


1. Einleitung

Zu Beginn dieses Jahrhunderts wurde das Wort ¹Krebsª in
¹vornehmen Kreisenª nicht einmal erwähnt. Heutzutage
sprechen wir nicht nur offen über Krebs, sondern finden auch
Antworten auf viele Fragen zur Krebsverhütung, -erkennung,
-behandlung und -heilung. Krebs zeichnet sich durch un-
kontrolliertes Wachstum und Ausbreitung abnormer Zellen
aus, die invasiv in andere Gewebe hineinwachsen, diese
zerstören und sich in anderen Körperregionen ausbreiten, was
schlieûlich zum Tode führt. Sowohl exogene (z.B. Chemika-
lien, Strahlung und Viren) als auch endogene Faktoren (z. B.
Hormone, Immunschwäche und genetische Disposition) kön-
nen für die Bildung von Krebs verantwortlich sein. Mehrere
Faktoren können zusammenwirken, oder auch nacheinander,
um die Kanzerogenese zu initiieren oder zu beschleunigen.
Oft vergehen zehn oder mehr Jahre zwischen der Exposition

gegenüber einem Kanzerogen oder einer Mutation und der
klinischen Nachweisbarkeit von Krebs.[1]

Krebs ist ein Gesundheitsproblem von zunehmender Be-
deutung, und schätzungsweise treten weltweit mehr als sechs
Millionen Fälle pro Jahr auf.[2] Statistisch gesehen erkranken
in den USA einer von zwei Männern und eine von drei Frauen
im Laufe ihres Lebens an Krebs. Nach Angaben der
American Cancer Society (ACS) wurde 1997 in den USA
mit ca. 1 382 400 neuen diagnostizierten Krebsfällen gerechnet
und mit ca. 560 000 krebsbedingten Todesfällen ± das sind
mehr als 1500 täglich oder ca. einer pro Minute. Damit ist
Krebs in den USA nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
zweithäufigste Todesursache; jeder vierte Todesfall ist krebs-
bedingt. Die durch Krebs verursachten Kosten sind immens,
sowohl für das Individuum als auch die gesamte Gesellschaft.
Das National Cancer Institute (NCI) schätzt die Gesamt-
kosten für Krebs in den USA für 1997 auf 104 Milliarden
Dollar: 35 Milliarden Dollar für medizinische Behandlung, 12
Milliarden Dollar durch krankheitsbedingten Arbeitsausfall
und 57 Milliarden Dollar durch todesbedingten Arbeitsausfall.
Die Hälfte der Behandlungskosten ist auf die Behandlung von
Brust-, Lungen- und Prostatakrebs zurückzuführen.[2]

Brustkrebs ist nach Hautkrebs die zweithäufigste Krebsart
bei Frauen. Die ACS rechnete für 1997 in den USA mit
ungefähr 180 200 neuen Fällen von Brustkrebs bei Frauen und
1400 bei Männern.[2] Die Zahl brustkrebsverursachter Todes-
fälle wurde für 1997 auf über 44 190 geschätzt (43 900 Frauen
und 290 Männer), womit dieser Krebstyp nach Lungenkrebs
die zweithäufigste Todesursache durch Krebs bei Frauen ist.
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Ovarialkrebs, wegen des Fehlens offensichtlicher Zeichen
oder Symptome bis zum späten Entwicklungsstadium auch als
¹stiller Todª bezeichnet, macht 4 % aller Krebsarten bei
Frauen aus und hat 1997 in den USA vermutlich 14 200
Todesfälle verursacht. Er steht bei Frauen an fünfter Stelle als
Todesursache durch Krebs, womit er mehr Todesfälle bedingt
als jeder andere Krebs der weiblichen Fortpflanzungsorgane.
Neben Hautkrebs ist Prostatakrebs der häufigste Krebs bei
amerikanischen Männern, und jeder fünfte Mann entwickelt
diesen Krebs während seiner Lebenszeit. Die ACS rechnete
1997 mit ca. 209 900 neuen Prostatakrebsfällen in den USA
und mit 41 800 durch diese Krankheit bedingten Todesfällen.
Mit 14 % der krebsverursachten Todesfälle ist dies die
zweithäufigste Ursache für Todesfälle durch Krebs bei
amerikanischen Männern und wird nur von Lungenkrebs
übertroffen. In Nordamerika und Nordwesteuropa ist Pro-
statakrebs weitverbreitet, in Asien, Afrika, Zentral- und
Südamerika tritt er seltener auf.[2]

Einen Groûteil des Markts für Tumorhemmstoffe be-
herrscht das komplexe Diterpen Taxol (Paclitaxel), das seit
seiner Entdeckung 1971 als Inhaltsstoff der Pazifischen Eibe[3]

bis zur Entwicklung des Milliarden-Dollar-Wirkstoffs eine
eindrucksvolle Geschichte hinter sich hat. Taxol, das in den
90er Jahren von Bristol-Myers Squibb entwickelt und ver-
marktet wurde, ist gegenwärtig in mehr als 60 Staaten
erhältlich. Man verwendet diesen Wirkstoff hauptsächlich
zur Behandlung einer Vielzahl von soliden Tumoren, die
häufig bei Ovarial- und Brustkrebs vorgefunden werden.[4]

Taxotere (Docetaxel), entwickelt von Rhone-Poulenc Rorer
(Frankreich), wurde vor kurzem für die Behandlung bei
ähnlichen Indikationen zugelassen.[5] Wie aus Tabelle 1 er-
sichtlich ist, sind die neben Taxol wichtigsten Wirkstoffe, die
heutzutage bei der Behandlung von Krebspatienten einge-
setzt werden, die Hormone Lupron (Leuprolidacetat) und
Zoladex (Goserelin), das nichtsteroidartige Anti-Östrogen

Nolvadex (Tamoxifen) und das Cytostatikum Paraplatin
(Carboplatin), ferner die Immunmodulatoren Neupogen
(Filgrastim) und Intron A (Interferon Alpha-2 b).[6]

Die Erfolgsgeschichte von Taxol[7] demonstrierte wieder
einmal den Reichtum der Natur an biologisch aktiven
Verbindungen als Heilmittel für Krankheiten.[8] Aspirin[9]

und Penicillin[10] sind zwei klassische Beispiele für solche
Entdeckungen. In den späten 80er Jahren begann ein neues
Kapitel in der Geschichte cytotoxischer Naturstoffe: Die
Epothilone A und B (Abb. 1) wurden von Höfle und
Reichenbach und deren Mitarbeitern bei der Gesellschaft
für Biotechnologische Forschung (GBF) in Deutschland
entdeckt.[11] Sie wurden aus Kulturextrakten des Zellulose-
abbauenden Myxobakteriums Sorangium cellulosum (Myxo-
coccales; Stamm So ce90) isoliert, das zuerst im Uferboden
des Zambesi in Südafrika gefunden wurde. Diesen Verbin-
dungen wurde zu Beginn ein enges antimykotisches Spektrum
ausschlieûlich gegen Mucor hiemalis zugeschrieben.[12] Abbil-
dung 2 zeigt wachsende Zellen (links) und Sporenkapseln
(Durchmesser ca. 15 ± 20 mm) von Sorangium cellulosum
So ce90 (rechts). Diese werden in groûen Schwarmkolonien
als gelb-orangefarbene bis braun-schwarze Fruchtkörper
gebildet.[13] In diesem Zustand können die Sporen in trok-
kenen Böden über 20 Jahre überleben.

Wegen ihrer Aktivität gegen Mucor hiemalis wurden die
Epothilone und die Spirangiene (Verbindungen, die aus
demselben Organismus isoliert wurden) zuerst als potentielle
Antimykotika und Pestizide getestet,[11, 14] aber in Feldexperi-
menten erwiesen sich die Epothilone als zu toxisch (siehe
Abschnitt 2). In der Zwischenzeit hatten Wissenschaftler bei
Merck in den USA unabhängig die Epothilone A und B
isoliert und zudem die bemerkenswerte Entdeckung gemacht,
daû diese Substanzen Tumorzellen nach einem Wirkungsme-
chanismus ähnlich dem des Taxols zerstören, nämlich durch
Induktion der Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubuli und
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Tabelle 1. Umsatzstärkste Therapeutika für Krebs und krebsähnliche Erkrankungen (1996).[6]

Wirkstoff-
gruppe

Handelsname
(Chemischer
Name)

Struktur/Beschreibung Firma
(Weltweiter Umsatz
[US-Dollar])

Indikation

Antineoplastika
Taxoide Taxol

(Paclitaxel)
Bristol-Myers Squibb
(813� 106)

Therapie von primärem Ovarialkrebs in Kombination
mit Cisplatin sowie von metastatischem Ovarialkrebs
nach Fehlschlagen einer Standardtherapie mit Platin-
oder Anthracyclin-haltigen Wirkstoffen

Hormone Lupron
(Leuprolidace-
tat)

Agonist des natürlich vorkommenden De-
capeptids Gonadorelin[a]

TAP Pharmaceuticals
(810� 106)

Therapie von fortgeschrittenem Prostatakrebs als
Alternative zur Kastration, von Endometriose und
zentraler vorzeitiger Pubertät sowie zur präoperativen
Behandlung von Patienten, die an Anämie, verursacht
durch gutartige Gewebetumoren, erkrankt sind

Zoladex
(Goserelin)

synthetisches Analogon von Gonadorelin Zeneca
Pharmaceuticals
(563� 106)

Therapie von Prostatakrebs, fortgeschrittenem Brust-
krebs, Endometriose und endometrischer Verdünnung

Anti-
östrogene

Novaldex
(Tamoxifen)

Zeneca
Pharmaceuticals
(561� 106)

bei hormonell behandelbarem Brustkrebs (Lebenser-
wartung kann um bis zu fünf Jahre erhöht werden)[b]

Cyto-
statika

Paraplatin
(Carboplatin)

Bristol-Myers-Squibb
(373� 106)

Therapie von Ovarialkrebs

Immunmodulatoren
Neupogen
(Filgrastim)

ein aus 175 Aminosäuren bestehendes
Protein, das kloniert und in E. coli pro-
duziert wurde

Amgen (1.02� 109) Regulation und Kontrolle der Baktreien-bekämpfen-
den Leukocyten (Neutrophile); verhindert Verringe-
rung der Leukocytenzahl während Chemo- und
Strahlentherapie

Intron A
(Interferon
Alpha-2b)

ein Interferon, das zu einer Gruppe natür-
lich vorkommender Proteine gehört, die
zuerst aufgrund ihrer Fähigkeit entdeckt
wurden, virale Replikation zu verhindern

Schering-Plough
(524� 106)

Therapie von chronischer Hepatitis C, Basaliomen,
AIDS-bedingten Kaposi-Sarkomen, Karzinoiden,
Warzen im Genitalbreich und multiplen Myelomen;
unterstützende Therapie maligner Melanome

[a] Auch Luteinisierungshormon-Releasinghormon genannt. [b] Die antiöstrogenen Effekte sind möglicherweise auf die Fähigkeit zurückzuführen, im
Zielgewebe mit Östrogen um Bindungsstellen zu konkurrieren.

Abb. 1. Computerberechnete Kalottenmodelle, Strukturformeln und Stabmodelle von Epothilon A und B. Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff: rot, Stickstoff:
blau, Schwefel: gelb, Wasserstoff : weiû (wir danken C. N. C. Boddy für die Computergraphiken).
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Abb. 2. Das Epothilon-produzierende Myxobacterium Sorangium cellu-
losum : Wachsende Zellen (links) und Sporenkapseln (rechts). (Abbildung
mit freundlicher Genehmigung von Dr. H. Reichenbach.)

