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Entwurf und Synthese von 12-Aza-Epothilonen
(Azathilonen) – „nicht-nat�rliche Naturstoffe“
mit potenter Antitumorwirkung**
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Naturstoffe sind eine schier unersch�pfliche Quelle von
Leitstrukturen zur Wirkstoff-Findung – mehr als 50% der
heutigen verschreibungspflichtigen Medikamente leiten sich
letztlich von Verbindungen ab, die aus nat$rlichen Quellen

stammen.[1] Das Screening großer Naturstoffbibliotheken
wird auch in der Zukunft eine wichtige Strategie zur Identi-
fizierung neuer Leitstrukturen und biochemisch oder phar-
makologisch interessanter Verbindungen bleiben,[2] allerdings
wurden in den letzten Jahren auch vermehrt neue Wege be-
schritten, die auf die Verbreiterung des Spektrums an
Grundger$sten f$r die Naturstoff-basierte Wirkstoff-Findung
abzielen. Dazu z2hlen der De-novo-Aufbau von Substanzbi-
bliotheken „Naturstoff-2hnlicher“ Verbindungen durch di-
versit2tsorientierte Synthese (DOS),[3] ein Ansatz, der von
Schreiber et al. entwickelt wurde, oder der Entwurf Natur-
stoff-basierter Substanzbibliotheken, ein Konzept, das 2002
von Waldmann et al. eingef$hrt[4] und in den letzten Jahren
kontinuierlich verfeinert wurde.[5]

Unsere eigene Forschung im Bereich der Naturstoff-ba-
sierten Wirkstoff-Findung konzentriert sich dagegen auf die
Entwicklung von neuen biologisch aktiven molekularen
Grundger$sten (oder Chemotypen) auf der Grundlage weit-
reichender struktureller Ver2nderungen der molekularen
Grundk�rper (anstatt einfacher peripherer Derivatisierun-
gen) bereits bekannter Leitstrukturen.[6] In diesem Zusam-
menhang haben wir die biologische Aktivit2t von 12-Aza-
Epothilonen untersucht, bei denen ein Kohlenstoff-Atom im
Epothilon-Ger$st durch ein Stickstoff-Atom ersetzt ist.[6c,d,7]

Diese lassen sich am treffendsten als „nicht-nat$rliche Na-
turstoffe“ beschreiben,[8] da sie einerseits immer noch die
meisten (zweidimensionalen) Struktureigenschaften des ur-
spr$nglichen Naturstoffs aufweisen, andererseits aber struk-
turell einzigartig sind, da von der nat$rlichen Maschinerie f$r
die Polyketid-Biosynthese keine einzelnen Stickstoff-Atome
in ein regelm2ßiges Polyketid-Ger$st eingebaut werden
k�nnen.[9] Bei unseren Untersuchungen fanden wir, dass 12-
Aza-Epothilone 1 („Azathilone“) die antiproliferative Wir-

kung nat$rlicher Epothilone weitgehend beibehalten k�nnen,
wobei die Aktivit2t einzelner Verbindungen von der Art des
Acyl-Substituenten am Stickstoff-Atom im Makrocyclus ab-
h2ngt.[6d,10]

Leider stellte sich unser erster Syntheseweg als langwierig
und wenig effizient heraus.[6d] Zudem war die Aktivit2t der
Azathilone 1 selbst im g$nstigsten Fall, n2mlich f$r R= tert-
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Butyl (1a), immer noch 15- bis 50fach niedriger als die von
Epothilon A. Dies machte es notwendig, eine neue Synthe-
seroute zu dieser Verbindungsklasse zu entwickeln, und zwar
unter gleichzeitigem Einbeziehen zus2tzlicher struktureller
Modifikationen, die zu einer Verbesserung der biologischen
Aktivit2t f$hren sollten. Der Entwurf dieser Verbindungen
wurde nicht nur von den bekannten Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen f$r die Azathilone 1 mit Acyl-Substituenten an
N12 (siehe oben),[6d] sondern auch von fr$heren Ergebnissen
aus unserem Labor beeinflusst, die einen generellen aktivi-
t2tssteigernden Effekt einer Dimethylbenzimidazol-Seiten-
kette in Kombination mit dem nat$rlichen Epothilon-Ger$st
aufgezeigt hatten.[6a,b,11]

