidkette von 
Rapamycin, FK 506 und FK520. Fiitterungsexperimente mit 
13C-markierter Shikimisaure haben gezeigt, daB diese der Ur- 
sprung der Kohlenstoffatome des Cyclohexanringes in Rap- 
amycin"] und FK.520['] ist. Es konnte auch nachgewiesen wer- 
den, daB die 0-Methylierung bei FK506 nach dem Aufbau des 
Makrolidringes erfolgt[lol. Der Biosyntheseweg des ersten Bau- 
steines konnte ausgehend von Shikimisaure I durch Wasserab- 
spaltung und anschlienende Reduktion zur Dihydroxycyclohex- 
ancarbonsiiure 4 fiihren (Schema 1).  4 wird dann als Thioester 
aktiviert, um den Kettenaufbau einzuleiten. Dieser Weg ist dem- 
jenigen verwandt, der in Alicyclobacillus ucidoculduriiis zu den 
Cyclohexylfettsluren[' '1  und in Streptomyces collinics zu Ansa- 
trienin A fiihrt[I2]. Die friihen Stufen dieses Weges wurden 
auch fur FK520 be~tiitigt[~'.  Ob aber die hier untersuchte Di- 
hydroxycyclohexancarbonsiiure 4 als Zwischenstufe auftritt, 
wurde bisher noch nicht untersucht. 

Unser Ziel war es, vor Genmanipulationen der Rapamycin- 
PKS, durch In-vivo-Versuche herauszufinden, ob 4 tatsichlich 
die Startersiiure ist. Die vermutete Vorstufe wurde mit vier 'H- 
Atomen markiert (4a), da  der Einbau dieser Verbindung zu 
leicht erkennbaren Verlnderungen im Massenspektrum und ei- 
nem charakteristischen 2H-NMR-Spektrum fuhren sollte. Die 
Synthese baut auf Methoden auf, die von Ireland et al. und 
Corey et aI.[l3] fur die Synthese von FK506 entwickelt wurden 
(Schema 2). Die Kondensation von L-Apfelslure 5 mit Methyl- 
amin ergdb das h i d  6 ,  das mit Acrylsaurechlorid zu 7 umge- 
setzt wurde. Diese Verbindung diente als Dienophil in einer 
TiC1,-katalysierten, asymmetrischen Diels-Alder-Reaktion mit 
Tetradeuteriobutadien (erhaltlich durch thermische Zersetzung 
von kiiuflichem 2,2,5,5-'H,-Butadiensulfon), die nur ein Dia- 
stereoisomer des Diels-Alder-Adduktes 8 ergab. Nach Entfer- 
nung der chiralen Hilfsgruppe durch Behandlung mit Lithium- 
hydroxid und Wasserstoffperoxid wurde die markierte (1  R)-Cy- 
clohex-3-encarbonsiiure 9 mit 84 '4 ee erhalten. Die Hydroxy- 
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ZUSCHRiFTEN 
Tahelle 1. 'H-NMR-Daten dca tnarkicrten Rapamycins in 
CHCI, bei 61.4 M H r  Chemische Versch~ebungen (6-WcIle) 
aind relativ mtn TMS-Signal angesebcn. Die puhlirierten 
chsmisclicn Ve~-sch~ebungcn benchen sich aul'  die beiden Ro- 
tamure be7iiglich dcr Amidbindung. Dtc Lintenhi-sire hctrug 
A 0  = 0 2--0  4. 

h gcincbaen rela~ive Zuordtiung h publirtert [I41 
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waren. Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 
konnle eineni Ranamvcin zugeordnet werden, in 
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Schcme 2. Sbtithcse dci- marhierlzn Voratul'e 4a .  a )  1 .  MeNH, .  2 .  Erhitzcn in Xylol 
(Kiicknufl. 55%); h) Et,\N. Acrylsaurechlorid. - 30 C ( 5 6 % ) ;  c) XCI,. 'H,-Butx- 
dien. 0 C (93%);  d )  LIOH. H,O, (82 "A) :  c) I mCPBA. 1. Et,N. 55  C (60%); 
f1 KOH. HJI. ' r w  (i(iol!<,). 

lactonisierung wurde durch Behandlung mit nzetrr-Chlorperben- 
zoesiiure (mCPBA) und Triethylamin erhalten. Die anschlieBen- 
de Hydrolyse ergab die 'H,-Dihydroxycyclohexancarbon- 
siure 4a.  

