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HIGHLIGHTS

Epothilone: vielversprechende Naturstoffe mit Taxol-dhnlicher Aktivitit

Ludger Wessjohann*

Eine neue Gruppe makrocyclischer Naturstoffe, die Epothi-
lone 1, verspricht schnellere und bessere Ergebnisse bei der Er-
forschung der Stabilisierung von Mikrotubulin. Dies kénnte zu
einem Krebstherapeutikum mit antimitotischer Wirkung fih-
ren, das effektiver als Taxol ist. Die Epothilone wurden erstmals
von den Gruppen Hoéfle und Reichenbach in der Gesellschaft
fiir biotechnologische Forschung (GBF), in Braunschweig aus
Myxobakterien der Gattung Sorangium isoliert und in der
Struktur aufgekldrt.!'*?) Da diese Bakterien in groBeren Men-
gen kultiviert werden konnen, lassen sich in einem Ansatz etli-
che Gramm an Epothilonen erhalten. Die relative Konfigura-
tion der sieben Stereozentren von Epothilon B 1b wurde nach
Kristallisation durch Rontgenstrukturanalyse, die absolute
durch chemischen Abbau von C13-C16 zu (S)-Apfelsiure er-
mittelt,

Schon frih wurde eine spezifische antimykotische und cytoto-
xische Aktivitit (2 ngmL ™) nachgewiesen.!'! Den entscheiden-
den Ansto8 fiir ein breites Interesse brachten die Ergebnisse von
Bollag et al., die erstmals die Mikrotubuli-stabilisierende Wir-
kung der Epothilone erkannten.!®! Diese Eigenschaft haben -
abgesehen von den Epothilonen — lediglich zwei andere Natur-
stoffe, Discodermolid und Paclitaxel, welches als ,, Taxol* oder
., Taxotere* erhdltlich ist. Diese Handelsprdparate sind das wohl
wichtigste Ergebnis der Entwicklung auf dem Antitumorsektor
des vergangenen Jahrzehnts.'*) Nach tber 20 Jahren und tber
140000 (!) getesteten synthetischen Substanzen und Naturstoff-
extrakten® %! wurde erstmals wieder eine Aktivitiit dhnlich der
des Taxols festgestellt — wieder bei einem Naturstoff; Epothi-
lon Bist in einigen Assays doppelt so aktiv wie Epothilon A.I** 4
Die Epothilone kénnen Taxol sogar von der Bindungsstelle ver-
drdngen und wirken schneller als dieses. Noch bedeutender ist
ihre um das 1000-5000fache hohere Aktivitdt gegen mehrfach
resistente Zellinien.!'® 3571 Auch ihre Wirkungsweise ist dhn-
lich der des Taxols. Allerdings sind die Bindungsstellen vermut-
lich nicht gleich, sondern tberlappen sich nur. Die deutlich an-
dere Raumstruktur der Epothilone konnte trotz ihrer gewissen
Flexibilitdt nicht mit der von Taxol zur Deckung gebracht wer-
den. Ein weiterer wesentlicher Vorteil der Epothilone gegeniiber
Taxolist ihre deutlich bessere Loslichkeit. Ein wesentliches Risi-
ko der Taxoltherapie bilden Applikationsprobleme, denn die noti-
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gen Losungsvermittler kénnen zu starken, zum Teil lebens-
bedrohenden Nebenwirkungen fithren.

Anhand der Konstitution der Epothilone ist zu vermuten, daf3
sie biosynthethisch wie dhnlich gebaute Makrolide aus dem Po-
lyketidstoffwechsel stammen. Die Synthese beginnt offenbar
mit N-Acetylcystein, das im aromatischen Thiazol wiederzufin-
den ist. Die Verbindungen weichen strukturchemisch auf dreier-
lei Weise von einfachen Polyketid-Makrocyclen ab: Abgesehen
vom Thiazolring stéren vor allem der Oxiranring und die C4-
Dimethylgruppe das iibliche Spiel der Methyl- und Hydroxyver-
zweigungen (,, Triaden**).[8] Im basischen Milieu férdert die Di-
methylgruppe eine Retroaldolspaltung an der Ketogruppe.!™!
Die retrosynthetische Analyse fithrt zu drei Einheiten mit diesen
funktionellen Gruppen (Schema 1): einem aromatischen Frag-
ment, einem Aldolfragment in der ,,Siidhélfte* des Ringes und
einem Alkylepoxid in der ,,Nordhilfte. Diesem Muster folgen
im wesentlichen die publizierten Synthesen.[6- 1016l