Daraus ergaben sich die Verbindungen 2a und 2b als erste
Zielmolek$le f$r eine Totalsynthese und f$r biologische
Untersuchungen. Hier m�chten wir $ber die Totalsynthese
der Aza-Makrolide 2a und 2b,[10] entweder durch Ring-
schlussmetathese (RCM) oder $ber Makrolactonisierung,
und die ersten biologischen Testergebnisse f$r diese Verbin-
dungen berichten. Die Ringschlussmetathese bot sich zum
Aufbau des Makrocyclus an, weil sie den gleichzeitigen
Zugang zu den entsprechenden unges2ttigten Analoga (als
den direkten Cyclisierungsprodukten) er�ffnete, die selbst
potente antiproliferative Aktivit2t aufweisen k�nnten.[12]

Die RCM-basierte Synthese von 2a und seinem 9,10-Di-
dehydro-Analogon 9 enthielt drei Schl$sselschritte
(Schema 1): 1) die stereoselektive Aldolreaktion von Alde-
hyd 3[13] mit Keton 4[14] (d.r. 8:1), 2) die Veresterung von
Carbons2ure 7 mit dem unges2ttigten Alkohol 10[15] und
3) RCM des Bis(olefins) 8. Bei anf2nglichen Versuchen, das
Dien 8mithilfe des Grubbs-Katalysators erster Generation[16]

zu cyclisieren, wurde kein Umsatz festgestellt. Dagegen lie-
ferte der Dihydroimidazol-2-yliden-basierte Grubbs-Kataly-
sator zweiter Generation[16] das cyclische Olefin in exzellenter
Ausbeute (85%), und zwar mit ausschließlicher (!) E-Selek-
tivit2t.

Lhnliche Beobachtungen wurden auch f$r die RCM-ba-
sierte Cyclisierung des Analogons von 8 mit nat$rlicher
Epothilon-Seitenkette gemacht.[24] Die folgende Reduktion
der 9,10-Doppelbindung erwies sich allerdings als schwierig.
Diese Doppelbindung war unter verschiedensten Bedingun-
gen 2ußerst reaktionstr2ge, was niedrige Ausbeuten und Ne-
benreaktionen zur Folge hatte (z.B. reduktive Esterspaltung
durch H2/Pd-C ohne Reduktion der Doppelbindung). Die
einzig brauchbare Methode zur Umsetzung von 9 zu 2a be-
stand in der Verwendung von in situ hergestelltem Diimid,
einem Verfahren, das sich schon bei der Hydrierung von 9,10-
oder 10,11-DidehydroEpo D zu Epo D (= 12,13-Desoxy-
Epo B)[17] bew2hrt hatte, und das, nach Reinigung des Pro-
dukts durch pr2parative HPLC, 2a in 31% Ausbeute lieferte
(ausgehend von 9).

Der obige Syntheseweg lieferte zwar gen$gend Material
f$r erste biologische Untersuchungen, es war jedoch unver-
kennbar, dass f$r weitergehende biologische Studien, inklu-
sive m�glicher In-vivo-Studien, ein alternativer Zugang zu 2a
gefunden werden musste. Angesichts der 2ußerst vielver-
sprechenden ersten biologischen Testergebnisse f$r 2a (siehe
unten) begannen wir deshalb eine neue Syntheseroute f$r
diese Verbindung zu entwickeln, bei der der Ringschluss an-

statt durch RCM nun durch eine Makrolactonisierung erfol-
gen sollte.