Die Verbindung wurde in zwei 0.5 mM Portionen, 24 h und 
48 h nach Animpfung. an Streptonijms h!,,oro.~cc~picii.r-Kul turen 
(ATCC 29253, 1 L) verfiittert. Nach vier Tagen wurden die My- 
celien geerntet. mit Methanol extrahiert und das erhaltene 
Rapamycin (0.01 mM) mit Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Das 
Elektrospray-Massenspektruin des gereinigten Rapamycins 
zeigte die erwarteten Peaks bei 936.5 Da (Na-Addukt) und 
952.5 Da (K-Addukt). Gleichzeitig enthielt das Spektrum die 
Peaks der vierfach mit Deuterium inarkierten Verbindung, die 
jeweils vier Masseneinheiten hoher liegen. Diese Peaks wurden 
in Spektren von Extrakten unmarkierten Rapamycins nicht ge- 
funden. Hochauflosende Massenspektrometrie des Peaks bei 
940.5 Da bestitigte, daB es sich dabei um das Na-Addukt von 
Tetradeutei-iorapamycin handelt. Der Vergleich der Peakinten- 
sitlteii ergab. daO 44% des produzierten Rapamycins niarkiert 

. ,  I 

dem die erwarteten Positionen gleichmiBig mit 
Deuterium angereichert sind (Tabelle 1).  Die NMR- und mas- 
senspektrometrischen Daten beweisen. daB der intakte Einbau 
der markierten Vorstufe an der erwarteten Stelle erfolgte. Die 
Wiederholung des Experimentes in gr6Rerem MaDstab (3 L)  er- 
gab iihnliche Ergebnisse. 

Der hohe Einbaugrad zeigt, da13 4 a  den naturlichen Starter- 
baustein ersetzcn kann und deshalb ein Substrat fur die CL-Do- 
mine ist. Vermutlich wird 4 a  als Acyl-Adenylat aktiviert, wie 
das von anderen Ligasen bekannt 1st. Die Ubertragung auf die 
Thiolgruppe der ersten Keto-Acyl-Synthase kann entweder di- 
rekt oder durch den 4'-PIiosphopantethein-Arm der benachbar- 
ten ACP-Domine erfolgen (Schema 3). Die Existenz einer der 
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Lade- 
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HO g OH 

I 
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Schema 3. Beriehung rwischen den Ergcbntssen der Fiitterungsexperimente und 
der Organisation der Rapamycin-Polyketid-Synthase (PKS). Dargestellt ist der 
N-Terminus des ersten Multienzyins mit der linearen Anordnung der aktiven 
Domiinen. CL: Carbonslure-CoA-Ligase, ER:  Enoyl-Reduktase. ACP: Acyl- 
Carrier-Protein. KS: Keto-Acyl-Synthase, AT: Acyl-Transferase, DH: Dehy- 
dratase. KR:  Keto-Reduktase. 

Ligase benachbarten ER-Domiine legt den SchluB nahe, daR 
das normale Substrat der Ligase das ungesiittigte Derivlrt 3 ist. 
Es ist denkbar, daB 3 vor der Aktivierung durch die CL-Doml- 
ne reduziert wird, was bedeuten wiirde, daB 4 das normale Sub- 
strat der CL ware. Wird 3 jedoch vor der Reduktion aktiviert, 



dann wiirde der Einbau von 4 auf eine nicht sehr hohe Selektivi- 
tat der CL-Domane hinweisen. Das wiederum wiirde bedeuten, 
daB die In-vivo-Erzeugung von Rapamycin-Analoga, die sich in 
der Startereinheit unterscheiden, moglich ware. 

von Aspartat-Proteasen"I wie Reninr3I oder der HIV-Prote- 
aseL4] synthetisiert. Neben den von KempfC5l entwickelten C,- 
symmetrischen Hemmstoffen sind besonders die Hydroxyethy- 
lendipeptid-Isostere (HDI) von Interesse (Schema 1)L4"'. 
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Ein neues chirales, kationisches 
P-Aminoalkoholaquivalent: variabler Zugang 
zu enantiomerenreinen Bausteinen fur 
Hydroxyethylendipeptid-Isostere** 
Karsten Danielmeier, Kerst in  Schierle und 
Eberhard Steckhan" 

Viele wichtige Peptidmimetica"' enthalten eine zentrale B- 
Aminoalkoholeinheit. Zahlreiche Verbindungen mit diesem 
Strukturmerkmal wurden in den letzten Jahren als Inhibitoreti 
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['I Neue Anschrift: 

Peptid Hydroxyethylend ipeptidisoster 

P2 P1 P1' P2' 
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Schema I .  Peptid und daraus ahgeleitetes Hydroxyethylendipeptid-Isoster (ohcn) 
sowie verwendete P-Nomenklatur (unten). 