Die erste Totalsynthese von EpothilonA la gelang der Ar-
beitsgruppe Danishefsky vom Sloan Kettering Institute for
Cancer Research,'° die kiirzlich auch die erste Epothilon-B-

2 Allylborane: N.M .. S
Aldol: Dw' . w?

Schema 1. Struktur von Epothilon A 1a und B 1b sowie retrosynthetische Analyse;
Ubersicht iiber die Verkniipfungsstellen in der Makrolidsynthese von: A: allen
Arbeitsgruppen, D: Danishefsky et al., N: Nicolaou et al., S: Schinzer et al. sowie
Teillésungen von: H: Hoéfle et al., K: Kalesse et al., M: Mulzer et al., W: Wessjo-
hann et al.; Hauptfragmente sind fett dargestellt.
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Synthese abschlieBen konnte.!®! Nur wenig spiter prasentierten
Nicolaou et al.'*** 12! sowie Schinzer et al.!*** ihre Zuginge zu
Epothilon A. Diese Arbeiten und einige Teilsequenzen der
Gruppen Mulzer,!**] Kalesse!'®! und Wessjohann!!®! werden
nachfolgend beschrieben. Um die Diskussion auf die wesentli-
che Synthese des 16gliedrigen Makrocyclus zu beschrinken, sei
vorweggenommen, daB die Epoxidierung bei allen Arbeiten im
letzten Schritt erfolgt (Schema 1). Allen Synthesen ist gemein-
sam, daB der Thiazolrest durch Wittig-Reaktion an C16 einge-
fihrt wird.

Nicolaou et al. stellen zwei dhnliche, hochkonvergente Syn-
thesen (N! und N2, Schema 2) vor, durch die die Grundbau-
steine 6, 7 und 9 zusammengefiihrt werden.!** 12! Die beiden
Synthesen unterscheiden sich im wesentlichen in der Abfolge
und in der Art der Verkniipfung A. Schliisselschritt von N* ist
die RingschluBmetathese A! eines Bisalkens, erhalten aus der
Aldolreaktion des Aldehyds 7 (Y = CH,, B') mit dem Dianion
von 9 und anschlieBender Veresterung mit 6 (X = CH,, C").
Die Metathese A! gelingt nach dem Verdiinnungsprinzip in er-
staunlich guter Ausbeute (50% Z- und 35% E-Isomer) mit dem
Grubbs-Katalysator [RuCl,(CHPh)(PCy,),], der allerdings zu
15 Mol-% eingesetzt werden muB.t'' In einem dhnlichen An-
satz von Schinzer et al. konnte eine nahezu gleiche Vorlduferver-
bindung sogar zu 94% (E:Z ca. 1:1) geschlossen werden.['3*!
Wegen der enormen Verbesserungen auf dem Gebiet der Meta-
these, z. B. der Entwicklung definierter, stabiler Katalysatoren
und der hohen Vertriglichkeit funktioneller Gruppen, entwik-
kelt sich diese Methode zu cinem Standardverfahren der Olefin-
synthese.l'”! Trotz dieser Erfolge scheint es aber nicht immer
ratsam, der neuesten Mode zu folgen. So konnten Danishefsky
et al. mit demselben Katalysator keine RingschluBmetathese
einer vollfunktionalisierten Vorlduferverbindung erreichen,
Modellsubstanzen fiihrten zu unterschiedlichen Resultaten.!! %!
Offensichtlich ist der Erfolg der RingschluBmetathese zumin-

Wittig (+)~Ipc,B ]
N': Metathese, X =Y =CH; (50%) MeO
:S \ \" N2 Wittig, X =0, Y = PPhg (~ 90%) ©
\N P> 16 -
17

3 O 4

N': 3 Stufen (78%)\\‘ A Y )/7S(ufen (36%)

NZ: 6 Stufen (59%)

(incl. Wittig) S J "
——‘<\ w
N B

1 3

/\4 i —————-
o 0 4 Stufen (55%)
B(*)-lpc, 0 O-TBS O
4 8 9

Schema 2. Schliisselschritte der Totalsynthesen von 1a von Nicolaou etal. N': B—C—A,
>9 + 4 + 3 Stufen, Gesamtausbeute: 6% la; N*: A-»B—>C, >17 + 6 + 4 Stufen, Gesamt-
ausbeute: <2% la; DCC = Dicyclohexylcarbodiimid, DMAP = 4-(N,N-Dimethylami-
no)pyridin, Ipc = Isopinocampheyl, LDA = Lithiumdiisopropylamid, PG = Schutzgruppe, z. B.
TBS = SiMe,/Bu; Yamaguchi-Veresterung: 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, NEt,, dann DMAP.
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Aldol (> 2 Aquiv. LDA)
B | N":>45%(~2:1)
N > 61% (~ 1:1

dest bei Epothilonvorstufen stark vom Substitutionsmuster und
den verwendeten Schutzgruppen abhéngig.