Der Aufbau des heteroaliphatischen Ger$sts von 2a be-
ruhte auf der reduktiven Aminierung von Aldehyd 13 mit
Amin 12 (zug2nglich in drei Schritten ausgehend vom be-
kannten, gesch$tzten Tetrol 11[14a] ; Schema 2). Die besten
Ergebnisse wurden mit einem leichten Pberschuss an 13

Schema 1. a) 4, LDA, �78 8C, 5 h, dann Zugabe von 3, �90 8C, 75 min,
76%, d.r. 8:1; b) PPTS, MeOH, RT, 20 h, 86%; c) 1) TBSOTf, 2,6-Luti-
din, �78 8C!RT, 1.5 h; 2) Flashchromatographie, 76%; d) 1) H2/Pd-C,
MeOH, RT, 20 h; 2) TPAP, NMO, 4-I-MS, CH2Cl2, RT, 1 h;
3) MePPh3Br, LiHMDS, THF, 0 8C, 1.5 h, 79% (drei Stufen); e) CSA
(1.0 Jquiv.), CH2Cl2/MeOH 1:1, 0 8C, 1 h, 87%; f) PDC (11 Jquiv.),
DMF, RT, 64 h, 85%; g) 10, DCC (1.2 Jquiv.), DMAP (0.3 Jquiv.),
CH2Cl2, 0 8C, 15 min, RT, 15 h, 60%; h) Grubbs-Katalysator 2. Generati-
on (0.15 Jquiv., portionsweise Zugabe), CH2Cl2, R+ckfluss, 8 h, 85%;
i) HF·Pyridin, Pyridin, THF, RT, 4 h, 70%; j) KO2C-N=N-CO2K (Mber-
schuss), AcOH, CH2Cl2, 31%, reines 1 durch prNparative HPLC erhal-
ten. PMB=para-Methoxybenzyl, LDA=Lithiumdiisopropylamid,
PPTS=Pyridinium-p-toluolsulfonat, TBS= tert-Butyldimethylsilyl,
TPAP=Tetrapropylammoniumperruthenat, NMO=4-Methylmorpholin-
N-oxid, LiHMDS=Lithium-1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazid, CSA= (+ )-
CamphersulfonsNure, PDC=Pyridiniumdichromat, DCC=N,N’-Dicy-
clohexylcarbodiimid, DMAP=4-Dimethylaminopyridin.

Zuschriften
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(1.1 Lquiv.) und NaBH(OAc)3 als Redukti-
onsmittel in Gegenwart von Essigs2ure
(2 Lquiv.) sowie Molekularsieb (4 R) er-
zielt. Das Rohprodukt wurde wegen seiner
Polarit2t (sekund2re Amino-Gruppe neben
der Benzimidazol-Einheit) direkt in das
entsprechende (unpolarere) N-tert-Butoxy-
carbonyl-Derivat $berf$hrt (60% Ausbeute
$ber zwei Schritte ausgehend von Amin 12).
Selektive Abspaltung der prim2ren TBS-
Gruppe mit CSA, anschließende Oxidation
des freien Alkohols durch PDC sowie
nachfolgende Entfernung der TBS-Schutz-
gruppe von C15-O mit TBAF f$hrten
schließlich zur seco-S2ure 14, die unter
Yamaguchi-Bedingungen[18] zu vollst2ndig
gesch$tztem 2a cyclisiert wurde (44% aus-
gehend von C15-O-TBS-gesch$tztem 14).
Anschließende Abspaltung der TBS-
Schutzgruppen mittels HF·Pyridin f$hrte in

40% Ausbeute zum Zielmolek$l 2a (nach Reinigung durch
HPLC).

Um den Einfluss der tert-Butyl-Gruppe von 2a auf dessen
biologische Aktivit2t (siehe unten) zu untersuchen, syntheti-
sierten wir auch die eng verwandte Verbindung 2b, die an-
stelle der tert-Butoxycarbonyl-Gruppe in 2a einen N12-Eth-
oxycarbonyl-Substituenten enth2lt.[19] Azathilon 2b wurde
aus dem doppelt TBS-gesch$tzten 2a $ber eine hochselektive
Abspaltung der tert-Butoxycarbonyl-Gruppe von N12
(ZnBr2, CH2Cl2, RT),

[20] Acylierung des gebildeten freien
Amins 15 mit Ethylchlorformiat und nachfolgende Entfer-
nung der TBS-Schutzgruppen mittels HF·Pyridin hergestellt
(Schema 2).

