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Die hohe Cytotoxizitat und die gute Stabilisierung von Mi- 
krotubuli haben zu groRem Interesse an den bakteriellen Natur- 
stoffen Epothilon A 1 und B 2 gefuhrt."] In ihrer biologischen 
Aktiviat erinnern sie an  Paclitaxel (Taxol) 3, einem klinisch be- 
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1, R = H: Epothilon A 
2, R = Me: Epothilon B 

3: Paclitaxel 

reits gegen Geblrmutter- und Brustcarcinome eingesetzten und 
gegenwartig gegen weitere Tumore getesteten Therapeuticum.[21 
Die Anwendung von Paclitaxel wird jedoch durch Verabrei- 
chungsprobleme und das Auftreten von Mehrfachresistenz 
(multiple drug resistance, MDR) beeintrachtigt. Die Synthese 
vieler Analoga hat ergeben, daR groBere Veranderungen am 
Paclitaxelgrundgerust zum Verlust der biologischen Aktivitat 
fuhren. Unseres Wissens nach konnte bisher keine strukturell 
weniger komplexe Verbindung Paclitaxel in seiner therapeuti- 
schen Wirksamkeit ersetzen. 

Die Epothilone weisen eine hohere Wasserloslichkeit auf als 
Paclitaxel und zeigten in ersten In-vitro-Studien besseres Ver- 
halten gegenuber einigen MDR-Zellinien. Um eingehendere 
Untersuchungen durchfuhren zu konnen, zielten unsere Be- 
miihungen und die anderer zunachst auf die Synthese von 1 und 
2.[3-91 Die erste stereoselektive Synthese von 1 wurde von uns 
durch eine Boralkyl-Suzuki-Kupplungsstrategie zum Aufbau 
des Makrocyclus durch Knupfung der Bindung zwischen C11 
und C12 e r r e i ~ h t . [ ~ ~ .  Unserer Totalsynthese folgten drei wei- 
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tere, bei denen der C12-CI3-Ringschlulj durch eine nicht- 
stereoselektive Olefinmetathese verwirklicht ~ u r d e . [ ~ ~ .  4* 51 Vor 
kurzem wurde uber einen weiteren Zugang zu 1 berichtet, bei 
dem die C12-Cl3-Bindung durch eine stereoselektive Wittig- 
Reaktion geknupft ~ i r d . [ ~ " ]  

Die erste Synthese von Epothilon B 2 wurde wiederum durch 
eine hochselektive Boralkyl-Suzuki-Kupplung zum Aufbau des 
trisubstituierten, cyclischen Olefins e r r e i ~ h t . [ ~ ~ I  Eine auf einer 
nichtstereoselektiven Wittig-Reaktion beruhende Strategie zur 
Synthese von 2 wurde vor kurzem b e k a n n ~ [ ~ ~ ]  Einen bedeuten- 
den Fortschritt konnten wir durch die Verwendung von Dime- 
thyldioxiran zur Epoxidierung der C12-CI3-Doppelbindungen 
in den Desoxyepothilonen A 4 und B 5 e r ~ i e l e n . [ ~ ~ - ~ I  

Zwar sind wir bisher noch nicht in der Lage, die Epothilone 
in einem fur pharmazeutische Zwecke ausreichenden MaRstab 
herzustellen, doch konnten wir erste In-vitro- und In-vivo-Tests 
rnit den synthetischen Epothilonen und deren Derivaten durch- 
fiihren. Gegenwlrtig untersuchen wir Verbindungen mit ahnli- 
cher Leitstruktur, die auf dem Weg zu 1 und 2 anfallen. Bisher 
haben wir noch keine von den vollstandigen Naturstoffen durch 
weitere Umwandlungen abgeleitete Verbindungen hergestellt. 
Derzeit versuchen wir, die fur die Aktivitat notwendigen und 
entbehrlichen Strukturteile auf der Basis von Struktur-Wir- 
kungs-Beziehungen (structure-activity relationships, SAR) 
herauszufinden. Die daraus gewonnen Einsichten sollen als 
Grundlage fur Molecular-modeling-Studien dienen. Daruber 
hinaus wollen wir In-vivo-Ergebnisse fur den direkten Vergleich 
von Epothilon B rnit Paclitaxel sammeln. 