Daher wird bei der spdteren zweiten Route Nicolaous (Sche-
ma 2: N?) eine Wittig-Reaktion von 6 (X =O) mit 7 (Y =
PPh,, A?) durchgefithrt.!'? Nach einer Aldolreaktion mit 9
(siche B?) wird der Ring durch eine Makrolactonisierung nach
der bewihrten Yamaguchi-Methode (C?) geschlossen. Diese
klassischere Variante, die Bausteine zusammenzufiigen, ist zwar
effektiver als die Metathese, hat aber — zumindest bei der Nico-
laou-Route — lingere Wege zu den Vorstufen zur Folge. Da die
Route der Arbeitsgruppe Schinzer und die bisher publizierten
Teillosungen am ehesten Nicolaous Ansatz ihneln, werden sie
parallel abgehandelt.

Der Baustein 6 erfordert die stereoselektive Einflihrung der
Hydroxygruppe an C15, was Nicolaou et al. sehr effektiv mit
Allylisopinocampheylboran Ipc,B(allyl) 4 erreichen.!! ?! Die se-
lektive Umwandlung des Diens 6 (X = CH, — O) erfolgt Gber
Sharpless-Dihydroxylierung, Diolspaltung und Oxidation.
Schinzer et al. stellen dagegen zuerst den Aldehyd 6 (X =0, 7
Stufen, 14%) her, den sie nach Wittig zum entsprechenden
Alken (X = CH,) umsetzen.!'*

Im Baustein 7 wird die Konfiguration an C8 mit den bewéahr-
ten Enders- und Evans-Auxiliaren erhalten. Nicolaou et al. al-
kylieren in der N2-Route das SAMP-Hydrazon 5,1* Schinzer
et al. methylieren diastereoselektiv und effektiv ein (6-Hepte-
noyl)-oxazolidinon.!'3*! Von besonderem Interesse ist die Syn-
these von 9 und 10 und deren Aldolkupplung B (Schema 2 und
3). Fiir die Synthese des C3-Stereozentrums sind zwei Aldol-
reaktionen oder Carbonyladditionen moglich. Besonders die
C3 - C4-Bindung sollte dabei auf basische Reaktionsbedingun-
gen empfindlich reagieren und kénnte wie im Epothilon selbst
zur Retroreaktion neigen. Hier bieten Mulzer et al.l'*! sowie
Nicolaou et al.l*'? gleiche Losungen an: die Addition von
Ipc,B(allyl) 4 an einen C3-Aldehyd mit anschlieBendem oxidati-

vem Abbau der Allylgruppe zur Carbonsdure (4

Stufen). Wahrend Nicolaou et al. 8 als Elektrophil

\\“Q einsetzen, nutzen Mulzer et al. einen in exzellenter
N Ausbeute hergestellten C3-C9-Baustein und haben

a somit die Aldolreaktion vom Typ B (Schema 2)

5 vorgezogen. Schinzer et al.!'*"] gehen invers vor
und nutzen Ipc,B(3,3-dimethylallyl), um die Bin-
dung C4 - C3 zu schlieBen (Schema 1). Allerdings
muB die Doppelbindung anschlieBend nicht nur
oxidiert, sondern die Verbindung zusitzlich um
fehlende Kohlenstoffatome erginzt werden, um 10
zu erhalten (Schema 3). Die offensichtliche Mog-
lichkeit, Bausteine des Typs 9 und 10 direkt durch
eine Aldolreaktion herzustellen, gelingt Wessjo-
hann etal'® im Eintopfverfahren mit der
Chrom-Reformatsky-Methode geeigneter 2-Bro-
macetylderivate mit dem Auxiliar von Evans. An-
ders als bei anderen Verfahren besteht hier nicht
die Gefahr einer Retroaldolspaltung. Sowohl die
C2 — C3-als auch die C4 — C3-Aldolreaktion ver-
liefen erfolgreich (siche W! und W2, Schema 1).
Die Diastereoselektivititen sind bei Chrom-kom-
plexierten Enolaten o-unsubstituierter Acetylox-
azolidinone hoher als bei anders komplexierten: de
mit Cr: 84-99, mit B, Li, Ti: 4-74%.
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Schema 3. Hochstereoselektive C6-C7-Aldolreaktion (siche Schema 2, B) in der To-

talsynthese von Schinzer et al.

