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gen pro Minute und 27°C 30 min zentrifugiert wurde. Die Protein-
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Gezielt entworfene Epothilone:
kombinatorische Synthese, Induktion der
Tubulin-Polymerisation und cytotoxische
Wirkung gegen taxolresistente Tumorzellen**
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Die Isolierung von Epothilon A 1 und B 2 aus dem Myxobak-
terium Sorangium cellulosum (Stamm 90) durch Hoéfle et. al.l!!
und die Entdeckung ihrer cytotoxischen Aktivitit gegeniiber
Tumorzellen 16sten intensive Forschungen in Chemie und Biolo-
gie aus. Bollag et al.!*! berichteten 1995 iiber den Wirkungs-
mechanismus dieser Verbindungen durch Induktion der Tubu-
lin-Polymerisation und Stabilisierung der Mikrotubuli, der dem
von Taxol (Paclitaxel) dhnelt.’*! Die Entdeckung ihrer einzigar-
tigen Wirkung gegen taxolresistente Tumorzellinien!*! machen
diese neuartigen Substanzen zu interessanten Kandidaten fiir
die Krebs-Chemotherapie. Hofle et al. veroffentlichten 1996 die
vollstindige Aufkldrung der Konfiguration durch spektro-
skopische Methoden und Réntgenstrukturanalyse.!>! Kurz dar-
auf erschien eine Flut von Zugingen zu'®! und Totalsynthesen
von Epothilon A 117711131 ynd B 2,110 12. 131 Ayfer den Natur-
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stoffen wurden mehrere Vorstufen und Analoga syntheti-
siert?"!7) ynd auf ihre biologische Wirkung hin unter-
sucht.17-10:12. 14171 Upter diesen sind besonders die 12,13-
Desoxyanaloga erwidhnenswert, die zuerst von Danishefsky
etal.l”>12) und wenig spiter unabhiingig von uns,®: 10-11.13]
Schinzer et al.l®? sowie Héfle et al.l**! beschrieben wurden. Hier
berichten wir {iber a) die kombinatorische Festphasensynthese
von Epothilon-A-Analoga, b) die Tubulin-Polymerisations-Ei-
genschaften einer groBen Verbindungsbibliothek und
¢) die cytotoxische Wirkung einiger ausgewéhlter Analoga ge-
gen Brust- und Ovarien(Eierstock)-Carcinome, einschlieBlich
einiger taxolresistente Tumorzellinien. Die Ergebnisse liefern
umfassende Informationen iiber Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen der Epothilone und bilden die Basis fiir deren Weiterent-
wicklung.

Die Strukturen der Epothilone sind durch Anderung der
Konfiguration einiger spezifischer Stercozentren, der Geo-
metrie der Doppelbindung, der Ringgr6Be und durch Variation
der Substituenten modifizierbar. Unsere Synthesestrategie
war daher auf hohe Flexibilitit ausgerichtet, um optimale
molekulare Vielfalt und eine gréBtmégliche Bibliothek zu er-
halten. Tabelle 1 enthdlt die Strukturen einer Epothilon-
Bibliothek, die durch kombinatorische Methoden in Lo-
sung(62 810, 11.13,15,16.28] ynd an fester Phase!'% 28! erhalten
wurden. Biologisches Screening dieser Verbindungen sollte ge-
niigend Informationen iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen
liefern, um die ndchste Phase des Projektes — das Design, die
Synthese und die Identifizierung pharmakologisch relevanter
Verbindungen — einzulduten.

Die Strategie fiir die Konstruktion einer Bibliothek aus Epo-
thilon-A-Analoga basierte auf unserer kiirzlich verdffentlichten
Festphasensynthese!!® von Epothilon A und Radiofrequenz-
verschliisselter kombinatorischer Chemie (Radiofrequency En-
coded Combinatorial Chemistry, REC-Chemie).[*® Schema 1
faBt die Synthese der 12,13-Desoxyepothilon-A-Bibliothek aus
den Schliisselbausteinen A, B und C zusammen.!*®! Merrifield-
Harz enthaltende SMART-Mikroreaktoren!?®! wurden durch
Kettenverlidngerung und Bildung der Phosphoniumsalze glatt in
die Mikroreaktoren I iiberfiihrt (SMART = Single or Multiple
Addressable Radiofrequency Tag). Diese wurden gemdf ihrer
Radiofrequenz-Markierung sortiert und mit Natriumhexa-
methyldisilanzanid (NaHMDS) in die entsprechenden Ylide
tberfiihrt, die mit den Aldehyden A umgesetzt wurden. Die
SMART-Mikroreaktoren I wurden zum Waschen und fiir das
anschlieBende Entschiitzen und die Oxidation zu den polymer-
gebundenen Aldehyden I1I vereint. Erneutes Sortieren und Re-
aktion mit dem Dianion der Oxosidure B lieferte die polymerge-
bundenen Carbonsiuren IV als Diastereomerengemische.
Umsortieren und Verestern mit den Alkoholen C lieferte die
Diene V. Durch Umsetzung an den einzelnen SMART-Mikro-
reaktoren mit [RuClL,(=CHPh)(PCy,),] wurden nach Cyclisie-
rung und gleichzeitiger Abspaltung vom Harz durch Olefin-
Metathesel®® 72 84. 9~ 11,15, 21,221 gine Mischung aus den 12,13-
Desoxyepothilonen A VII, VIII, IX und X erhalten. Jede Mi-
schung wurde identifiziert und durch priaparative Diinnschicht-
chromatographie gereinigt. Die reinen Verbindungen wurden
einzeln mit Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan ent-
schiitzt und anschlieBend epoxidiert.!62- 70-8711.13. 15171