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, handelt es sich bei Aza-
thilon 2a um ein potentes Zytostatikum, das das Wachstum
verschiedener, gegen$ber Paclitaxel und anderen g2ngigen
Zytostatika sensitiven menschlichen Krebszell-Linien (A549,
HCT-116, PC-3M, KB-31) mit IC50-Werten im unteren na-
nomolaren Bereich hemmt. Die antiproliferative Wirkung
von 2a ist somit mit derjenigen von Epo A vergleichbar, mit
Ausnahme der resistenten Zell-Linie KB-8511, gegen die 2a
eine wesentlich geringere Potenz aufweist (siehe unten).
Weiterhin induziert 2a die Polymerisation von Tubulin in
vitro mit 2hnlicher Potenz wie Epo A (Tabelle 1, Abbil-
dung 1A); dies spricht daf$r, dass die antiproliferative Wir-
kung von 2a darauf beruht, dass es die Funktionalit2t der
Mikrotubuli beeintr2chtigt, wie das auch bei den nat$rlichen
Epothilonen der Fall ist. Entsprechend f$hrt eine Behandlung
von Krebszellen mit 2a wie auch bei Epo A oder B zu einer
Arretierung des Zellzyklus in G2/M

[7] (Abbildung 1B).
Bei Betrachtung der Daten in Tabelle 1 f2llt auf, dass 2a

gegen$ber sensitiven Zell-Linien mehr als 60fach potenter ist
als sein Pendant 1a mit nat$rlicher (Epothilon-)Seitenkette.
Die molekularen Ursachen dieses Aktivit2tsunterschieds sind
im Moment noch unbekannt, es gilt aber darauf hinzuweisen,
dass der Aktivit2tsgewinn von 2a in Bezug auf 1a dramatisch
h�her ausf2llt, als das f$r irgendeine der bisher untersuchten

Schema 2. a) H2/Pd-C, EtOAc, RT, 62 h, 86%; b) HN3, DEAD, PPh3,
THF, 0 8C, 25 min, RT, 30 min, 96%; c) H2/Pd-C, MeOH, RT, 3 h, 92%;
d) 1) 13 (1.1 Jquiv.), NaBH(OAc)3 (1.6 Jquiv.), AcOH (2.0 Jquiv.), 4-I-
MS, RT, 2.5 h; 2) Boc2O, Et3N, THF, 0 8C, 45 min, 60% (zwei Stufen);
e) CSA (1.1 Jquiv.), CH2Cl2/MeOH 1:1, 0 8C, 3 h, 80%; f) PDC
(15 Jquiv.), DMF, RT, 24 h, 50%; g) TBAF (6 Jquiv.), THF, RT, 24 h;
h) 2,4,6-Cl3C6H2C(O)Cl, Et3N, THF, 0 8C, 20 min, dann mit Toluol ver-
d+nnt und zu einer L5sung von DMAP in Toluol zugegeben, 75 8C, 1 h,
44% (zwei Stufen); i) HF·Pyridin, Pyridin, THF, RT, 2.5 h, dann prNpa-
rative HPLC, 40%. j) ZnBr2 (4.0 Jquiv.), CH2Cl2, RT, 2.5 h, quant.;
k) CH3CH2OC(O)Cl, Et3N, THF, 0 8C, 30 min; l) HF·Pyridin, Pyridin,
THF, RT, 3.5 h, dann prNparative HPLC, 32% (zwei Stufen). Bn=Ben-
zyl, DEAD=Diethylazodicarboxylat, Boc= tert-Butoxycarbonyl,
TBAF=Tetrabutylammoniumfluorid.

Tabelle 1: ab-Tubulin-Polymerisations- und antiproliferative AktivitNt der Azathilone 2a, 2b und 9.