Stabilisierung der Mikrotubuli.[15] Dies wurde später von den
GBF-Wissenschaftern bestätigt.[12] Epothilon A und B inhi-
bieren auûerdem, so fand man in Verdrängungs-Studien bei
Merck heraus, Taxol kompetitiv aus den [3H]Taxol-Mikro-
tubulus-Komplexen und haben identische IC50-Werte wie
Taxol. Ferner haben diese neuen Verbindungen eine viel
gröûere Cytotoxizität gegenüber P-glycoprotein(Pgp)-expri-
mierenden, mehrfachresistenten (multiple drug resistant,
MDR) Zellen als Taxol.[15]

Diese Feststellungen führten zu groûem Interesse in bezug
auf die zu erwartende mögliche Entwicklung dieser Verbin-
dungen als Tumorhemmstoffe, vor allem im Hinblick auf ihre
Effizienz gegen eine Reihe Taxol-resistenter Zellinien. We-
gen einer Reihe von Fehlplanungen verfolgten die Haupt-
akteure im Epothilon-Geschäft allerdings die Patentanmel-
dungen für Epothilone als Krebstherapeutika nicht weiter,
und die Naturstoffe fanden sich als ¹Waisenverbindungenª
wieder, zumindest was den Patentschutz und die Firmen
betraf, die ihre Entwicklung bewilligten. Dies war aber nicht
das Ende der Geschichte, wie wir noch sehen werden.

Zwar wurden die Molekülstrukturen der Epothilone in dem
deutschen Patent von Höfle et al.[11] in den frühen 90er Jahren
und von der Merck-Arbeitsgruppe 1995[15] beschrieben, doch
wurde die absolute Konfiguration von Epothilon A und B erst
im Juli 1996 von den deutschen Wissenschaftlern veröffent-
licht.[12] Die strukturellen Zuordnungen beruhten auf spek-
troskopischen[12, 16] und Kristallstrukturdaten,[12] und den
Verbindungen wurde nach ihren wesentlichen Strukturein-
heiten, Epoxid, Thiazol und Keton, der Name ¹Epothilonª
gegeben. Das Kohlenstoffrückgrat des Makrocyclus ist dem
Anschein nach weitgehend flach, und die Seitenkette mit der
Thiazol-Einheit nimmt eine äquatoriale Position ein. Einige
offensichtliche strukturelle ¾hnlichkeiten mit Taxol sind:
a) ein Hauptgerüst, b) eine beträchtliche Lipophilie (zum Teil
durch eine Reihe von Methylgruppen bedingt, darunter eine
geminale Dimethylanordnung) und c) eine Seitenkette. Die
Veröffentlichung der absoluten Konfigurationen der Epothi-
lone[12] markierte den Beginn eines neuen Kapitels in ihrer
Geschichte, und Bemühungen, die Epothilone zu synthetisie-
ren, hatten weltweit in vielen Laboratorien eine hohe Priori-
tät. Einige Arbeitsgruppen hatten einen Startvorteil, da sie
die Strukturen der Epothilone bereits vor der Veröffentli-
chung erfahren hatten. Innerhalb kurzer Zeit reichten drei
Forschungsgruppen Manuskripte zur Veröffentlichung ein, in
denen Totalsynthesen beschrieben wurden. In einer Vielzahl

von nachfolgenden Berichten wurden die Synthesen und die
biologischen Untersuchungen vieler Analoga herausgearbei-
tet. In diesem Aufsatz möchten wir einen Überblick über die
Chemie und Biologie dieser faszinierenden Verbindungen
geben und ihr Potential in der Krebs-Chemotherapie disku-
tieren.

2. Biologische Eigenschaften der Epothilone

Erste Untersuchungen der GBF-Arbeitsgruppe konzen-
trierten sich auf die Wirkungsweise der Epothilone gegen
Pilze, Bakterien und eine Reihe tierischer Zellinien.[11] Diese
Studien ergaben ein enges Spektrum antimykotischer Aktivi-
tät, aber eher drastische Effekte gegen Oomyceten wie die die
gefürchtete Kartoffelkrankheit verursachende Spezies Phyto-
photora infestans.[11] Obwohl Treibhausexperimente hinsicht-
lich potentieller Anwendungen in der Landwirtschaft ermuti-
gend erschienen,[17] nahm das frühe Interesse für Epothilone
aufgrund des Fehlschlags von Feldexperimenten und ihrer
offensichtlichen Phytotoxizität bald ab. Kurz darauf wurde
entdeckt, daû diese Verbindungen sowohl sehr hohe Aktivität
(2 ngmLÿ1)[13, 18] gegen Mäusefibroblasten- und -leukämiezellen
als auch starke immunsuppressive Wirkung aufwiesen, wie
ihre Cytotoxizität gegen menschliche T-Zellen zeigte.[18, 19] Die
Verbindungen wurden ebenso vom NCI in den USA getestet
und erwiesen sich als hochaktiv gegen ein Reihe von Krebs-
zellen, darunter einige Brust- und Darmkrebszellinien.[20]

Erst 1995, als ein Merck-Team in den USA die Wirkungs-
weise der Epothilone beschrieb,[15] flammte das Interesse an
diesen Verbindungen wieder auf ± und zwar viel stärker als
zuvor. In einem High-throughput-screening-Programm
(HTS), das auf die Entdeckung ähnlich wie Taxol wirkender
Tubulin-Polymerisationsagentien abzielte, untersuchten die
Merck-Wissenschaftler Zehntausende von Verbindungen in
biologischen Assays.[15] Ihre einzigen ¹Trefferª waren die
Epothilone A und B. Darauffolgende Untersuchungen von
Epothilon-ähnlichen Verbindungen, z. B. der 16gliedrigen
Makrocyclen Erythromycin,[21] Chalkomycin,[22] Carbomy-
cin[23] und Rosamycin,[24] brachten keine aktiven Verbindun-
gen zutage (allerdings ist der 16gliedrige, makrocyclische
Naturstoff Rhizoxin (Schema 1)[25] ein bekanntes Mikrotubu-
li-destabilisierendes Agens[26, 27]).[15] Die Einzigartigkeit der
Epothilone beförderte sie sofort in eine Klasse mit Taxol,
dessen über Tubulin-Bindung verlaufender Wirkungsmecha-
nismus 1979 von Horwitz et al. entdeckt wurde.[28] Die Merck-
Arbeitsgruppe verglich die Wirkung der Epothilone und von
Taxol auf Tubulin und Mikrotubuli und berichtete über eine
höhere Wirksamkeit der Epothilone A und B als Tubulin-
Polymerisationsagentien (Epothilon B>Epothilon A>Taxol).

Am bedeutsamsten war die Entdeckung, daû alle drei
Verbindungen bei ihrem Zielprotein um dieselbe Bindungs-
stelle konkurrieren.[15, 29] Des weiteren wiesen die Epothilone
eine ähnliche Kinetik bei der Induktion der Tubulin-Poly-
merisation auf, und mikroskopische Bilder von stabilisierten
Mikrotubuli und beschädigten Zellen glichen im wesentlichen
den mit Taxol erhaltenen.[15] Die aufregendste Eigenschaft der
Epothilone ist vielleicht ihre Überlegenheit gegenüber Taxol
bei der Zerstörung von Tumorzellen, vor allem bei MDR-
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Schema 1. Ausgewählte Verbindungen, die die Depolymerisation von
Tubulin fördern.

Zellinien (einschlieûlich einiger Taxol-resistenter).[15, 29] In
einigen Cytotoxizitätsexperimenten wies Epothilon B eine
2000 ± 5000fach höhere Wirksamkeit als Taxol auf. Dieses
eindrucksvolle Ergebnis weckte das Interesse vieler Wissen-
schaftler an Universitäten und in der pharmazeutischen
Industrie. Ferner stellte sich in In-vivo-Experimenten am
Sloan-Kettering-Institut in New York, bei denen Tumorgewe-
be subcutan in SCID-Mäuse eingepflanzt wurde, die Über-
legenheit von Epothilon B gegenüber Taxol heraus.[30] Bevor
wir jedoch zur nächsten Phase der Epothilon-Forschung
übergehen, wollen wir zunächst die Molekular- und Zellbio-
logie von Tubulin und Tubulin-Bindungsagentien und deren
Beziehung zu den Epothilonen diskutieren.

2.1. Epothilone, Tubulin,
Mikrotubuli und das Cytoskelett

Die Polymerisation/Depolymerisati-
on[31] von Tubulin spielt eine wichtige
Rolle im Zellcyclus (Abb. 3), vor allem
während der Mitose. Tubulin, ein hete-
rodimeres Protein aus globulären a-
und b-Tubulin-Untereinheiten (die zu
den beständigsten Proteinen gehö-
ren),[32, 33] ist der monomere Baustein
der Mikrotubuli. Die Mikrotubuli ge-
hören zu den fundamentalen Struktur-
bestandteilen des Cytoskeletts in euka-
ryotischen Zellen. Sie fungieren sowohl
als Stützgerüst wie auch als Förderbän-
der innerhalb der Zellen.[27, 34±37] Mikro-
tubuli versteifen die Zelle[38] und trans-
portieren Vesikel, Granula, Organel-
len[39] und Chromosomen mittels

spezieller Bindungsproteine.[38±40] Als Bestandteile des Cyto-
skeletts sind Mikrotubuli daran beteiligt, die Form und die
Struktur der Zelle aufzubauen und aufrechtzuerhalten. Sie
können isoliert in Aktion treten oder im Verband mit anderen
Proteinen, um komplexere, zur zellulären Bewegung dienen-
de Strukturen zu bilden wie Flimmerhärchen (Cilien), Cen-
triolen oder Geiûeln. Das Cytoskelett ist das aus Filament-
proteinen gebildete ¹Nano-Gewebeª, das dynamisch das
Innere von lebenden Zellen organisiert. Es ist in der Regel
transparent und daher beim Betrachten mit dem Mikroskop
unsichtbar. Trotz seiner Bedeutung für das Funktionieren der
Zelle wird das Cytoskelett normalerweise aus Skizzen von
Zellen ausgelassen; daher ist es wichtig, sich seine Existenz
und dynamische Funktion in Erinnerung zu rufen.

Mikrotubuli bestehen aus hochdynamischen Anordnungen
actinähnlicher a- und b-Tubulin-Heterodimere. Diese reihen
sich selbsttätig zu langen Protofilamenten aneinander, von
denen 13 in steiler Schraube parallel zu einer Zylinderachse
die Wand eines Mikrotubulus bilden. Die Mikrotubuli bilden
Schläuche mit einem Durchmesser von ca. 24 nm und können
mehrere mm lang sein.[41] Die Abbildungen 4 und 5 stellen
solche Mikrotubuli dar und lassen ihren Aufbau aus Tubulin
erkennen. Die Mikrotubuli werden nach einem Nucleations-
Elongations-Mechanismus gebildet.[42, 43] Nucleation ist die
Anfangsphase dieses Prozesses, bei der sich vorgebildete a-
und b-Tubulin-Heterodimere in der Gegenwart von Mg2�,
Guanosintriphosphat (GTP) und Mikrotubuli-assoziierten
Proteinen (MAPs) zusammensetzen. Dieser Vorgang ist
relativ langsam, bis ein kurzer Mikrotubulus entstanden ist,
der dann die wesentlich schnellere Elongationsphase auslöst.
Die Elongationsphase umfaût die Verlängerung des Mikro-
tubulus an beiden Enden durch reversible nichtkovalente
Addition von Tubulin-Heterodimeren. Dabei entstehen
wachsende Oligomere, die eine lineare Reihe von Tubulin-
Kügelchen bilden. Die Tubulin-Einheiten innerhalb der Pro-
tofilamente werden durch stärkere Bindungen innerhalb der

Abb. 3. Schematische Darstellung des Zellcyclus einschlieûlich der durch Taxol und Epothilone
inhibierten Mitose. MOTC�Mikrotubuli-Organisationszentrum.
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Abb. 4. Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubuli.

Tubulin-Heterodimere zusammengehalten, während des
Aufbaus der Mikrotubuli entstehen schwächere, reversible
Bindungen.