Die Epothilon-Bibliothek (Tabelle 1) wurde im Hinblick auf
die Induktion der Tubulin-Polymerisation mit 5um Verbindung
bei 37 °C dem Screening unterworfen.[?) Zuvor getestete Verbin-
dungen (siehe Lit. in Tabelle 1) wurden zu Vergleichszwecken in
das Screening einbezogen. Die meisten Analoga wurden detail-
lierteren Untersuchungen in Cytotoxizitdtsstudien mit mensch-
lichen Ovarien- und Brustkrebszellen einschlieBSlich taxolresi-
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stenter Linien!2! und einem quantitativen Tubulin-Polymeri-
sations-Assay unterworfen, der zwischen wirksamen taxoiden
Verbindungen differenziert (Tabelle 2).*¥ Es wurde schnell
deutlich, daB} Verbindungen mit Polymerisationswerten unter
40% im Screening hohe EC,,-Werte im quantitiven Assay ga-
ben und zu einer geringen Inhibierung des Zellwachstums fiihr-
ten (Tabelle 2 enthdlt nur positive Ergebnisse).

Der Glutamat-Assay wurde zur Uberpriifung der Hypothese
entwickelt, daB} Taxoide, die hinsichtlich der Tubulin-Polymeri-
sation aktiver sind als Taxol, auch cytotoxischer sind,'**! was
mit {iber 50 Analoga bestitigt wurde.*3! Mit den Epothilonen
war der quantitative Assay weniger erfolgreich: Eine niedrige
Glutamatkonzentration fiihrte zu einer hohen falsch-negativen
Rate in der Vorhersage der Cytotoxizitit (Ergebnisse nicht ge-
zeigt), wohingegen hohere Glutamatkonzentrationen (z. B.
0.7M, Tabelle 2) dhnliche Aussagen wie der Screening-Assay lie-
ferten. Definiert man ,,signifikante” Cytotoxizitit iiber einen
1C,,-Wert unter 10 nM, so haben wir neun Analoga mit Aktivitat
gegen Brust- und Ovarienzellinien identifiziert (3, 6, 14-16, 19,
20, 23 und 25). Im Screening-Assay waren unter den untersuch-
ten Verbindungen keine falsch-negativen, dafiir aber sieben
falsch-positive Ergebnisse (Verbindungen mit begrenzter Cyto-
toxizitdt, die zu >40% Polymerisation fiihrten). Die gleichen
Ergebnisse wurden im Glutamat-Assay erhalten. Die EC,,-
Werte der neun cytotoxischen Analoga betrugen zwischen 3.3
und 13uMm, die von neun weiteren Analoga zwischen 6.0 und
17 uM.

Zwel taxolresistente Linien wurden aus 1A9-Ovarienzellen
erhalten, wobei die Resistenz aus Mutationen im M40-Gen re-
sultierte, das einen hochexprimierten f-Isotyp in den parenta-
len und resistenten Zellinien kodiert.”* Die verdnderten
Aminosduren waren der Rest270 in der 1A9PTX10-Linie
(Phe — Val) und der Rest 364 in 1A9PTX22 (Ala — Thr). Dies
stimmte mit der Beobachtung iiberein, daB sich die Taxol-Bin-
dungsstelle auf B-Tubulin befindet.?> =27 Vorldufige Ergebnis-
se!'% mit 1 und einigen Analoga, nach denen 1ASPTX22-Zellen
nahezu vollstindige Empfindlichkeit gegeniiber Epothilonen
beibehielten und 1A9PTX10-Zellen teilweise resistent blieben,
wurden somit bestétigt (Tabelle 2). Die relative Resistenz der
1A9PTX22-Zellen betrug mit Taxol 27 und mit den elf cytotoxi-
schen Epothilonen 1.0 bis 4.5, die der 1A9PTX10-Zellen 23 bzw.
3.5 bis 9.1. Die Tatsache, daB3 1 und 2 die Bindung von Taxol an
das Tubulin-Polymer kompetitiv inhibieren, ist ein Indiz dafiir,
dall die Taxol- und die Epothilon-Bindungsstellen iiberlap-
pen.!*! Unter der Annahme, da3 Phe270 und Ala364 direkt
mit Taxol wechselwirken, deuten die Resultate mit den resisten-
ten Zellen an, daBl Phe270 hinsichlich der Wechselwirkung
von Epothilonen an der Taxol-Bindungsstelle wichtiger als
Ala364 ist.