Um die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Epothilone ge- 
nauer zu untersuchen, ist es sinnvoll, die Wirkstruktur in einen 
Acylsektor (willkurlich als der Bereich C1 -C8 definiert), einen 
0-Alkylsektor (C9-Cl5) und einen von C15 ausgehenden Aryl- 
sektor zu unterteilen (siehe Schema 1). Unseren ersten Studien 
zufolge ist der Acylsektor bezuglich Modifikationen intolerant. 
So fuhren die Inversion der Konfiguration an  C3 (S  R )  oder 
die Reduktion der C5-Oxogruppe zu schwerwiegenden Aktivi- 
titseinbuljen. Die Entfernung aller Funktionalitaten an  C3, C5, 
C6, C7 und C8 schlagt sich im Verlust der Cytotoxizitat und der 
Aktivitat im Tubuli/Mikrotubuli-System nieder.["I Wie wir 
kiirzlich festgestellt haben, fuhrt die Entfernung der 8-Methyl- 
gruppe zu einem erheblichen Verlust der biologischen Funk- 
tion.[' '] Wir berichten nun, daB die Ringverengung durch Ent- 
fernung der ,,C9"-Methyleneinheit (siehe den 1 Sgliedrigen 
Cyclus 18) auch zu einem erheblichen Aktivitatsverlust fuhrt, 
was durch Tubulin-Polymerisations/Depolymerisations-Tests, 
die ein guter Indikator fur die biologische Funktion sind, gemes- 
sen wird.['21 

Den 0-Alkylsektor betreffend konnten wir unsere ursprungli- 
chen E r g e b n i ~ s e ~ ' ~ ]  ausbauen und konnen nun feststellen, daB 
Epothilon B 2 sowohl in den Tubulin-Polymerisations/Depoly- 
merisations-Tests als auch bezuglich der In-vitro-Cytotoxizitat 
wesentlich wirksamer ist als Epothilon A 1 (Abb. 1, Tabelle 1). 
Des weiteren konnten wir zeigen, daR die (Z)-Desoxyverbin- 
dungen 4 und 5 ahnlich aktiv sind wie die Naturstoffe 1 und 2. 
Wiederum war die Wirksamkeit der ,,B"-Vorstufe 5 hoher als 
die ,,A"-Vorstufe 4. Bemerkenswerterweise weisen sogar die den 
(Z)-Verbindungen 4 und 5 weniger ahnlichen (E)-Desoxyver- 
bindungen 6 und 7 eine signifikante biologische Aktivitat 

e ,  4d1 Hervorzuheben bleibt, daR Epothilon B ungefahr 
4000mal reaktiver gegenuber der resistenten menschlichen Leu- 
kamiezellinie CCRF-CEM/VBL (Zellkultur-Toxizitatsstudie) 
ist als Paclitaxel. 

Der Alkylsektor wurde nun genauer ~ntersucht . [ '~ ]  So wird 
ein Ethyl-, Propyl- oder Hexylsubstituent an C12 toleriert, wie 
rnit 8, 10, 12-14 festgestellt wurde. [''l Interessanterweise geht 
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4 , R = H  6 , R = H  12, R = Ethyl 
5, R = Methyl 7.  R =Methyl 13, R = Propyl 
8, R = Ethyl 9, R = Propyl 14, R = Hexyl 
10, R = Propyl 

OH OH 

15, C15-Epimer 16 

OH 

17 

18 19 20 

weder in 11, das eine polare Acetalfunktion an  C12 tragt, noch 
in der (E)-Desoxyverbindung 9 die biologische Aktivitat verlo- 
ren.[16] Daruber hinaus ist die Aktivitat - zwar vermindert - 
auch dann noch vorhanden, wenn die Konfiguration an C15 
invertiert ist (15). Der 0-Alkylsektor ist also bemerkenswert 
tolerant gegeniiber Veranderungen, was durch die grundlegende 
Erhaltung seiner In-vitro-Funktion bestatigt wird. 

Untersuchungen des Aryl~ektors['~I ergaben, da8 auch dieser 
gegeniiber Anderungen recht tolerant ist, wie dem Austausch 

h 

E 
0 

2 0  

0 

21 

Tabelle 1. Relative Wirksamkeiten von Epothilonver- 
bindungen gegeniiber wirkstoffsensitiven und -resisten- 
ten CCRF-CEM-Zellinien [I 81. 