Mikrotubuli werden innerhalb der Zellen in ¹Asterenª
gebildet. Ihre dipolaren Strukturen bestehen aus einem
dynamischeren (�)-Ende und einem weniger dynamischen
(ÿ)-Ende (Abb. 4 und 5). Zwar können beide Enden ent-
weder wachsen oder dissoziieren, doch wächst in der Regel
das (�)-Ende schneller als das (ÿ)-Ende, und Nettowachsum
tritt am (�)-Ende ein, am (ÿ)-Ende hingegen Nettoverkür-
zung.[44] Die Mikrotubuli werden als ¹auf der Stelle tretendª
(treadmilling) bezeichnet, wenn diese beiden dynamischen
Vorgänge zur gleichen Zeit stattfinden.[45]

Wachstum und Dissoziation der Mikrotubuli werden von
gebundenen GTP-Molekülen gesteuert. Jedes Tubulin-Hete-
rodimer trägt zwei GTP-Moleküle, von denen aber anschei-
nend nur das auf der b-Untereinheit eine Funktion hat.[46] Das
GTP-Molekül hydrolysiert während der Polymerisation zu
Guanosindiphosphat (GDP) und Orthophosphat (Pi). Die

Gegenwart von GTP, GDP und Pi, die eine ¹Kappeª an den
Enden der Mikrotubuli bilden, erleichtert ein weiteres
Wachstum aufgrund höherer Affinität für zusätzliche Tubu-
lin-Untereinheiten.[47] Während die Halbwertszeit von Tubu-
lin bei 37 8C fast 1 d beträgt, kann die eines Mikrotubulus nur
ca. 10 min sein. Folglich besteht bei den Mikrotubuli ein
kontinuierlicher Wandlungsprozeû, wobei sie ständig auf die
Bedürfnisse der Zelle reagieren. Dieser Zustand wird ¹dyna-
mische Instabilitätª[42, 48] genannt und wird durch regulative
Prozesse innerhalb der Zelle gesteuert. Daher ist das Mikro-
tubuli-Wachstum in sich teilenden oder bewegenden Zellen
begünstigter als in stabilen, polarisierten Zellen. Die Steuer-
ung wird an den Enden der Mikrotubuli durch Hinzufügen
(für Wachstum) und Hydrolysieren von GTP (für Verkür-
zung) ausgeübt.

Als Hauptbestandteile der Mitosespindel spielen Mikro-
tubuli auch eine wichtige Rolle bei der Mitose, dem Prozeû

während der Zellteilung, bei dem das repli-
zierte genetische Material in Form von
Chromosomen gleichmäûig auf die beiden
Tochterzellen verteilt wird.[49] Wenn bei
Zellen die Mitose beginnt, wird die Mit-
osespindel durch Schmelzen im Zentrum
auseinandergenommen, und zwei dipolare,
spindelförmige Mikrotubuli-Reihen werden
vom Centrosom nach auûen hin gebildet. In
Zellen von Wirbeltieren sind die Centroso-
men Hauptsitz der Mikrotubuli-Nucleation
(MTOC; Abb. 3), indem sie die kritische
Konzentration des für die Polymerisation
benötigten Tubulins erniedrigen und die (ÿ)-
Enden der resultierenden Mikrotubuli ver-
ankern.[50] In der Metaphase werden die
Chromosomen durch den richtenden Einfluû
der Spindel in der ¾quatorialebene ange-
ordnet.[51] In der Anaphase ändert sich die
Dynamik der Mikrotubuli : Die Chromoso-
men teilen sich auf, und die Tochterchroma-
tiden bewegen sich gleitend auf den durch-
gehenden Mikrotubuli zu den Polen, wo die

neuen Zellen entstehen.[52] Die Parentalzelle repliziert ihre
Chromosomen während dieses Vorgangs, um beide Tochter-
zellen mit einem kompletten Gensatz zu versorgen.

Wenn die eukaryotische Zelle in die Phase aktiver Teilung
übergeht (Übergang von der Metaphase zur Anaphase),
ziehen die Mikrotubuli die Chromosomen buchstäblich ent-
zwei und schieben sie in die Bereiche der beiden entstehen-
den Tochterzellen. Die Geschwindigkeit, mit der die Mikro-
tubuli ihre Länge ändern, erhöht sich im Verlauf der Mitose
gegenüber der Geschwindigkeit während der Interphase um
das 20- bis 100fache. In dieser Phase hoher Dynamik sind die
Mikrotubuli sehr empfindlich gegenüber mit Tubulin wech-
selwirkenden Agentien, die daher ihre antimitotische Aktivi-
tät in diesem Stadium des Zellcyclus entfalten (Abb. 6).[48, 53]

Strukturell sehr verschiedene Verbindungen wie Vinblas-
tin,[42, 54, 55] Colchicin,[55, 56] Taxol und die Epothilone hemmen
die Mitose, indem sie an dieser wichtigen Stelle im Zellcyclus
eingreifen (siehe Abschnitt 2.2 für Weiteres zu Tubulin-
Bindungs-Agentien).[57]

Abb. 5. Gleichgewichte bei der Dynamik der Mikrotubuli.
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Abb. 6. Antimitotische Agentien hemmen die Teilung der Mitosespindel.

Die Dynamik der Mikrotubuli kann sowohl in vitro als auch in
vivo durch die zell- und gewebespezifischen[27, 34] MAPs[58] unter-
drückt werden. MAPs sind Proteine von hoher Molekülmasse
(200 ± 300 kDa) oder Tau-Proteine (20 ± 60 kDa).[27, 59] Ein
Ende eines MAP bindet monomeres oder polymeres Tubulin
und beschleunigt somit die Polymerisation und erleichtert den
Aufbau sowie die Stabilisierung der Mikrotubuli. Das andere
Ende eines MAP bindet an Vesikel oder Granula. Einige
dieser MAPs binden vermutlich an spezielle Stellen des a-
Tubulins, nachdem dieses in die Mikrotubuli eingebaut worden
ist. Zu solchen Stellen gehören Orte der Acetylierung oder
Entfernung von Tyrosinresten vom Tubulin-Carboxyterminus,
und sie sind wichtige Indikatoren für stabilisierte Mikrotubuli,
da sie bei Depolymerisation verschwinden. Interessanterwei-
se unterdrückt ein Tau-Protein das Gleichgewicht der dyna-
mischen Mikrotubuli-Instabilität in vitro in einer Weise, die
nicht von der bei Taxol unterschieden werden kann.[60] Dies ist
in Einklang mit der Vorstellung, daû antimitotische Wirk-
stoffe die Wirkung von natürlichen regulativen Liganden
nachahmen. Zu den MAPs gehören Kinensin und Dynein, die
entlang der Mikrotubuli in entgegengesetzte Richtungen
¹wandernª. Einige MAPs haben Kopfbereiche, die an Mikro-
tubuli und ATP binden und als ATPase-Motoren wirken. Ihre
Schwanzdomänen könnten an die zu bewegende Organelle
binden, aber der Mechanismus, nach dem die durch ATP-
Spaltung gewonnene Energie für den Transport genutzt wird,
ist nicht bekannt. Zusammenfassend läût sich sagen, daû
MAPs ¹Hilfsmaschinenª sind, die die Tubulin-Polymerisation
beschleunigen, als Motor für Vesikel und Granula dienen und
zu groûen Teilen die Steuerung der Kompartimentbildung in
Zellen übernehmen.

2.2. Epothilone, Tubulin-Bindungsagentien und Zelltod

Viele strukturell unterschiedliche Tumorhemmstoffe üben
ihre Cytotoxizität durch Unterbindung der Mikrotubuli-
Dynamik aus.[27, 34, 35, 61] Die meisten dieser Verbindungen,
z. B. Colchicin,[55, 56] Colcemid,[62] Podophyllotoxin,[63, 64] Vin-
blastin[42, 54, 55] und Vincristin[42, 54, 55] (siehe Schema 1), wirken,
indem sie bei der Bildung und dem Wachstum der Mikro-
tubuli einschreiten und die Polymerisation der Mikrotubuli
verhindern, durch Umbau von Tubulin in andere Aggregatfor-

men.[56, 65] Dadurch bewirken sie eine Nettodepolymerisation
der Mikrotubuli und inhibieren somit die Zellproliferation bei
der Mitose. Zu dieser Klasse antimitotischer Verbindungen
gehören auch Combretastatin,[64] Maytansin,[66, 67] Rhizoxin
(Schema 1),[25] Phomopsin,[67] die Dolastatine,[66±68] Krypto-
phycine,[69] Benzimidazole (z. B. Nocadazol)[42, 48, 70] und die
Curacine.[71] Bei bestimmten Konzentrationen inhibieren
diese Wirkstoffe die Bildung der Spindel-Mikrotubuli oder
depolymerisieren bereits existierende.[42, 48]

Abbildung 7 zeigt die verschiedenen Komplexe von Vin-
blastin, Colchicin und Taxol (siehe auch Abb. 5) mit Mikro-
tubuli. Vinblastin bindet mit hoher Affinität an die Enden der

Abb. 7. Mikrotubulus-Liganden-Komplexe.

Mikrotubuli, und seine potente Cytotoxizität scheint auf einer
relativ kleinen Zahl gebundener Moleküle zu beruhen.[42]

Colchicin bindet hingegen zuerst an freies Tubulin. Die so
gebildeten Komplexe vereinigen sich mit den Mikrotubuli an
den wachsenden Enden bei relativ niedrigen Konzentratio-
nen, woraus dann tiefgreifende Effekte auf die Mikrotubuli-
Dynamik resultieren.[56] Im Unterschied zu diesen beiden
antimitotischen Wirkstoffen stört Taxol die Polymerisations-
Depolymerisations-Dynamik der Mikrotubuli in vitro, indem
es an die Mikrotubuli bindet und diese gegenüber Depoly-
merisation stabilisiert (siehe Schema 2 für Beispiele Tubulin-
polymerisierender Naturstoffe).[72] Trotz ihrer geringen struk-
turellen ¾hnlichkeiten zu Taxol scheinen die Epothilone nach
demselben Mechanismus zu wirken und an dieselben Regio-
nen zu binden.[15, 29]

Obwohl die Epothilone Taxol von dessen Rezeptor ver-
drängen, binden sie wohl in einer leicht unterschiedlichen
Weise an Mikrotubuli, wofür ihre Wirkung gegen Taxol-
resistente Tumorzellen spricht, die mutiertes Tubulin enthal-
ten. Jedes Tubulin-Molekül (a/b-Tubulin-Heterodimer) der
Mikrotubuli hat eine Bindungsstelle für Taxol. Durch Hoch-
auflösungselektronenmikroskopie wurde festgestellt, daû sich
die Bindungsstelle für Taxol zwischen den Protofilamenten
befindet, die aus a- und b-Tubulin-Einheiten gebildet wer-
den.[29] Die Bindung von Taxol oder Epothilonen an Mikro-
tubuli verringert die Geschwindigkeit der Dissoziation von
a/b-Tubulin deutlich. Taxoide und Epothilone wirken also
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als Klammern und vergröûern und stabilisieren den Pool der
Mikrotubuli.[73]

Es wurde in vitro gezeigt, daû Taxol in Abwesenheit von
dem zur normalen Polymerisation benötigten GTP Tubulin
nucleiert.[28, 74] Abbildung 8 zeigt die Wirkung von Epothi-

Abb. 8. Wirkung der Epothilone auf PtK2-Zellen; Näheres siehe Text.
(Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr. F. Sasse und Dr. H.
Reichenbach.)

lon B auf Potorous-tridactylis-Nieren-Epithelzellen (PtK2-
Zellen). Das obere Bild zeigt die PtK2-Zellen; die Kerne
(blau) sind von Tubulin (rot) umgeben. Eine der Zellen (in
der Mitte, hell) befindet sich in der Anaphase. Man erkennt,
wie die Chromosomen zu den Polen auseinandergezogen
werden. Nach Behandlung mit Epothilon B (unten) ist die
Ordnung der Zellen gestört; die Kerne (blau) sind in
irreguläre Formen fragmentiert, und Tubulin (rot) ist zu
keilförmigen Bündeln aggregiert. Diese Wechselwirkung der
Epothilone mit Tubulin hemmt die Zellteilung und tötet die
Zelle, indem sie Apoptose (genetisch gesteuerte Selbstzer-
störung der Zelle, programmierter Zelltod) initiiert.