Verb. EC50(Tubulin-Pol.) [mm]
[a] IC50 [nm]

[b]

A549 HCT-116 PC-3M KB-31 KB-8511

2a 3.9�0.6 1.9�0.4 1.6�0.5 2.3�0.6 0.34�0.15 222�48
2b 5.4�0.4 18.0�3.1 23.9�2.9 12.3�1.1 12.6�1.0 >1000
9 9.1�0.7 920�85 1009�71 973�64 n.b.[e] n.b.[e]

1a 5.6�0.4 130�24 110�19 126�22 31[c] 105[c]

Epo A 4.6�0.5 3.2�0.5 2.2�0.3 3.4�0.4 2.15[d] 1.91[d]

[a] Konzentration der Verbindung, die ben5tigt wird, um 50% der maximal erreichbaren ab-Tubulin-
Polymerisation zu erzielen (10 mm Tubulin aus Schweinehirn). Die Tubulin-Polymerisation wurde durch
Tr+bungsmessungen bei 340 nm (A340) bestimmt.[22] F+r eine definierte Konzentration einer Verbindung
wird der Gleichgewichtszustand zwischen l5slichem und polymerisiertem Tubulin durch das Erreichen
eines stabilen Plateaus bei A340 indiziert. Die maximale Tubulin-Polymerisation ist dann erreicht, wenn
eine Erh5hung der Konzentration (des Liganden) keine weitere Erh5hung des Plateauwertes bei A340

bewirkt. F+r alle untersuchten Verbindungen wurde ein Nhnlicher Plateauwert bei A340 festgestellt.
[b] IC50-Werte zur Wachstumshemmungmenschlicher Krebszellen. KB-31, KB-8511: GebNrmutter; A549:
Lunge; HCT-116: Darm; PC-3M: Prostata. KB-8511 ist eine P-Glycoprotein 170 (P-gp170) +berexpri-
mierende, multiwirkstoffresistente Sublinie der KB31-Stammlinie. Die Zellen wurden 72 Stunden lang
mit den Verbindungen behandelt. Die Zellzahl wurde dann +ber den Proteingehalt in fixierten Zellen
durch AnfNrben mit Methylenblau bestimmt.[23a] F+r weitere experimentelle Details siehe Lit. [23b]. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhNngigen Messungen (� Standardab-
weichung). [c] Daten aus Lit. [6d]. [d] Daten aus Lit. [6a]. [e] Nicht bestimmt.
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Kombinationen der Dimethylbenzimidazol-Seitenkette mit
Polyketid-basierten Makrocyclen beobachtet wurde (2- bis
15fach).[6a,b,11] Ebenso erstaunlich ist die Tatsache, dass 9, mit
einer trans-Doppelbindung zwischen C9 und C10, signifikant
weniger potent ist als das ges2ttigte Analogon 2a (in Bezug
sowohl auf die Tubulin-Polymerisation als auch auf die zel-
lul2re Aktivit2t). Ein 2hnlicher Aktivit2tsunterschied besteht
auch zwischen 1a und seinem trans-9,10-Didehydro-Deri-
vat.[25] Diese Resultate unterscheiden sich von jenen, die f$r
Epo B und D ver�ffentlicht wurden: Dort hatte die Einf$h-
rung einer trans-Doppelbindung zwischen C9 und C10 eine
verbesserte (!) zellul2re Aktivit2t zur Folge.[12b,17a] Diese
Befunde k�nnten ein Hinweis auf Unterschiede in der bio-
aktiven Konformation von Azathilonen einerseits und na-
t$rlichen Epothilonen andererseits sein.