Verbindung CCRF-CEM CCRF-CEM/VBL 
I c m  bM1 Ic,o [WI 

Pddl?dXel 3 0.002 
Epothilon A 1 0.003 
Epothilon B 2 0.0002 
4 0.022 
5 0.009 
6 0.052 
7 0.090 
8 0.021 
9 0.090 

10 0.039 
11 0.003 
12 0.001 
13 0.004 
14 0.027 
15 0.055 
16 0.030 
17 0.098 
18 10.0 
19 > 10.0 
20 3.52 
21 1.80 

4.140 
0.020 
0.001 
0.012 
0.017 
0.035 
0.262 
0.077 
0.254 
0.067 
0.009 
0.007 
0.006 
0.049 
0.197 
0.049 
0.146 
8.95 

1.20 
> 5.00 

> 10.0 

des Schwefel- gegen ein Sauerstoffatom. 
So ist 16, das einen Oxazolring statt eines 
Thiazolrings enthalt, in Tubulin-Polymeri- 
sations- (Abb. und Cytotoxizitats- 
Tests (Tabelle I)['*] ebenso wirksam wie 4. 
Dadurch ermutigt, wagten wir eine drasti- 
schere Veranderung der Aryldomane: den 
Einbau einer Phenyl- statt der Thiazolylein- 
heit. Beachtenswerterweise betragt die Ak- 
tivitat von 17 in Tubulin-Polymerisations- 

Tests 60 O/O der Aktivitat von 2. Obwohl in Cytotdxizitats-Tests 
der Aktivitatsverlust von einer GroBenordnung festzustellen ist, 
ist 17 immer noch hoch cytotoxisch. 

Basierend auf diesen Daten stellte sich die Frage, ob  der Aryl- 
sektor fur die Aktivitat iiberhaupt notwendig ist oder ob man 
ihn nicht durch ein Wasserstoffatom an C15 ersetzen kann. Die 
entsprechende Verbindung 19 wies jedoch kaum noch Cytotoxi- 
zitat (IC50 > 10 VM) und keine Aktivitlt in Tubulin-Polymerisa- 
tions-/Depolymerisations-Tests auf. Urn die Frage, ob  ein Dop- 

pelbindungs-Spacer zwischen dem aromati- 
schen Ring und C15 benotigt wird, zu 
klaren, wurden 20 und 21 synthetisiert. 
Interessanterweise ist deren Cytotoxizitat 
deutlich niedriger (IC50 > 1 WM). Demnach 
kann der Arylsektor nun genauer definiert 
werden: Er mu8 einen olefinischen Spacer 
zwischen C15 und einer stark abanderba- 
ren, aromatischen Untereinheit enthalten. 

Selbstverstandlich wird es notwendig 
sein, mehrere dieser Verbindungen zu syn- 
thetisieren und zu testen, um ein genaues 
SAR-Profil mit einer Auflosung bis zu 
einem Kohlenstoffatom zu erstellen. Es ist 
jedoch schon jetzt klar, daB der Acylsek- 
tor die empfindlichste Region gegeniiber 

gegen weisen der 0-Alkyl- und der Arylsek- 
z tor bemerkenswerte Toleranz sowohl in 

- oam~m~r-mmo-~~f~-r~~~ 
z g s  5 5  

x g  

. . . c - -  

c 0 Strukturveranderungen ist (Schema 1). Da- 
x c c  - 

Verbindung - 0 
8 w w  

Abb. 1. Bildungvon Mikrotubuli in Gegenwart von 1 O p ~  Verbindung (in Gegenwart von 1 O p ~  Epothilon B Tubulin- ak such in MDR-Cytotoxizitats- 
gebildete Mikrotubuli entsprechen 100%). studien auf. 
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Schema 1. Die drei willkurlich ausgewahlten Sektoren 
der Epothilone: der Aryl- ( l) ,  der Alkyl- (2) und der Acyl- 
sektor (3). Der Sektor 1 reagiert sehr empfindlich auf Ver- 
inderungen, die Sektoren 2 und 3 sind diesbeziiglich recht 
tolerant. 

Ausgangspunkt unserer In-vivo-Untersu- 
chungen der Epothilone war ein erster direk- 
ter Vergleich von synthetischem Epothilon B 
2 rnit naturlichem Paclitaxel 3. Da eine der 
Schwachen von Paclitaxel die mangelnde 
Wirksamkeit gegenuber resistenten Zellinien 
ist, untersuchten wir die beiden Wirkstoffe in 
bezug auf ihr In-vivo-Verhalten in resisten- 
tem Tum~rgewebe.[ '~] Zu diesem Zweck im- 
plantierten wir subcutan CCRF-CEM/VBL- 

Tabelle 3. Chemotherapeutische Effekte nach wochentlicher Verabreichung von Epothilon B und Paclita- 
xel an CB-17-SCID-Mluse, dene wirkstoffresistentes menschliches CCRF-CEM und CCRF-CEM/VBL 
implantiert worden war [a]. 