Die C6 — C7-Aldolverkniipfung (Schema 2, B und Schema 3)
soll stereoselektiv nur eines der vier mdglichen Isomere liefern.
Alle Autoren erhielten mit Z-Lithiumenolaten nur die ge-
wunschten syn-Diastereomere, bei der Reaktion von 7 mit dem
Dianion von 9 werden die Diastereomere allerdings zu etwa
gleichen Teilen gebildet (Schema 2, B).!'!* '2) Mulzer et al. er-
zielen mit einem achiralen Enolat und einem C7-C9-O-Ar-Bau-
stein (siche 13 mit Ar = 4-Methoxybenzyl) ein 4:1-Verhiltnis,
obwohl die Steuerung ausschlieBlich iiber C8 erfolgen kann.l!)
Kalesse et al. nutzen den nahezu gleichen C7-C9-O-Ar-Aldehyd
13 (mit Ar = Benzyl),!* 3! Schinzer et al. dagegen den Aldehyd 7
(Y = CH,, Schema 3),['38) mit dem beide sogar ausschlieBlich
das gewiinschte Diastereomer erhalten. Diese wichtige Verbes-
serung geht vermutlich auf einen ,,matched-case““-Einflul} der
chiralen Enolate zuriick und ist eine wesentliche Stirke
von Schinzers Verfahrens.

Die Synthesen von Danishefsky et al. (Schema 4) unterschei-
den sich deutlich von den anderen Ansitzen.[ 1921 Wihrend
die Herstellung von 20a — Stereozentrum C15 stammt aus R-
Glycidol - auf iibliche Weise erfolgt, sind der Ringschluf3 und
die Synthese der zweiten Hauptvorstufe 21 ungewdhnlich. Das
Diastereomerenproblem der C6 — C7-Aldolreaktion wird
durch eine chelatgesteuerte Cycloaddition von 13 an das Dien

13
Ar0 2. CHilp/ZnEt, ATO

cmi_“\)s
MeO_3 Oxl -
v\ ‘7 2 Stufen \3

‘W(e
=

"4 2 Stufen

[E—— —_—
87% 85%
O-SiMe; o\ 1. LiAH,
12 14
SiMe,
l |12
0,5 4 7Stfen _5Stuen A’\)" 1
o0~ . /]
e} — > 18
% o7 N
O-MOM
o o
18 19 20a, R=H
20b, R=Me

Schema 4. Erste Totalsynthesen von 1a und 1b nach Danishefsky etal, >22 +13 Stufen, Gesamtausbeute:

12 umgangen. Dieser Vorteil wird allerdings teuer erkauft: Im
Zwischenprodukt 14 ist C9 nur schwierig zu funktionalisieren
(siehe auch Lit.'*!%) und an C4 fehlt eine Methylgruppe.
Dieses Problem wird elegant, wenn auch nicht unbedingt prak-
tisch, durch eine Simmons-Smith-Cyclopropanierung und eine
anschlieBende oxidative Ring6ffnung mit elektrophilem Iod ge-
16st (siehe 15). Interessanterweise wird der Dreiring bevorzugt
an der inneren Bindung solvolytisch gedffnet.['°® Dehalogenie-
rung und umfunktionalisierende Ringéffnung liefern den semi-
geschiitzten Dialdehyd 17. Die Kettenverldngerung von C9 in
17 auf C11 in 21 gelingt nur durch zweimalige Wittig-Reaktion
(mit MeOCH=PPh, und CH,=PPh,); so werden die Voraus-
setzungen fiir eine C11 —» C12-Suzuki-Kupplung geschaffen, die
eine Alternative zur beschriecbenen (gescheiterten) Metathese
ist: Das mit 9-Borabicyclononan (9-BBN) aktivierte Alken 21
kuppelt palladiumkatalysiert mit dem Z-Vinyliodid 20a in 71 %
Ausbeute. AuBerst bemerkenswert ist die stereoselektive
,»Makroaldolisierung* des freigesetzten C3-Aldehyds 22, die bis
zu 70 % de des richtigen Diastereomers liefert (51 % Ausbeute).
Die Oxidation der bislang als Ether geschiitzten C5-Hydroxy-
gruppe gelingt nach einigen Schutzgruppentransformationen
mit dem Dess-Martin-Reagens. Die abschlieBende Epoxidie-
rung mit Dimethyldioxiran (45%) verlduft fiir einen Makro-
cyclus erstaunlich diastereoselektiv (20:1 bei — 50°C)!1%! ynd
konnte von Schinzer etal. noch verbessert werden (48%
bei — 35 °C).1'32! Mit m-Chlorperbenzoesiure verliuft die Epo-
xidierung zwar weniger selektiv, jedoch wird eine hohere Ge-
samtausbeute (55% bei 0°C) an richtigem Isomer erhalten.[* 2!