Vor kurzem verglichen Hamel und seine Mitarbeiter die
Wirkung der Epothilone A und B auf Dickdarm(Kolon)- und
Ovarialkrebszellinien mit der von Taxol.[29] Demzufolge sind
die Epothilone A und B gegenüber der Pgp-überexprimie-
renden MDR-Dickdarmkrebszellinie SW620 und gegenüber
der Taxol-resistenten Ovarialkrebszellinie KBV-1 sehr aktiv.
Bei den durch indirekte Immunofluoreszens untersuchten
PtK2-Zellen wies Epothilon B die höchste Aktivität auf und
induzierte in hohem Maûe die Bildung von Mikrotubuli-
Bündeln. Des weiteren wurde bestätigt, daû die Epothilone
keine Substrate für Pgp sind (wie ursprünglich von Bollag
et al. berichtet[15]) und daû subtile Unterschiede zwischen den
Wirkungsmechanismen von Taxol und den Epothilonen
bestehen, was durch Unterschiede in der Mikrotubuli-Mor-
phologie deutlich wurde. Wissenschaftler an der Universität
Freiburg haben kürzlich gezeigt, daû Epothilon A genau wie
Taxol Apoptose in Neuroblastom-Zellen initiiert.[75] Aller-
dings war Epothilon A, anders als Taxol, gegen eine Pgp-
exprimierende MDR-Neuroblastom-Zellinie (SK-N-SH)
wirksam,[76] und darüber hinaus wurde seine Wirkungskraft
trotz Erhöhung des Pgp-Niveaus im Verlauf der Zugabe des
Wirkstoffs nicht verringert.[15]

Während für die Tubulin-Polymerisation nahezu stöchio-
metrische Mengen von Taxol an das Zielmolekül binden
müssen,[77] hängt sein Mikrotubuli-stabilisierender Effekt von
einer relativ kleinen Zahl Mikrotubuli-bindender Moleküle
ab. Wenn Taxol an Mikrotubuli bindet, macht es diese extrem
stabil und statisch,[73] verhindert so die Zellteilung und tötet
die Zellen zu Beginn der Teilung. Krebszellen teilen sich
häufiger als gesunde Zellen, und Taxol schädigt Tumoren, in
denen fortlaufende Zellteilung stattfindet, am stärksten. Es
können aber auch andere sich schnell teilende Zellen wie
Leukocyten und Haarzellen angegriffen werden, was zu
beträchtlichen Nebenwirkungen führt. Daher ist die Chemo-
therapie mit Taxol oft mit einer Schwächung des Immun-
systems, der Sinneswahrnehmungsnerven sowie mit Übelkeit
und Haarausfall verbunden.[78]

Taxol hat durch Aktivierung von Makrophagen,[79±81] die
selbst proinflammatorische Cytokine[82] und Stickstoffmon-
oxid[83] synthetisieren, Endotoxin-ähnliche Eigenschaften.
Vor kurzem wurde entdeckt, daû Epothilon B trotz ähnlicher
Wirkung auf Mikrotubuli wie Taxol keinerlei stimulierende
Wirkung auf IFN-g-behandelte Makrophagen aus Mäusen
hat, wie Bestimmungen der Stickstoffmonoxid-Bildung erga-
ben.[84] Daraus wurde geschlossen, daû Epothilon-vermittelte
Mikrotubuli-Stabilisierung keine Endotoxin-signalisierenden
Pfade auslöst. Was Nebenwirkungen anbelangt, so könnte
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dies bei klinischer Anwendung ein Vorteil der Epothilone
gegenüber Taxol sein.[85] Wie Taxol und die Epothilone wirken
auch der marine Polyketid-Naturstoff Discodermolid[86] und
die vor kurzem entdeckten Substanzen Eleutherobin[87] und
Sarcodictyin A[88] (siehe Schema 2) cytotoxisch gegen Tumor-
zellen durch Beeinträchtigung der Mikrotubuli-Dynamik.

3. Chemie der Epothilone

Sowie die Bedeutung der Epothilone erkannt worden war,
wurden weltweit in zahlreichen Laboratorien Strategien für
ihre Totalsynthese entwickelt. Mehrere Arbeitskreise stürzten
sich auf die Synthese, und das Rennen wurde sehr knapp
zwischen dreien entschieden.[19] Das Grundgerüst der Epo-
thilone ist deutlich weniger komplex als das von Taxol.
Dennoch waren die Epothilone eine groûe Herausforderung
für die organische Synthese, und vor allem boten sie reichlich
Gelegenheit zur Entwicklung neuer Synthesemethoden und
-strategien. Von besonderem Interesse waren der 16gliedrige
Makrolidring, die sieben Stereozentren und die Thiazol-
Seitenkette, deren Stickstoff- und Schwefelatome potentielle
Komplikationen in sich bargen. Die herrliche Molekülarchi-
tektur und die Kompaktheit der Epothilone A und B kann
Abbildung 1 entnommen werden, während in Schema 3 die
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fünf bis heute identifizierten natürlich vorkommenden Epo-
thilone (A ± E) gezeigt sind. Das groûe Interesse an den
Ephothilonen hat sich bereits in einem Highlight-Beitrag von
Wessjohann[89] und Kurzaufsätzen von Kalesse[90] und Fin-
lay[91] manifestiert. In den folgenden Abschnitten werden wir
zuerst auf die unterschiedlichen Totalsynthesen von Epothi-
lon A 1 und Epothilon B 2 eingehen und dann das Design, die
Synthese und die biologische Aktivität der vielen syntheti-
schen Analoga diskutieren. An dieser Stelle möchten wir vorab
darauf hinweisen, daû die Arbeitsgruppe um Danishefsky als
erste die Totalsynthesen von Epothilon A und B abschloû.

3.1. Die Nicolaou-Strategien für die Synthese der Epothilone

Einer von uns (K.C.N.) traf Professor G. Höfle bei einem
Besuch der GBF am 18. April 1996. Höfles Epothilon-
Geschichte war faszinierend und stimulierend zugleich und

mehr als ausreichend, um jemanden, der sich für Chemie,
Biologie und Medizin interessiert, zu überzeugen, daû ein
Forschungsprojekt auf diesem Gebiet gerechtfertigt war. Es
gab allerdings ein Problem: Die absolute Konfiguration war
zu diesem Zeitpunkt unveröffentlicht, und Höfle war noch
nicht bereit, sie bekanntzugeben. Schlieûlich sandte uns Höfle
am 15. Mai 1996 ein Manuskript zu (dieses erschien später in
der Angewandten Chemie[12]), das die absolute Konfiguration
von Epothilon A 1 und B 2 enthielt. Der Umzug unserer
Arbeitsgruppe in das soeben fertiggestellte und eingerichtete
¹Arnold und Mabel Beckmann Center for Chemical Sciencesª
am 28. Mai 1996 markierte schlieûlich den offiziellen Beginn
unseres Epothilon-Projekts am Scripps Research Institute.

Unter den zahlreichen Strategien, die wir in Erwägung
zogen, war der in Schema 4 gezeigte Olefin-Metathese-Weg[92]

vielleicht am fesselndsten. Trotz der eleganten Beispiele
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solcher Reaktionen von den Arbeitsgruppen um Schrock[93]

Grubbs[94] und Hoveyda[95] sahen wir uns mit einer Reihe von
Problemen konfrontiert:
* Wird der Makrocyclus unter den Bedingungen der Meta-

these gebildet werden?
* Wenn ja, wird die neue Doppelbindung im Produkt die

erforderliche Z-Geometrie oder die E-Geometrie auf-
weisen?

* Wird die Thiazol-Einheit den Katalysator beeinträchtigen?
* Wird die Epoxidierung in Gegenwart der a,b-ungesättigten

Seitenkette möglich sein, und wenn ja, welches der beiden
diastereomeren Epoxide wird bevorzugt gebildet werden?
Während es keine sicheren Antworten auf diese Fragen

gab, erkannten wir sofort, daû dies die Voraussetzungen für
ein aufregendes und anspruchsvolles Syntheseabenteuer sein
würden. Daher zögerten wir nicht lange. Zusätzlich zur
Olefin-Metathese erforderte diese Strategie eine Wittig-
Reaktion, eine Veresterung und eine Aldol-Reaktion (Sche-
ma 4). Des weiteren erschien uns die Strategie flexibel und
konvergent genug, um nicht nur die Synthese der Epothilone
A und B zu ermöglichen, sondern auch einer Reihe von
Analoga für ein biologisches Screening.
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Erste Modellstudien[96, 97] sind in Schema 5 zusammenge-
faût. Sie wurden durchgeführt, um das Konzept der Olefin-
Metathese mit einfachen Substraten zu testen. Eine (glück-
licherweise) verkehrte Zuordnung der Geometrie der neuen
Doppelbindungen in den Produkten 13 und 15 als Z (später
wiesen wir durch eine Röntgenstrukturanalyse die in Sche-
ma 5 gezeigte E-Konfiguration[97] von 15 nach) ermutigte uns,
zur nächsten Etappe fortzuschreiten. In weiterführenden
Modellstudien (Schema 6)[97] wollten wir herausfinden, ob
zum einen die Olefin-Metathese in der Gegenwart der
Thiazol-Seitenkette durchgeführt werden kann und zum
anderen die selektive Epoxidierung möglich ist. Wie aus
Schema 6 hervorgeht, waren die Ergebnisse ermutigend. Wir
hatten nun zwei Sorgen weniger, wenngleich die Zuordnung
der Konfiguration der C12-C13-Doppelbindung nicht korrekt
war.

Ermutigt durch die ersten Ergebnisse im Rahmen der
Olefin-Metathese-Strategie zur Totalsynthese der Epothilone,
lieûen wir uns auf die Konstruktion der benötigten Bausteine
ein. Schema 7 faût die Aufbaureaktionen zusammen, die zu
den enantiomerenangereicherten Fragmenten 9, 31 und 35
führten.[97±99] Diese Bausteine wurden nacheinander, wie in
Schema 8 gezeigt, zusammengesetzt,[97, 98] wodurch die Edukte
für die Olefin-Metathese, 38 und 39, erhalten wurden.
Erfreulicherweise lieû sich das erwünschte 38 problemlos
durch Olefin-Metathese umsetzen, wobei eine Mischung aus
den makrocyclischen Z- und E-Olefinen 40 (46%) und 41
(39 %) entstand. Des weiteren verlief die Epoxidierung des
korrekten Isomers, Epothilon C 3, selektiv an der C12-C13-
Doppelbindung und lieferte Epothilon A 1 und sein Diaste-

reomer 43. Dabei hing die Diastereoselektivität im letzten
Schritt vom Epoxidierungsreagens ab [1:43� ca. 3:1[97, 98]

(mCPBA, 0 8C), ca. 3:1[98] (Dimethyldioxiran, 0 8C), ca.
5:1[98] (Methyl(trifluormethyl)dioxiran, 0 8C), ca. 13:1[100]

(Methylperoxycarboximidsäure, 25 8C)]. Unsere erste Total-
synthese von Epothilon A 1 wurde im November 1996 ab-
geschlossen.