Tumor Wirkstoff Gabe Dosis Tumorvolumen [c] 
[mgkg-'][b] Tag 10 Tag 15 Tag 20 Tag 25 

CCRF-CEM Kontrolle 
Epothilon B 

Epothilon B 

Paclitaxel 

CCRF-CEM/ Kontrolle 
VBL Epothilon B 

Epothilon B 

Paclitaxel 

i.p. 
i.p. 
(H,O) 
i.v. 
(DMSO) 
i.p. 
(DMSO) 

i.p. 
i.p. 
W*O) 
i.v. 
(DMSO) 
i.p. 
(DMSO) 

0 
1.5 
3.0[d] 
1.5 
3.0[e] 
20.0 [q 
30.O[gl 

0 
1.5[h] 
3.O[i] 
1.5 
3.0 
20.0[j] 
30.0[k] 

1.0 1.0 
0.40 0.40 
0.41 0.35 
0.38 0.34 
0.28 0.38 
0.33 0.28 
0.43 0.25 

1.0 1.0 
0.23 0.34 
0.26 0.25 
0.21 0.19 
0.24 0.27 
0.77 0.51 
0.58 0.46 

1.0 1.0 
0.37 0.34 
0.38 0.50 
0.42 0.37 
0.29 0.24 
0.31 0.34 
0.23 0.25 

1.0 1.0 
0.27 0.26 
0.20 0.22 
0.27 0.26 
0.14 0.20 
0.60 0.59 
0.42 0.61 

[a] CCRF-CEM- und CCRF-CEM/VBL-Tumorgewebe (50 pL pro Maus) wurde am Tag 0 subcutan 
implantiert. Der Wirkstoff wurde an den Tagen 5 ,  12 und 19 verabreicht (i.p. = intraperitoneal, 
i.v. = intravenos). Jede Gruppe bestand aus fiinf CB-17-SCID-Mausen. [b] Am Tag 20 nahm das durch- 
schnittliche Korpergewicht nach Epothilon-B-Gaben von 1.5 und 3.0 mg pro kg um 5.0 bzw. 6.6% ab. 
[c] Das Tumorvolumen ist bezogen auf das der Kontollreihe angegeben. Am Tag 5 betrug das Tumorvolu- 
men in jeder Gruppe ungefahr 8 mm3. Das Durchschnittsvolumen der CCRF-CEM-Kontrollgruppe 
betrug an den Tagen 10,15 und 20 57,145 bzw. 335 mm3, das der CCRF-CEM/VBL-Kontrollgruppe 62, 
173 bzw. 386 111111'. [dl-[k] Durch Wirkstoffvergiftung starben einige der Miuse: zwei am Tag 23 (d), 
zwei am Tag 19 (e), drei an den Tagen 13,21 und 21 (f), drei an den Tagen 6 , 6  und 21 (9). eine am Tag 24 
(h), zwei am Tag 24 (i), zwei am Tag 13 (j) und vier am Tag 6 (k). 

Tumorgewebe in SCID-Mause, die daraufhin wiederholt mit 
2 (0.7 mg kg- I )  und 3 (2 mg kg- ') behandelt wurden. Obwohl 
hohere Konzentrationen von Paclitaxel als von Epothilon B 
(Molverhaltnis ca. 1.7: 1) verabreicht wurden, nahm die Tu- 
morgroBe im Falle von Epothilon B wesentlich starker a b  
(Tabelle 2). 

Tabelle 2. Chemotherapeutische Effekte nach der taglichen Behandlung von CB- 
17-SCID-Mausen, denen wirkstoffresistentes menschliches CCRF-CEM/VBL- 
Xenograft A implantiert worden war, rnit Epothilon B und Paclitaxel [a]. 