Die Synthese von EpothilonB 1b!® folgt im wesentlichen
obigem Muster. Allerdings liegt eine C12-Methylgruppe vor
(Schema 4), die durch Reaktion des ungewdhnlichen Wittig-
Reagens Ph,P=C(I)CH, mit einem C11-Aldehyd (Ausbeute
immerhin 43 %) erhalten wird. Die nachfolgende Suzuki-Kupp-
lung zu 22b ist mit 77 % Ausbeute noch effektiver als bei Epo-
thilon A, ebenso die abschlieBende Epoxidierung mit Dimethyl-
dioxiran (70%), die trotz der E-Methylgruppe das richtige
Diastereomer mit 14:1 in ausgezeichnetem UberschuB liefert. In
dieser Arbeit Danishefskys wird auch erstmals auf In-vitro-Ak-
tivititsstudien bei Derivaten eingegangen.!®! Es ist nicht iiber-

o » T 2xCq-Addition
(Wittig)

7 WO-TBS
: 4 Stufen
—_—, 21
59%

700TBS 4 i fen

———— > _labzw.1b
17%

I
0 OTPS
X_— 2. Entschitzen und

Dess-Martin-Oxidation
22a, R=H
22b, R=Me

<2% 1a, KHMDS = Kaliumhexamethyldisilazid,

MOM = Methoxymethyl, NIS = N-Iodsuccinimid, TPS = Triphenylsilyl; Suzuki-Kupplung siehe Text.
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raschend, daf3 die Naturstoffe, besonders Epothilon B, die h6ch-
ste Aktivitdt aufweisen. Die nicht-epoxidierten Vorstufen, die
Desoxyepothilone 2, sind nur geringfiigig, deren trans-Isomere
dagegen deutlich weniger aktiv.

Die originellere, erste Epothilonsynthese von Danishefsky
et al. ist langwieriger und weniger konvergent als die von Schin-
zer et al. sowie Nicolaou et al. Alle Synthesen bilden derzeit
noch keine Konkurrenz fiir die Fermentation, bieten aber viel-
faltige Moglichkeiten zur Derivatisierung und Abwandlung.
Entscheidend fiir die Weiterentwicklung der Epothilone oder
ihrer Derivate wird der Verlauf der In-vivo-Studien sein. Sollten
diese positiv ausfallen, konnte es wegen der anfinglich dis-
kutierten Vorziige gelingen, die auf dem Markt eingefithrten
Taxoide nicht nur vom Rezeptor zu verdriangen. Ungeachtet der
unmittelbaren medizinischen Anwendung bieten die Epothilone
erstmals die Moglichkeit, den Effekt der Tubulinstabilisierung
itber umfassende Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu studieren,
da Derivate schneller und billiger verfigbar sein werden als
beim Taxol. Wie bei diesem bleibt abzuwarten, ob die Optimie-
rungsleistung der Natur itberhaupt wesentlich tiberboten wer-
den kann, denn neue oder auch nur deutlich bessere Substanzen
derartiger Wirkung konnten bisher nicht erhalten werden. Un-
geachtet dieser Herausforderung fiir das auf Synthesen basie-
rende Wirkstoffscreening ist die Entdeckung der Epothilone
schon jetzt ein liberaus bedeutender Fortschritt fiir die Tumor-
und Mitoseforschung.

Stichworte: Cytostatica - Epothilone - Naturstoffe - Totalsyn-
thesen
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