Unsere Untersuchungen der Olefin-Metathese für Epothi-
lon-Synthesen waren hiermit nicht beendet. Mit dem Ziel,
eine möglichst umfassende Epothilon-Bibliothek für bio-
logische Studien herzustellen, versuchten wir, eine Festpha-
sensynthese für Epothilon A zu entwickeln. Diese sollte für
leistungsfähige ¹Split-und-Poolª-Methoden der kombinatori-
schen Chemie geeignet sein.[101±103] Somit wurde die Fest-
phasensynthese der Epothilone A und C in Angriff genom-
men und, wie in Schema 9 skizziert, vollendet. Der Höhe-
punkt dieser Synthese ist die Bildung und Abspaltung des
Makrocyclus vom Harz in einem Schritt. Erwähnenswert ist
auch, daû diese Synthese vier Epothilon-C-Isomere liefert
(zwei C6-C7-Aldol- und zwei C12-C13-Olefin-Isomere), die
chromatographisch getrennt und zu den entsprechenden
Epoxiden umgesetzt werden konnten. Die Anwendung dieser
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rende Modellstudien, um zu überprüfen, ob die Thiazol-Seitenkette mit
dem Konzept vereinbar ist (Nicolaou et al.).[97]
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Schema 7. Nicolaous Synthese der Schlüsselbausteine 9, 31 und 35
(Nicolaou et al.).[97, 99]

Methode auf die Herstellung kombinatorischer Epothilon-
Bibliotheken wird in Abschnitt 4.2 beschrieben.

Noch im Verlaufe des Olefin-Metathese-Projekts wurde
mit einer zweiten Strategie auf der Grundlage einer Makro-
lactonisierung begonnen (Schema 10).[99, 101, 104] Ziel dieser
Strategie war es, die Diastereomerenmischungen der makro-
cyclischen Olefine zu vermeiden, die beim Olefin-Metathese-
Weg erhalten wurden, der, so wundervoll er auch für den
Aufbau von Bibliotheken ist, zu ineffizient ist, wenn er auf ein
bestimmtes Zielmolekül angewendet werden soll. Ein weite-
rer Grund für die Makrolactonisierungs-Alternative war der
Wunsch einer bequemeren und effizienteren Synthese der
Epothilone B 2 und D 4, deren Synthese durch Olefin-Meta-
these wegen der trisubstituierten C12-C13-Doppelbindung als
zu ungünstig erschien. Wie in Schema 11 und 12 dargestellt,
verlief der Makrolactonisierungs-Weg zu den Epothilo-
nen A 1 und C 3[99, 104] bzw. B 2 und D 4[99, 101] reibungslos
und mit hoher Stereoselektivität bei der Knüpfung der C12-
C13-Doppelbindung (53� 47!54 : Z :E � ca. 9:1). Eine
Verbesserung der Diastereoselektivität bei der Aldolreaktion
wurde zudem durch Verwendung des reduzierten Bausteins
60 (60� 61!62� 63, Schema 12) erreicht (6S,7R :6R,7S � ca.

3.5:1).[99] Epothilon D 4 wurde mit Methyl(trifluormethyl)-
dioxiran in 85 % Ausbeute zu Epothilon B 2 epoxidiert, die
Diastereoselektivität betrug ca. 5:1. Die hierfür benötigten
Bausteine 60 und 61 wurden gemäû Schema 13 stereokon-
trolliert aufgebaut.

Da Epothilon E 5[105] eine natürlich vorkommende Sub-
stanz mit hoher biologischer Aktivität ist und wir vorhatten,
einen weiteren Zugang zu den Epothilonen zu eröffnen,
begannen wir unsere nächste Exkursion im Epothilon-Ter-
rain. Die Strategie der Kombination von Olefin-Metathese
und Stille-Kupplung ist in Schema 14 gezeigt und würde
besonders gut geeignet sein für eine Synthese von Seiten-
kettenanaloga von Epothilon A[106] und möglicherweise auch
von Epothilon B. Eine Demonstration der Leistungsfähigkeit
dieser Strategie ist die in Schema 15 gezeigte erste Totalsyn-
these von Epothilon E 5. Die oben beschriebenen Methoden
wurden nicht nur für den Aufbau der natürlichen Epothilone
A ± E verwendet, sondern ermöglichten auch die Herstellung
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thilon C 3 : Totalsynthese in Lösung (Nicolaou et al. und Yang et al.).[97, 98]
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Schema 9. Nicolaous Olefin-Metathese-Weg zu Epothilon A 1 und Epothilon C 3 : Festphasen-Synthese. [Ru]� [RuCl2(�CHPh)(PCy3)2] (Nicolaou
et al.).[101]
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einer Reihe interessanter Analoga für ein biologisches
Screening, wie in Abschnitt 4 beschrieben wird.

3.2. Die Danishefsky-Strategien für die Synthese der
Epothilone

Die Danishefsky-Arbeitsgruppe trug wesentlich zur For-
schung auf dem Epothilon-Gebiet bei und war die erste, die
die Totalsynthesen sowohl von Epothilon A 1[107] als auch von
Epothilon B 2[108] und deren Desoxyvorstufen (Epothilon C 3
bzw. Epothilon D 4)[107, 108] vollendete. Zu ihren Strategien
gehörten eine elegante Makrocyclisierungs-Aldolreakti-
on,[107±109] eine Olefin-Metathese[109, 110] und eine Makrolacto-
nisierung[109] zum Aufbau des Makrocyclus. Ferner verwen-
deten sie eine Reihe interessanter Reaktionen und Reak-
tionssequenzen, um funktionelle Gruppen einzuführen und
den stereochemischen Verlauf zu kontrollieren, darunter
Kupplungen vom Suzuki-Typ und Dihydropyran-Bildungen
und -Öffnungen.

Die Arbeitsgruppe demonstrierte den Nutzen von Tem-
platen, die ausgehend vom Danishefsky-Dien synthetisiert
wurden,[111] zum stereokontrollierten Aufbau der benötigten
Fragmente 90 und 91, wie in Schema 16 gezeigt ist.[109, 112]

Weitere sorgfältige Untersuchungen führten zur Synthese
der C3-C12-Segmente 104 und 106 (Schema 17), die zur
Synthese der Epothilone A 1 bzw. B 2 notwendig wa-
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Schema 12. Nicolaous Makrolactonisierungs-Weg: stereoselektive Totalsynthe-
sen von Epothilon B 2 und Epothilon D 4 (Nicolaou et al.).[99, 101]
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ren.[109, 110] In Schema 16 und 17 ist die aufeinanderfolgende
Bildung und Öffnung der Dihydro- und Tetrahydropyranrin-
ge die Schlüsseltaktik, um die Konfiguration bei den offen-
kettigen Zielmolekülen sicherzustellen. Eine Modellstudie
des Danishefsky-Arbeitskreises zum Aufbau des Epothilon-
Makrocyclus durch Olefin-Metathese unter Knüpfung der
C9-C10-Bindung war ermutigend (Schema 18), aber stellte
sich unglücklicherweise bei der Naturstoffsynthese als weni-
ger ergiebig heraus.[109, 113]

Der erste Durchbruch der Danishefsky-Arbeitsgruppe kam
mit der Anwendung der Makrocyclisierungs-Aldolreaktion
zum Aufbau der Epothilone A 1 und C 3 (Schemata 19 und
20).[108, 109] Wie in Schema 19 skizziert, wurden zuerst stereo-
kontrolliert die fortgeschrittenen Zwischenstufen 116 und 122
synthetisiert. Beim Zusammenfügen dieser Bausteine (Sche-
ma 20) ermöglichte eine stereospezifische Suzuki-Kupplung
die Verknüpfung der Zwischenstufen 116 und 122 und lieferte
Verbindung 123. Der stereoselektive Ringschluû unter basi-
schen Bedingungen führte dann zum erwünschten Makro-
cyclus 59. Anschlieûende Umwandlungen funktioneller
Gruppen führten in guter Gesamtausbeute und mit hoher
Stereoselektivität zu Epothilon C 3 und nach Epoxidierung zu
Epothilon A 1 (Schema 20). Danishefskys zweiter Zugang zu
Epothilon A 1 (Schema 21) verlief über die Zwischenstufen
118 und 122, die wiederum durch eine Suzuki-Kupplung
verknüpft wurden, sowie eine Makrolactonisierung zum
makrocyclischen Gerüst.[109]
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91 (Meng et al.).[109, 112]

Die Danishefsky-Arbeitsgruppe schlug auch den Olefin-
Metathese-Weg zu den Epothilonen ein. Eine interessante
und aufschluûreiche Studie hierzu ist in Schema 22 skiz-
ziert.[110] Bei Variation der Substituenten der offenkettigen
Vorstufen 128 stellten sie Z :E-Verhältnisse bei den neu
geknüpften Doppelbindungen von ca. 5:3 bis 1:9 fest. Wie in
Schema 23 gezeigt, synthetisierte die Arbeitsgruppe mit ihrer
Strategie der Makrocyclisierungs-Aldolreaktion zudem die
Epothilone B 2 und D 4.[108] Erneut führte eine Suzuki-
Kupplung (116� 130!131) mit anschlieûender Basenbe-
handlung und Umwandlung funktioneller Gruppen zum
Ringschluû (131!65) und lieferte das erwünschte Gerüst,
das als Vorstufe sowohl für Epothilon D 4 als auch für
Epothilon B 2 diente.

Wie in Schema 24 zusammengefaût, diente schlieûlich eine
bemerkenswerte Olefin-Metathese, die an einem dreifach
substituierten Olefin mit dem Schrock-Molybdän-Katalysa-
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tor[93] durchgeführt wurde, als Grundlage einer konzeptionell
ganz anderen Totalsynthese der Epothilone D 4 und B 2.[109]

In diesem Fall wurde die C12-C13-Doppelbindung allerdings
als Mischung der Z- und E-Isomere im Verhältnis von ca. 1:1
gebildet.
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3. HF•Py, Py

122116

1. Ac2O, 4-DMAP
2. OsO4, NMO
3. NaIO4
4. Ph3P=CH(I)

117

118

18

1. TBSOTf, 2,6-Lutidin
2. Dess-Martin- 
    Periodinan

3. TBSOTf, 2,6-Lutidin

ca. 2:1

*

(75%)

(79%)

(48%)

(45%)

(79%)

(34%)

Schema 19. Danishefskys Synthese der fortgeschrittenen Zwischenstufen
116, 118 und 122 für den Makrocyclisierungs-Aldolreaktions- und den
Makrolactonisierungs-Weg zu Epothilon A (Balog et al. und Su et al.).[107, 108]

Schema 20. Danishefskys Totalsynthese der Epothilone A 1 und C 3 durch
Makrocyclisierungs-Aldolreaktion (Su et al. und Meng et al.).[108, 109]
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Schema 22. Danishefskys Olefin-Metathese-Studien zur Totalsynthese der
Epothilone A und C. [Ru]� [RuCl2(�CHPh)(PCy3)2] (Meng et al.).[109, 110]

3.3. Die Schinzer-Strategie für die Synthese der
Epothilone A und C

Die damals in Braunschweig nicht fern von der GBF (wo
die Epothilone zuerst entdeckt wurden) tätige Arbeitsgruppe
um Schinzer entwickelte unabhängig, wie in Schema 25 und
26 gezeigt ist, einen Olefin-Metathese-Zugang zu den Epo-
thilonen A 1 und C 3.[114, 115] Für ihre Synthese waren die
Schlüsselbausteine 137, 141 und 146 erforderlich, die durch
asymmetrische Synthesen gemäû der in Schema 25 darge-

stellten Sequenzen erhalten wur-
den.[114] Die Bildung eines einzigen
(6R,7S)-Diastereomers bei der Aldol-
kondensation des Ethylketons 137 mit
dem Aldehyd 9 unter Einwirkung von
LDA war sehr beeindruckend und
wurde dem Einfluû der Acetonid-Ein-
heit zugeschrieben (Schema 26).[115]

Die Einführung der Seitenkette durch
Veresterung, Ringschluû durch Olefin-
Metathese und Epoxidierung mit Di-
methyldioxiran führten dann zu den
Epothilonen C 3 und A 1.