2b hat zwar eine leicht geringere zellul2re Aktivit2t als 2a
(Tabelle 1), weist aber nach wie vor eine hohe antiprolifera-
tive Aktivit2t gegen$ber allen getesteten sensitiven Zell-
Linien auf. Dar$ber hinaus kann bei 2b von einer besseren
S2urestabilit2t als bei 2a ausgegangen werden, was in der In-
vivo-Situation (bei oraler Anwendung) vorteilhaft sein
k�nnte. Gem2ß den in Tabelle 1 gezeigten Werten zur Tu-
bulin-Polymerisation induziert 2a die Polymerisation besser
als 2b, was darauf hinweist, dass hydrophobe Wechselwir-
kungen zwischen Protein und dem N12-Carbamat-Substitu-
enten einen wesentlichen Beitrag zur Bindung von 2a an a/b-
Tubulin liefern.[19] Ob der Unterschied zwischen 2a und 2b in
Bezug auf die Tubulin-Polymerisation direkt f$r die unter-
schiedliche zellul2re Potenz verantwortlich ist, muss im
Moment offen bleiben; letztere k�nnte auch durch Unter-
schiede in Parametern beeinflusst werden, die nicht mit der
Bindung an das Zielprotein zusammenh2ngen, z.B. mit zel-
lul2rer Aufnahme oder intrazellul2rer Verteilung.

Die antiproliferativeWirkung von 2a und 2b auf die P-gp-
$berexprimierende menschliche Zervixkarzinomlinie KB-
8511 f2llt dagegen schw2cher aus als ihre Wirkung auf sen-
sitive Zell-Linien; dies spricht daf$r, dass beide Verbindun-
gen Substrate f$r die P-gp-Effluxpumpe sind. Wir haben al-
lerdings k$rzlich zeigen k�nnen, dass die Suszeptibilit2t von
Polyketid-basierten Epothilon-Analoga gegen$ber dem P-gp-
vermittelten Ausw2rtstransport $ber die Lipophilie der Ver-
bindungen gesteuert werden kann. Diese Strategie wird ge-
genw2rtig auch f$r die Leitstrukturen 2a und 2b verfolgt.[21]

Wir haben damit die Totalsynthese zweier Vertreter einer
neuen Klasse von hochpotenten Mikrotubuli-Stabilisatoren
abgeschlossen. Diese Verbindungen sind durch ein Aza-Ma-
krolidger$st gekennzeichnet und werden von uns als Aza-
thilone bezeichnet. Die Konzeption dieser Verbindungen ist
zwar eng mit der Struktur der nat$rlichen Epothilone ver-
bunden (deshalb auch der Name „Azathilone“), das Ausmaß
der strukturellen Abweichung vom nat$rlichen Epothilon-
ger$st macht sie jedoch zu Vertretern einer neuen Klasse von
„nicht-nat$rlichen Naturstoffen“ mit charakteristischen
Stuktureigenschaften und, den ersten biologischen Daten
nach zu urteilen, mit f$r sie spezifischen Struktur-Wirkungs-
Beziehungen. Beide untersuchten Verbindungen sind hoch-
potente Wachstumshemmer sensitiver Krebszell-Linien und
sind somit interessante neue Leitstrukturen f$r die Entwick-
lung von Tumortherapeutika.
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Abbildung 1. A: 2a induziert die Bildung von Mikrotubuli in vitro.
[20 mm gereinigtes ab-Tubulin aus Schweinehirn wurde mit 20 mm 2a
bei RT 30 min lang in BRB80-Puffer inkubiert.] Der Elektronenmikro-
graph zeigt einen Teil eines einzelnen langen Mikrotubulus. Maß-
stab=100 nm. B: Zellzyklus-Effekte von 2a auf PC-3M-Zellen (G1 ge-
gen+ber G2/M). 2a (250 nm) wurde eine Stunde lang mit 2Q105 Zellen
inkubiert und dann entfernt. Anschließend wurden die Zellen 24 h
wachsen gelassen, bevor die DNA-Gehaltsbestimmung mittels Propi-
diumiodid-FNrbung erfolgte. Die Vehikelkontrolle (rot) zeigt Zellen in
der G1-Phase des Zellzyklus. In Gegenwart von 2a (blaue Linie) oder
Epo A (250 nm ; gestrichelte gr+ne Linie) akkumulierten die Zellen in
G2/M. PI=Propidiumiodid.
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