Zur Herstellung dieser Verbindungen wurden seit den Pio- 
nierarbeiten von Szelke"] bereits einige Synthesewege erarbei- 
tet"]. Bei einem gebrauchlichen Zugang wird das substituierte 
2,3-Epoxypropylamin 1 als Schliisselbaustein 
g e n ~ t z t ' * ' ~ l .  Im allgemeinen wird 1 aus Ami- 
nosiuren, z. B. iiber Aminoaldehyde["] als 
Zwischenstufen, synthetisiert. Die Substi- 
tuenten in der PI-Position der HDI-Struktur 
werden in diesem Fall durch die eingesetzte 
Aminosaure festgelegtL"]. Diese Limitierung schrankt die Viel- 
falt der Substituenten ein. Unpolare Reste in der P1-Position 
sind besonders vorteilhaft, um eine moglichst gute Paljform fur 
das aktive Zentrum der Protease zu e rha l te~~[~"I .  Ein variabler 
Zugang zu dem Schliisselbaustein, der nicht durch die x-Substi- 
tuenten der Aminosauren begrenzt ist, bleibt daher gefragt. Wir 
stellen hier einen kurzen Weg zu einem leicht funktionalisierba- 
ren, chiralen P-Aminoalkoholbaustein vor, rnit dem in einfacher 
und variabler Weise unterschiedliche unpolare Reste in die PI - 
Position von HDIs eingebracht werden konnen. Dazu verwen- 

R'HYo 
R 2  
1 

den wir ein neues, nicht aus Aminosauren abgeleitetes, kationi- 
sches P-Aminoalkohollquivalent['zl. 

Ausgehend von dem aus (S)-Apfelsaure gut zuginglichen 
(S)-5-Chlormethyloxazolidin-2-on 2[13a1 ((R)-5-Chlormethyl- 
oxazolidin-2-on ist aus (R)-Apfelsaure erhaltlich) kann durch 
elektrochemische Oxidation (quasi-geteilte Zelle; Graphit-Ano- 
de, Pt-Draht-Kathode; Stromdichte 50 mAcm-2;  Leitsalz: Na- 
triumbenzolsulfonat (0.1 M);  Losungsmittel: Methanol; T = 
-10°C; 4 2 )  = 2.53 molL- ' ;  Ladungsmenge: 4.5 Fmol-') 
(4RS,5S)-5-Chlormethyl-4-methoxyoxazolidin-2-on 3 mit ei- 
nem transleis-Verhiltnis von 5: 1 in 16 % Ausbeute erhalten wer- 
den['3b1. 3 kann im 10-g-MaDstab hergestellt und bei 4 "C ohne 
Zersetzung langere Zeit gelagert werden. Es ist als N,O-Acetal 
eine stabile Lagerform eines N-Acyliminium-Ions, das iiber die 
Chlormethylfunktion zusatzlich breit funktionalisierbar ist. Die 
Amidoalkylierung von 3 durch Methoxyaustausch mit unter- 
schiedlichen Nucleophilen verlauft mit hoher Diastereoselekti- 
vitat zu den entsprechenden trans-disubstituierten Oxazolidino- 
nen 4 (Schema 2, Tabelle I ) ,  den cyclischen Carbaniaten der 
gesuchten b-Aminoalkohole. 

Nach einfacher saulenchromatographischer Reinigung erhllt 
man die trans-Isomere diastereomerenrein (GC) . Die relative 
Konfiguration wurde durch NOE-Differenzspektroskopie be- 
stimmt. Als Nucleophile wurden Cuprate, Dibenzoylmethan als 
Beispiel fur eine CH-acide Verbindung sowie Allyltrimethylsilan 