3.4. Weitere Zugänge zu
Epothilonen

Eine Reihe anderer Arbeitsgruppen
leistete in Form von Modellstudien und
der Synthese von Schlüsselbausteinen
wichtige Beiträge zum Epothilon-Ge-

biet, darunter die Teams von Mulzer,[116, 117] Kalesse und
Meyer,[118] Wessjohann,[119] Taylor[120] sowie De Brabander.[121]

Mulzer et al.[116, 117] synthetisierten durch elegante Sequenzen
die C1-C9- und C11-C21-Epothilon-Bausteine 154 und 161,
wie in Schema 27 bzw. 28 gezeigt ist. Der Beitrag von Kalesse
und Meyer et al.,[118] der die enantioselektive Synthese des
Bausteins 166 beschrieb, ist in Schema 29 dargestellt. Auf der
Grundlage ihrer kürzlich entwickelten Chrom(ii)-vermittelten
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1. 9-BBN;  dann
    [PdCl2(dppf)],
    Cs2CO3, Ph3As

2. pTsOH

(77%)

1. OsO4, NMO;
    dann Pb(OAc)4
2. Ph3P=C(CH3)I

(43%)

130

12

(31%)

1. KHMDS
2. Dess-Martin-Periodinan
3. NaBH4
4. HF•Py, Py
5. TBSOTf, 2,6-Lutidin

(97%,
ca. 20:1)

3

116

13

65 4:  Epothilon D

1. Dess-Martin-
     Periodinan
2. HF•Py

(54%)

9
10

2:  Epothilon B131

5

–50 °C

Schema 23. Danishefskys Totalsynthese der Epothilone B 2 und D 4 via
Aldolreaktion (Su et al. und Meng et al.).[108, 109]
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    MeOH/H2O

118

59:  R = TBS
  3:  R = H : Epothilon CHF•Py

2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid
Et3N, 4-DMAP

124(47%)

(88%)

(99%)

(49%)

ca. 16:1 , –35 °C

Schema 21. Danishefskys Totalsynthese der Epothilone A 1 und C 3 via Makrolactonisie-
rung (Meng et al.).[109]
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Schema 24. Danishefskys Totalsynthese der Epothilone B 2 und D 4 via Ringschluû-Olefin-Metathese.
[Mo]� [Mo(�CHMe2Ph){N(2,6-(iPr)2C6H3)}(OCMe(CF3)2)2] (Meng et al.).[109]

Schema 25. Schinzers enantioselektive Synthese der Zwischenstufen 137, 141 und 146 für die Totalsynthese von Epothilon A 1 (Schinzer et al.).[114]
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(75%,
58% de)

1. DDQ, MS 4 Å
2. O3

3. (Allyl)B[(+)-Ipc]2 (62% de)
4. TBSOTf, 2,6-Lutidin
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1. O3
2. NaClO2, NaH2PO4, 
     2,3-Dimethyl-but-2-en

(61%)152

153

(96%)

154

6

7

31

9

Schema 27. Mulzers Synthese des C1-C9-Epothilon-Bausteins 154 (Mulzer
et al.).[116]

Reformatsky-Reaktion entwickelten Wessjohann et al.[119]

Routen zu den beiden unterschiedlichen C1-C5-Epothilon-
Bausteinen 170 und 172 (Schema 30). Die Arbeit von
Tayloret al.[120] umfaûte den enantioselektiven Aufbau des
Thiazol-enthaltenden Intermediats 35 und eine Olefin-Meta-
these-Modellstudie (Schema 31). Enantioselektive Wege zu

den Schlüsselbausteinen 9 (C7-C11) und
31 (C1-C6) wurden, wie in Schema 32
dargestellt, von De Brabander et al.[121]

entwickelt.

4. Synthese und biologische
Eigenschaften gezielt entworfener
Epothilone

Die erfolgreichen Totalsynthesen der
natürlichen Epothilone ebneten den
Weg für die Synthese einer groûen Zahl
gezielt entworfener, nichtnatürlicher
Epothilone für biologische Studien. Da-
mit begann ein neuer Wettstreit der
gezielten Planung, Synthese und bio-
logischen Evaluierung von Epothilon-
Bibliotheken. In den Tabellen 2 ± 6 sind
die synthetischen Epothilon-Analoga
aufgeführt, die von den beiden auf
diesem Gebiet führenden Arbeitsgrup-
pen, nämlich Danishefskys und unserer,
hergestellt wurden. Die Arbeitskreise
von Höfle und Schinzer trugen auch zu
diesem Gebiet bei, allerdings sind ihre
Resultate gröûtenteils unveröffentlicht.
Für die Diskussion der Ergebnisse ist es
sinnvoll, die Epothilon-Struktur in die
vier Regionen A ± D zu unterteilen
(Schema 33). Das Design der Analoga
war primär auf eine Vereinfachung der
Molekülstruktur ausgerichtet. Das Ziel
war dabei, die Zielmoleküle leichter
zugänglich zu machen und die Notwen-
digkeit funktioneller Gruppen und Ste-

reozentren für die biologische Aktivität zu klären. Auch
sollten neue Strukturelemente eingeführt werden. Für die
Synthese dieser Analoga wurde eine Reihe neuartiger
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(46%)
(95%,

Z : E =ca. 7:2)

(77%, Z : E =ca. 15:1)

(69%, ca. 17:1)

Schema 28. Mulzers Synthese des C11-C21-Epothilon-Bausteins 161
(Mulzer et al.).[117]
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(55%)
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9

6
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128c

DCC
4-DMAP
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(70%
 > 98% de)

LDA

147

7

(56%)

1. HF, MeCN, Glas
2. Dess-Martin-Periodinan
3.
4. TBAF,  MS 4 Å

(47%)

(Z)-129c

1. HF, MeCN

2.

(80%)

(E)-129c

(47%)

(48%) 1:  Epothilon A

, –35 °C

[Ru]

Schema 26. Schinzers Totalsynthese der Epothilone A 1 und C 3 via Olefin-Metathese.
[Ru]� [RuCl2(�CHPh)(PCy3)2] (Schinzer et al.).[115]
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1. Ti(OiPr)4
   (–)-Diethyltartrat
   tBuOOH, MS 4 Å

2. Red-Al
   (92%)

1. TBSCl, Imidazol
2. H2, Pd/C, EtOH
3. Swern-Oxidation

4. EtMgBr
5. Jones-Oxidation

(50%)
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163

164165
1. LDA (ein Produkt)

2. wäßr. HF, MeCN

166

H2, Pd/C

(86%)

167

Röntgenstrukturanalyse 
zur Bestimmung der 
absoluten Konfiguration

(44%)

Schema 29. Die Kalesse-Meyer-Synthese des C1-C9-Epothilon-Bausteins
166 (Claus et al.).[118]
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(58%, > 84% de)

Schema 30. Wessjohanns Anwendung der Chrom-Reformatsky-Reaktion
zur enantioselektiven Synthese der C1-C6-Epothilon-Bausteine 170 und
172 (Gabriel et al.).[119]
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173

kat. (S)-BINOL•Ti(OiPr)4
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1. nBuLi, n-Decyliodid, HMPA
2. pTsOH, wäßr. MeOH
3. NaH, DAP
4. TPAP, NMO
5. NaClO2
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175176: E    (61%)
177: Z     (20%)

(39%)

(94%)

(62%,
86% ee)

(81%)

DIC
4-DMAP

Schema 31. Taylors enantioselektive Synthese der Thiazol-Seitenkette 35
und Modellstudien zur Olefin-Metathese. [Ru]� [RuCl2(�CHPh)(PCy3)2]
(Taylor et al.).[120]

Schema 32. De Brabanders enantioselektive Synthese der Nicolaou-
Schlüsselbausteine 9 und 31 (De Brabander et al.).[121]
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Schema 33. Die Regionen A ± D des Epothilon-Grundgerüsts, die struk-
turell modifiziert wurden.

Methoden und Strategien entwickelt, die wir kurz beschrei-
ben wollen. Die in den Tabellen 2 ± 6 gezeigten Verbindungen
wurden durch die zuvor diskutierten Methoden oder durch
die in den Schemata 34 ± 38 skizzierten Sequenzen syntheti-
siert.

4.1. Synthese von Epothilon-Analoga in Lösung

Die Synthese von 8-Demethylepothilon A 189 (Modifizie-
rung in Region A) in Lösung wurde sowohl von Danishefsky
et al. (durch Makrolactonisierung, Schema 34)[122] als auch
von Nicolaou et al. erreicht (durch Olefin-Metathese, Sche-
ma 35).[102] Wie in Schema 35 skizziert ist, wurden die 14-, 15-,
17- und 18gliedrigen Desoxyepothilonringe (204 ± 207) von
der Nicolaou-Gruppe via Makrolactonisierung syntheti-
siert,[123] während die Danishefsky-Arbeitsgruppe das 15glie-
drige Desoxyepothilon B 205'' beschrieb.[30] Diese Verbindun-
gen und die entsprechenden Epoxide sind in Tabelle 2
aufgeführt.

Ein stereoselektiver Zugang zu einigen in Position 26
(Region B) substituierten Desoxyepothilonen wurde in unse-
rem Arbeitskreis durch die Makrolactonisierungs-Strategie
erreicht, wie in Schema 36 für die Verbindungen 213 ± 221
demonstriert.[124] Die meisten dieser Verbindungen wurden
weiter zu den entsprechenden Epoxiden umgesetzt und sind
Tabelle 3 zu entnehmen. Die für Epothilon E entwickelte
Olefin-Metathese/Stille-Kupplungs-Strategie (Schema 15
oben) wurde, wie in Schema 37 gezeigt, auf die Synthese



AUFS¾TZE K. C. Nicolaou et al.

2140 Angew. Chem. 1998, 110, 2120 ± 2153

Schema 34. Danishefskys Synthese von 8-Demethylepothilon A 189 (Mo-
difizierung in Region A ; siehe Tabelle 2; Balog et al.).[122]

Schema 35. Synthese von 14-, 15-, 17- und 18gliedrigen Epothilon-A-
Analoga via Makrolactonisierung (Modifizierung in Region A ; siehe
Tabelle 2; Nicolaou et al.).[123]

Schema 36. Synthese in Position 26 derivatisierter Epothilone (Modifizie-
rungen in Region B ; siehe Tabelle 3; Nicolaou et al.).[124]

einer Reihe Seitenketten-modifizierter (Region C) Epothi-
lon-Analoga angewendet.[106] Die Stille-Kupplung in einem
späten Stadium der Synthese ermöglichte einen konvergenten
und schnellen Zugang zu einigen interessanten Verbindungen
dieser Klasse, die in Tabelle 4 zusammengefaût sind.

4.2. Kombinatorische Festphasensynthese von Epothilon-
Bibliotheken

Unsere Arbeitsgruppe setzte die ¹REC-Split-und-Poolª-
Strategie in fester Phase zur kombinatorischen Synthese einer
Epothilon-Bibliothek unter Verwendung von MicroKans und
MicroTubes ein (Abb. 9; REC� radiofrequency encoded
combinatorial chemistry[103]).[102] Auf diesem Weg konnten
schnell etliche in den Regionen A ± D modifizierte Epothilon-
Analoga (Schema 38) erhalten werden. Darüber hinaus
demonstrierte diese Methode ein neues Konzept der Natur-
stoffsynthese und des Aufbaus von Bibliotheken. Besonders
interessant war dabei die Möglichkeit, die Olefin-Metathese
zur gleichzeitigen Bildung des Makrocyclus und Abspaltung
vom Harz anzuwenden (Desoxyepothilone I ± IV). Die so
hergestellten Desoxyepothilone wurden chromatographisch
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Schema 37. Synthese von Seitenketten-modifizierten Epothilonen via
Stille-Kupplung (Modifizierungen in Region C ; siehe Tabelle 4; Nicolaou
et al.).[106] Aro�Arylrest.

getrennt und epoxidiert, wodurch insgesamt acht Epothilone
(zwei diastereomere syn-Aldoladditionsprodukte mal zwei
Olefindiastereomere (Z und E) mal zwei diastereomere
Epoxide) mit jedem Mikroreaktor in Milligramm-Mengen
erhalten wurden.