Wirkstoff Dosis Tumorvolumen [b] 
[mgkg-'][c] Tag 7 Tag 12 Tag 17 Tag 22 

Kontrolle 0 1.0 1.0 1 .o 1 .o 
Epothilon B 0.7 1.0 0.32 0.40 0.33 
Paclitaxel 2.0 1.0 0.60 0.58 0.70 

[a] Mehrfachreristentes CCRF-CEM/VBL-Tumorgewehe (50 pL pro Maus) wurde 
am Tag 0 subcutan implantiert. Die Wirkstoffe wurden in DMSO gelost durch 
Injektionen an den Tagen 7, 8, 9, 10, 14 und 15 intraperitoneal verabreicht. Pro 
Gruppe wurden sieben CB-17-SCID-Manse untersucht. [b] Das Tumorvolumen ist 
bezogen auf das der Kontollreihe angegeben. Am Tag 7 betrug das Tumorvolumen 
in jeder Gruppe ungefiihr 1 mm3. Das durchschnittliche Tumorvolumen der Kon- 
trollgruppe betrug an den Tagen 12,17 und 22 35,107 bzw. 278 mm3. [c] Am Tag 12 
hatte sich das durchschnittliche Korpergewitht nach der Behandlung mit Epothi- 
Ion B und Paclitaxel um 2.7 bzw. 3.4% vermindert. 

In der nachfolgenden Studie wurden Epothilon B und Pacli- 
taxel wochentlich gegeben (Tabelle 3 )  .[221 Dabei wurde den 
SCID-Mlusen sowohl sensitives (CCRF-CEM) als auch resi- 
stentes Tumorgewebe (CCRF-CEM/VBL) implantiert. Zum 
Vergleich wurde Epothilon B intraperitoneal (H,O) und intra- 
venos (DMSO) verabreicht. Epothilon B und Paclitaxel verrin- 
gern die GroBe der sensitiven Tumore in ahnlichem MaBe. Ge- 
gen die resistenten Tumore zeigt Epothilon B eine deutlich 
bessere Wirkung als Paclitaxel. Es sollte angemerkt werden, daB 
Epothilon B auch gegen resistentes Tumorgewebe effektiver ist 
als gegen sensitives. 

Bis jetzt ist es uns noch nicht gelungen, ein Analogon des 
Naturstoffs Epothilon B mit hoherer In-vitro-Wirksamkeit zu 
entwickeln, die Ethylverbindung 12 kommt dem Naturstoff al- 
lerdings in jeder Beziehung gleich. Wir haben die Bereiche be- 
stimmt, die auf molekulare Veranderungen ansprechen (siehe 
Schema 1). In allen bisher durchgefuhrten In-vivo-Experimen- 
ten sind Epothilon B und Paclitaxel gegenuber CCRF-CEM- 
Tumorgeweben gleich wirksam. Erste In-vivo-Ergebnisse rnit 
hochresistenten MDR-Tumorimplantaten deuten auf eine leich- 
te, aber dennoch wichtige Uberlegenheit von Epothilon B ge- 
genuber Paclitaxel hin. Zwar ist es noch zu fruh zu behaupten, 
daB wir eine dem Paclitaxel uberlegene Alternative gefunden 
haben, doch sind die vorliegenden Ergebnisse ein vielverspre- 
chender Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen der Epo- 
thilone. Derzeit konzentrieren wir uns auf die Verbesserung der 
aktivsten Verbindungen und eine grundlegende Uberarbeitung 
unserer Synthesestrategie, um alle interessanten Verbindungen 
auf einem moglichst effizienten Weg herstellen zu konnen. 

Eingegangen am 8. Juli 1997 [Z10647] 
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Die Isolierung von Epothilon A 1 und B 2 aus dem Myxobak- 
terium Sorangium cellulosum (Stamm 90) durch Hofle et. al.['] 
und die Entdeckung ihrer cytotoxischen Aktivitat gegeniiber 
Tumorzellen losten intensive Forschungen in Chemie und Biolo- 
gie aus. Bollag et aI.['] berichteten 1995 uber den Wirkungs- 
mechanismus dieser Verbindungen durch Induktion der Tubu- 
lin-Polymerisation und Stabilisierung der Mikrotubuli, der dem 
von Taxol (Paclitaxel) ahnelt.[31 Die Entdeckung ihrer einzigar- 
tigen Wirkung gegen taxolresistente T~morzellinien[~] machen 
diese neuartigen Substanzen zu interessanten Kandidaten fur 
die Krebs-Chemotherapie. Hofle et al. veroffentlichten 1996 die 
vollstandige Aufklkrung der Konfiguration durch spektro- 
skopische Methoden und Rontgenstr~kturanalyse.[~~ Kurz dar- 
auf erschien eine Flut von Zugangen Z U [ ~ I  und Totalsynthesen 
von Epothilon A 1 [ ' - 1 1 ,  13] und B 2.[''3 "3 13] AulJer den Natur- 

R 

1: R = H : Epothilon A 
2: R = Me: Epothilon B 
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