4.3. Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei den
Epothilonen

Wie in den vorigen Abschnitten beschrieben, ermöglicht
die chemische Synthese die Herstellung einer groûen Zahl
gezielt entworfener Epothilone. Ausgewählte Bibliotheken
dieser Verbindungen sind in den Tabellen 2 ± 6 wiedergege-
ben, die auch die Angaben zur Tubulin-Polymerisation
enthalten. In den Tabellen 7 und 8 in diesem Abschnitt sind
die Ergebnisse der Untersuchungen zur Cytotoxizität einer
Reihe hochaktiver Verbindungen aufgeführt, die durch
Screening dieser Bibliotheken identifiziert wurden. In Abbil-
dung 10 (Seite 2148) ist zusammengefaût, wie sich bestimmte
Strukturmerkmale in den Regionen A ± D (siehe Schema 33)
auf die biologische Aktivität der Epothilone auswirken. Mit
einem beträchtlichen Verlust an biologischer Wirkung gehen
Modifizierungen in der Region A (C8 ± C11) einher, z. B.
¾nderungen der Ringgröûe (mit Ausnahme des 18gliedrigen

Tabelle 2. Strukturen und Tubulin-Polymerisations-Aktivitäten von Epothilon-Analoga, die in der Region A modifiziert sind.

Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a]
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[a] Die Tubulin-Polymerisation wurde durch Filtrations-Kolorimetrie-Assays nach Bollag et al.[15] und Nicolaou et al. bestimmt.[102]
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Tabelle 3. Strukturen und Tubulin-Polymerisations-Aktivitäten von Epothilon-Analoga, die in der Region B modifiziert sind.

Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a]
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[124]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[124]
[124]
[124]

29

[128]

294

287

52
66
43
69
47
62
83
88
11
66
10
95
81
64
12
12

Nicolaou

[97,99,101]
[99,101]

20 297

[97]

76 
72

[97]

  42: R = H
289: R = Me

10[102]

[102]

[102]

302

285

10 92
84

268: R = CH2OH
269: R = CH2OAc
270: R = CH2OC(O)tBu
271: R = CH2OC(O)Ph
272: R = CH2OMe
273: R = CH2OBn
274: R = CH2F
275: R = CH2Cl
276: R = CH2I
277: R = CH2CH3
278: R = CH=CH2
279: R = CHO
280: R = CO2Me

[97,99,101]
[99,101]

286[97]

290: R = H
291: R = Me

13

[30]

29
51

6
5
6

12
93
69
41
79
94
87
19

[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]
[128]

17[97,99] 43

17 
63

[97,99]
[99,101]

292: R = H
293: R = Me

16288[97] 12 

265: R = CH2CH3
298: R = nPr
299: R =

296[102]

  2
25

281: R = Me
282: R = Ac

15

283

284

[128]
[128]

[108] –  289

[a] Die Tubulin-Polymerisation wurde durch Filtrations-Kolorimetrie-Assays nach Bollag et al.[15] und Nicolaou et al. bestimmt.[102]
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Tabelle 4. Strukturen und Tubulin-Polymerisations-Aktivitäten von Epothilon-Analoga, die in der Region C modifiziert sind.

Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a]
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  76: R = CH2OH
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[a] Die Tubulin-Polymerisation wurde durch Filtrations-Kolorimetrie-Assays nach Bollag et al.[15] und Nicolaou et al. bestimmt.[102]
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Makrocyclus 207, der signifikante Tubulin-Polymerisations-
aktivität aufweist), ¾nderung der Konfiguration an C8 sowie
Hinzufügen oder Entfernen einer Methylgruppe an C8, wie
auch aus Tabelle 2 ersichtlich ist.

Im Unterschied dazu wirken sich ¾nderungen in der
Region B (C12 ± C15) kaum aus (siehe Tabelle 3). Hinsicht-

lich der C12-C13-Funktionalität war folgendes von besonde-
rem Interesse:
* Sowohl das Olefin als auch das Epoxid waren aktiv.
* Beide Epoxid-Stereoisomere waren sehr aktiv.
* ¾nderungen der Olefin-Geometrie hatten einen geringen

Einfluû auf die Aktivität der Desoxyepothilone oder der
entsprechenden Epoxide.

Fortsetzung von Tabelle 4.

Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a]
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308[30] –
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–

26 374

376

Danishefsky

[30] –377[30]

–378[30]

366[97]

23367

12

[97]

368[97]  22 

[a] Die Tubulin-Polymerisation wurde durch Filtrations-Kolorimetrie-Assays nach Bollag et al.[15] und Nicolaou et al. bestimmt.[102]

Abb. 9. Oben: SMART-Mikroreaktoren. Unten: allgemeine Strategie der Radiofrequenz-verschlüsselten kombinatorischen ¹Split-und-Poolª-Synthese von
Epothilonen (Nicolaou et al.).[102, 103]
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Tabelle 5. Strukturen und Tubulin-Polymerisations-Aktivitäten von Epothilon-Analoga, die in der Region D modifiziert sind.

Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a]
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[a] Die Tubulin-Polymerisation wurde durch Filtrations-Kolorimetrie-Assays nach Bollag et al.[15] und Nicolaou et al. bestimmt.[102]
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Da Epothilon B aktiver als Epothilon A ist, wurde die
Rolle des Substituenten an C12 ausgiebig untersucht. Der
Groûteil der synthetisierten C12-Analoga war sehr aktiv;
einige konkurrierten sogar mit Epothilon B. Dies veran-
schaulicht das Potential solcher strukturellen Modifizierun-
gen bei der Wirkstoffsuche. Die Umkehrung der Konfigura-
tion an C15 führte schlieûlich zu einem deutlichen Verlust der
Tubulin-Polymerisations-Aktivität.

In der Region C modifizierte Verbindungen sind in Ta-
belle 4 zusammengefaût. Hier werden Strukturveränderun-
gen nicht in dem Maûe toleriert wie in der Region B.
Insbesondere führt das Fehlen oder aber eine direkte An-
knüpfung der aromatischen Einheit an C15 sowie der Ersatz

der C20-Methylgruppe durch sterisch anspruchsvollere Alkyl-
oder Arylsubstituenten zu geringerer Tubulin-Bindung und
Cytotoxizität. Ein Wasserstoffatom oder ein Methylsulfanyl-
Substituent an C19 wurden hingegen toleriert. Des weiteren
erwies sich der Ersatz der C16-Methyl- durch eine Ethyl-
Gruppe und des Thiazols durch strukturell sehr verschiedene
aromatische Einheiten generell als ungünstig für die bio-
logische Aktivität. Bemerkenswerte Ausnahmen sind die
entsprechenden Oxazole[100, 125] und die 2-Pyridyl-[102] und 2-
Thiazolyl-substituierten[106] Verbindungen, die ähnlich aktiv
wie die natürlichen Epothilone waren.

Modifizierungen in der Region D führten zu interessanten
Ergebnissen, die Tabelle 5 zu entnehmen sind. Beispielsweise

Tabelle 6. Strukturen und Tubulin-Polymerisations-Aktivitäten von Epothilon-Analoga, die in mehreren Regionen modifiziert sind.

Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a] Lit. , Struktur, Tubulin-Polymerisation [%][a]
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[a] Die Tubulin-Polymerisation wurde durch Filtrations-Kolorimetrie-Assays nach Bollag et al.[15] und Nicolaou et al. bestimmt.[102]
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resultierten die Umkehrung der Konfiguration an C3 und die
Substitution der C4-gem-Dimethylgruppe durch eine 4,4-
Ethano-Einheit in deutlich verringerter Aktivität. Ein ähnli-
cher Aktivitätsverlust trat auf, wenn die Oxogruppe an C5
reduziert wurde oder die Substituenten an C5, C6 und C7
entfernt wurden. Interessanterweise behielt das Epothilon-
Analogon, bei dem zwischen C2 und C3 eine (E)-Doppelbin-
dung eingeführt wurde, beträchtliche Aktivität bei. Tabelle 6
zeigt eine Reihe von Verbindungen, in denen Modifizierun-
gen in mehr als einer Region der Epothilon-Struktur vorge-
nommen wurden. Bislang lieferten solche mehrfachen Modi-

fizierungen keinerlei Durchbrüche hinsichtlich der Entdek-
kung biologisch hochaktiver Verbindungen.

Die in den Tabellen 7 und 8 aufgeführten Daten zur
Cytotoxizität einer Reihe wirksamer Epothilon-Analoga sind
durchaus mit denen der natürlichen Epothilone vergleichbar
und lassen diese Analoga als Leitstrukturen und potentielle
Wirkstoffe vielversprechend erscheinen. Wie bei den Epothi-
lonen A und B ist bei diesen gezielt entworfenen Analoga
besonders ihre Fähigkeit hervorzuheben, gegen wirkstoffre-
sistente Tumorzellen, etwa Taxol-, Vinblastin- und Etoposid-
resistente Zellinien, zu agieren. Die Vorstellung einer In-vivo-

Schema 38. Aufbau von Epothilon-Bibliotheken durch ¹Split-und-Poolª-REC (Modifizierungen in den Regionen A ± D, siehe Tabelle 2 ± 6; Nicolaou
et al.).[102]
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Epoxidierung der Desoxyepothilone ist ebenfalls sehr inter-
essant, da diese Hypothese erklären könnte, daû einige dieser
Verbindungen stark cytotoxisch wirken, während andere trotz
ihrer potenten Tubulin-Polymerisations-Eigenschaften weni-
ger aktiv sind.

Die Annahme, daû die Epothilone und Taxol ein gemein-
sames Pharmakophor aufweisen,[12, 16] veranlaûte Winkler und
Axelsen 1996, ein Modell der Bindungsstellen für diese
strukturell doch sehr verschiedenen Substanzen vorzuschla-
gen.[126] Ihre Kraftfeldrechnungen, die auf Struktur-Wirkungs-
Daten von Taxol beruhten, deuteten darauf hin, welche
Regionen der Epothilone für biologische Aktivität notwendig
sein sollten. Kürzlich berichteten Ojima et al. über ähnliche
Molecular-Modelling-Studien, die auf eine Korrelation der
Konformationen von Taxol-Analoga, Epothilonen und Dis-
codermolid abzielten.[127]

Ausgehend von den natürlichen Epothilonen A ± D stellte
die Arbeitsgruppe von Höfle ca. 100 Derivate her und
untersuchte deren biologische Aktivität (siehe Abb. 10 zu
einigen Ergebnissen von biologischen Studien zu Struktur-
Wirkungs-Beziehungen).[134] Das Design neuer Verbindungen
kann nun in Richtung der Modifizierungen gelenkt werden,
die am vielversprechendsten bei der Suche nach aktiven
Wirkstoffen erscheinen.

5. Zusammenfassung und Zukunftsperspektiven

Man könnte die Epothilone als ¹Erbenª des Taxols
bezeichnen, dessen Entwicklung als ein hocheffizientes Arz-
neimittel von einem enormen Zuwachs an wissenschaftlicher

Erkenntnis begleitet war. In den
90er Jahren zogen die Epothilone
Aufmerksamkeit auf sich als viel-
versprechende potentielle Wirk-
stoffe für die Krebstherapie. Be-
sonders attraktiv ist ihre Wir-
kungsweise, die der von Taxol
ähnelt, und ihre Aktivität gegen
Taxol-resistente Krebszellen. Ih-
re neuartige, aber gegenüber Ta-
xol weniger komplexe Molekül-
struktur veranlaûte intensive For-
schungstätigkeiten, mit der
Absicht, in der Praxis anwendba-
re Syntheserouten für ihre Pro-
duktion zu entwickeln und Ana-
loga zur biologischen Bewertung
zu synthetisieren. Beide Ziele
wurden von einer Reihe von
Arbeitsgruppen gröûtenteils er-
reicht, wenngleich es noch eini-
ges zu tun gibt. Zu den restlichen
Herausforderungen gehören:
* Syntheserouten, die noch effi-

zienter sind als die bislang
entwickelten und die zur Pro-
duktion im technischen Maû-
stab geeignet sind.

* Die Bestimmung der pharmakologischen und toxikologi-
schen Wirkungsprofile der natürlichen Epothilone und
ausgewählter synthetischer Analoga in einer Vielzahl von
Tiermodellen, um geeignete Verbindungen zur Wirkstoff-
entwicklung zu finden.

* Eine klinische Evaluation solcher Verbindungen zur Be-
handlung einer Reihe von Krebsarten.

Zusätzlich zu ihrem potentiellen Nutzen als neue Waffen
gegen Krebs regten diese natürlich vorkommenden Substan-
zen bereits zu neuen Erfindungen und Entdeckungen in der
Chemie und Biologie an. Epothilon B mochte bei uns
wegen seiner neuartigen Struktur und biologischen Aktivität
Bewunderung auslösen, doch lieû uns das bisherige
Versagen, seine Potenz gegen Krebszellen zu übertreffen, in
Ehrfurcht vor der Natur und ihren molekular-technologischen
Fertigkeiten erstarren. Während die Natur für die natürliche
Evolution durch kombinatorische Chemie viele Millionen
Jahre benötigte, um diese tödliche Waffe herzustellen, sollte
es dem Synthesechemiker möglich sein, den Vorgang
durch Ideenreichtum und gezielte Planung zu beschleunigen,
um geeignetere Verbindungen für die Entwicklung medizini-
scher Wirkstoffe zu erhalten. Durch Zusammenfassung der
Resultate auf diesem Gebiet hoffen wir, daû dieser Aufsatz
weitere Forschung und Entwicklung anregen und erleichtern
wird. Wir sind zuversichtlich, daû sich das Kapitel über die
Chemie und Biologie der Epothilone bald erweitern wird und
daû sie in Zukunft auch klinische Anwendung finden werden.
Seit der Fertigstellung dieses Aufsatzes ist noch eine Reihe
von relevanten Beiträgen zu diesem Thema erschienen (bis
zum 28. Februar 1998).[135±137]

• (6R,7S)-Konfiguration entscheidend

• (8S)-Konfiguration wichtig

• 8,8-gem-Dimethylgruppe nicht toleriert

• 8,8-gem-H2-Gruppe nicht toleriert

• Ringgröße des Makrocyclus wichtig

• C12-C13-Expoxid nicht entscheidend für
Tubulin-Polymerisations-Aktivität, aber 
eventuell wichtig für Cytotoxizität

• Konfiguration des Epoxids eventuell wichtig

• Rest R an C26 wichtig (R = Me,
Et, Pr, Hex toleriert)

• beide C12-C13-Olefin-Geometrien toleriert

• (15S)-Konfiguration wichtig

• C2-C3-Doppel-
bindung toleriert

• (3S)-Konfiguration wichtig

• 4,4-Ethanogruppe nicht toleriert

• (6R,7S)-Konfiguration entscheidend

D

• direkte Anknüpfung einer aromatischen
Einheit an C15 nicht toleriert

• Anknüpfung eines Thiazols als
Ester nicht toleriert

• Oxazolyl-Derivate sind aktiv

• C20-substituierte Thiazole mit Ausnahme
sterisch anspruchsvoller Gruppen toleriert

• basisches Stickstoffatom entscheidend

• C27-Substituent verringert Aktivität

Abb. 10. Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei den Epothilonen.
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Tabelle 7. Biologische Eigenschaften[a] von Taxol, den natürlichen Epothilonen und ausgewählten synthetischen Epothilon-Analoga (Nicolaou et al.).[102, 128]

Induktion der Tubulin-Polymerisation Inhibierung des Karzinomzellwachstums[b]

Screening- quant. Ovarien[d] Brust[e]

Assay[a] Glutamat parental b-Tubulin-Mutationen
Polymer- Assay[c] 1A9 1A9PTX10 1A9PTX22 MCF7

Verbindung bildung[%][f] EC50 [mm] IC50 [nM] IC50 [nM] IC50 [nM] IC50 [nM]

Taxol 50 4.7 1.4 32 38 4.2
Epothilon A 1 76 4.6 2.2 20 5.9 5.1
Epothilon B 2 98 3.4 0.13 1.0 0.31 1.0
Epothilon C 3 72 8.3 32 > 100 100 38
Epothilon D 4 94 3.9 6.5 23 9.0 9.3
Epothilon E 5 95 ± > 100 50 20 ±

22 46 ± 32 > 100 > 100 ±
42 76 9.8 60 > 100 100 > 100

211 52 ± 40 80 > 100 ±
217 88 ± 80 > 100 > 100 ±
218 47 ± 30 > 100 65 ±
219 62 ± 18 65 > 100 ±
220 83 ± 0.5 7.5 6 ±
221 95 ± 5 30 20 ±
263 69 ± 40 > 100 > 100 ±
268 29 ± 50 30 90 ±
269 51 ± 20 7 40 ±
270 6 ± 80 20 95 ±
274 936 ± 0.2 0.4 0.2 ±
275 69 ± 0.4 0.6 0.25 ±
276 41 ± 10 50 10 ±
278 94 ± 0.05 1.0 0.05 ±
279 87 ± 5 30 5 ±
289 84 7.5 61 > 100 85 75
290 92 6.2 2.0 18 3.0 5.4
291 84 5.6 1.0 8.5 1.0 1.8
293 63 13 6.0 30 6.5 14
295 31 ± 50 50 > 100 ±
308 75 6.1 68 > 100 90 74
309 93 3.3 9.0 30 12 > 100
313 54 6.0 32 > 100 > 100 68
315 58 5.3 3.0 25 8.0 6.1
316 93 ÿ 0.12 1.1 0.9 ±
318 64 7.8 3.5 32 9.5 > 100
325 92 ± 9 22 28 ±
328 51 7.6 32 > 100 70 57
332 63 ± 10 28 25 ±
339 71 6.1 1.5 11 3.0 6.2
341 46 8.1 4.8 34 9.0 5.7
342 71 ± 8 65 17 ±
343 41 ± 20 > 100 45 ±
348 71 ± 15 > 100 20 ±
351 61 11 82 > 100 > 100 78

[a] Siehe Tabelle 1. [b] Das Zellwachsum wurde durch Messung der Zunahme von zellulärem Protein bestimmt.[129] [c] Assay nach Literaturangaben[102, 130]

durchgeführt. Der EC50-Wert ist als die Wirkstoffkonzentration definiert, bei der die Konzentrationen des überstehenden Proteins um 50% gegenüber dem
Kontrollwert verringert ist. [d] Die parentale Ovarialzellinie, die als Klon von Linie A2780 abstammt,[131] wurde verwendet, um Taxol-resistente Zellinien
durch Inkubation der Zellen mit steigenden Konzentrationen an Taxol mit Verapamil zu erhalten;[132] die Zellen wurden in Gegenwart des Wirkstoffs in 96 h
gezüchtet. [e] Die MCF7-Zellen wurden vom National Cancer Institute (Drug Screening Program) erhalten;[133] sie wurden in Gegenwart des Wirkstoffs in
48 h gezüchtet. [f] Polymerbildung mit der betreffenden Verbindung relativ zu der mit GTP.

Tabelle 8. Biologische Eigenschaften[a] von Taxol, den natürlichen Epothilonen und ausgewählten synthetischen Epothilon-Analoga (Danishefsky et al.).[30]

parental parental
CCRF-CEM CCRF-CEM/VBL CCRF-CEM/VM1 CCRF-CEM CCRF-CEM/VBL CCRF-CEM/VM1

Verb. IC50 [nM] IC50 [nM] IC50 [nM] Verb. IC50 [nM] IC50 [nM] IC50 [nM]

Taxol 2.0 4140 2.0 300 90 262 94
Epothilon A 1 3.0 20 3.0 301 90 254 ±
Epothilon B 2 0.2 1.0 2.0 302 55 197 ±
Epothilon C 3 22 12 13 303 1.0 7.0 ±
Epothilon D 4 9.0 17 14 304 4.0 6.0 ±
42 52 35 111 305 27 49 ±
265 21 77 ± 308 30 49 ±
298 39 67 ± 375 98 146 ±
299 3.0 9.0 ±

[a] Die Cytotoxizität der Verbindungen wurde durch Messung des Wachstums lymphoblastischer Leukämiezellen (CCRF-CEM) des Menschen oder derer
Sublinien bestimmt, die resistent gegenüber Vinblastin oder Taxol (CCRF-CEM/VBL) oder Etoposid (CCRF-CEM/VM-1) sind.
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Anhang: Liste der Abkürzungen

Ac Acetyl
AIBN 2,2'-Azobisisobutyronitril
9-BBN 9-Borabicyclo[3.3.1]nonan
BINOL 1,1-Bi-2-naphthol
Bn Benzyl
BOM Benzyloxymethyl
CSA 10-Camphersulfonsäure
Cy Cyclohexyl
DAP 1,3-Diaminopropan
DAST Diethylaminoschwefeltrifluorid
DCC 1,3-Dicyclohexylcarbodiimid
DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon
DHP 3,4-Dihydro-2H-pyran
DIBAL-H Diisobutylaluminiumhydrid
4-DMAP 4-Dimethylaminopyridin
DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
dppf 1,2'-Bis(diphenylphosphanyl)ferrocen
EDC 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid
HMDS Bis(trimethylsilyl)amid
HMPA Hexamethylphosphorsäuretriamid
Ipc Isopinocampheyl
LAH Lithiumaluminiumhydrid
LDA Lithiumdiisopropylamid
mCPBA m-Chlorperbenzoesäure
MMPP Magnesiumsalz der Monoperoxyphthalsäure
MOM Methoxymethyl
Ms Methansulfonyl
NBS N-Bromsuccinimid
NIS N-Iodsuccinimid
NMO N-Methylmorpholin-N-oxid
OTf Trifluormethansulfonat
PDC Pyridiniumdichromat
PMB p-Methoxybenzyl
PMB-Cl p-Methoxybenzylchlorid
PPTS Pyridinium-p-toluolsulfonat
Py Pyridin
TBAF Tetra-n-butylammoniumfluorid
TBAI Tetra-n-butylammoniumiodid
TBS tert-Butyldimethylsilyl
TES Triethylsilyl
TFA Trifluoressigsäure

THF Tetrahydrofuran
TIPS Triisopropylsilyl
TMS Trimethylsilyl
TPAP Tetra-n-propylammoniumperruthenat
TPS Triphenylsilyl
Tr Triphenylmethyl
TsOH p-Toluolsulfonsäure
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Hinterlegen von Daten aus Röntgenstrukturanalysen

Um Autoren und Gutachtern das Leben zu erleichtern, haben das Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDC) und das Fachinformationszentrum Karlsruhe (FIZ) ihre Vorgehensweise
für das Hinterlegen von Daten zu Einkristall-Röntgenstrukturanalysen vereinheitlicht:

Autoren werden gebeten, Ihre Daten vor dem Einreichen Ihres Beitrags elektronisch bei der
jeweils richtigen Datenbank zu hinterlegen, d.h. beim CCDC für organische und metall-
organische Verbindungen und beim FIZ für organische Verbindungen. Beide Datenbanken
geben hier gerne Hilfestellung (siehe unsere Hinweise für Autoren im ersten Heft dieses Jahres).
In der Regel wird dem Autor von der Datenbank innerhalb von zwei Arbeitstagen eine
Hinterlegungsnummer mitgeteilt, die mit dem jeweiligen Standardtext (siehe Hinweise für
Autoren) in das Manuskript aufzunehmen ist. Dies ermöglicht es Gutachtern, sich schnell und
einfach die Strukturdaten zu besorgen, wenn sie ihnen für die Urteilsfindung wichtig scheinen.

Dieses Verfahren wird einheitlich von den Redaktionen der Zeitschriften Advanced Materials,
Angewandte Chemie, Chemistry±A European Journal, European Journal of Inorganic Chemistry
und European Journal of Organic Chemistry angewendet.