Die in Tabelle 1 und 2 gezeigten Daten und die zuvor beschrie-
benen Ergebnisse!!:?7-1%12: 171 Jjefern wichtige Informationen
tiber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir die In-vitro-Tubu-
lin-Polymerisation sowie fiir die In-vitro-Cytotoxizitdt und
fithrten zu mehreren Schlufifolgerungen: Die Bedeutung des
Makrocyclus wurde durch das Fehlen signifikanter Tubulin-Po-
lymerisations-Aktivitit der offenkettigen Olefin-Metathese-
Vorstufe 61 untermauert. Zu diesem FErgebnis kamen auch
Hofle et al.'*! mit einem Abbauprodukt von Epothilon A. Die
Inversion der Konfiguration an C3 resultierte in einer verrin-
gerten Tubulin-Polymerisations-Aktivitit. Interessanterweise
weisen die a,f-ungesittigten Lactone (z. B. 107 und 110) bemer-
kenswert hohe Tubulin-Polymerisations-Aktivitdten auf (Tabel-
le 1), was eher einen konformativen Effekt der 3-OH-Gruppe
nahelegt und weniger auf deren direkte Bindung zuriickzufiih-
ren ist. Eine weitere Funktion der 3-OH-Gruppe wird durch die
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Schema 1. Kombinatorische Festphasensynthese von Epothilon-A-Analoga. a) 1. 1,4-Butandiol (5.0 Aquiv.), NaH (5.0 Aquiv.), nBu NI (0.1 Aquiv.), DMF, 25°C, 12 h;
2. Ph,P (4.0 Aquiv.), 1, (4.0 Aquiv.), Imidazol (4.0 Aquiv.), CH,Cl,, 25°C, 3 h; 3. Ph,P (10 Aquiv.), 90°C, 12 h; b) 1. sortieren der SMART-Mikroreaktoren (mit einem
AccuTag-100-Gerit); 2. NaHMDS (3.0 Aquiv.), THF/DMSO (1/1), 25°C, 12 h; 3. A (2.0 Aquiv.), THF, 0°C, 3 h (>75% der Chlormethylpolystyrol-Beladung, basierend
auf dem nach der Ozonolyse zuriickgewonnenen Aldehyd); 4. vereinigen; ¢) 0.2m HCl in THF, 25°C, 12h; d) (COCI), (4.0 Aquiv.), DMSO (8.0 Aquiv.), Et,N
(12.5 Aquiv.), — 78 — 25°C (=95 % tiber zwei Stufen; die Reaktionen wurden duch IR-spektroskopische Untersuchung des polymergebundenen Materials und dinnschicht-
chromatographische Analyse der durch Ozonolyse erhaltenen Produkte verfolgt); €) 1. sortieren; 2. B (2.0 Aquiv.), LDA (2.2 Aquiv.), THF, —78 - — 40°C, 1 h; dann
Zugabe des resultierenden Enolats zu einer Suspension aus Harz und ZnCl, (2.0 Aquiv.) in THF, —78 - — 40°C, 2.0 h (>90%, bezogen auf den nach der Ozonolyse
zuriickgewonnenen Aldehyd); 3. vereinigen; f) 1. sortieren; 2. C (5.0 Aquiv.), DCC; 5.0 Aquiv.), 4-DMAP; 5.0 Aquiv.), 25°C, 15 h (= 85% Ausbeute, bezogen auf den
nach Umsetzung mit NaOMe wiedergewonnenen Heterocyclus); g) 1. trennen der SMART-Mikroreaktoren; 2. [RuCl,(=CHPh)(PCy,),] (0.20 Aquiv.), CH,Cl,, 25°C,
48 h; h) automatisierte HPLC (SiO,, EtOAc/Hexan, oder C,g, H,O/THF ) oder préparative Diinnschichtchromatographie (EtOAc/Hexan); die Konfigurationen an C-6 und
C-7 sowie die Geometrie des Olefins wurden durch 'H-NMR-Spektroskopie vorldufig zugeordnet; i) 20proz. TFA in CH,Cl, (v/v), 25°C, 2-12 h. Die Reinheit der
Verbindungen wurde durch 'H-NMR-Spektroskopie und HPLC bestimmt. P = Schutzgruppe; TBS = tert-Butyldimethylsilyl; DMSO = Dimethylsulfoxid;
TFA = Trifluoressigsiiure; LDA = Lithiumdiisopropylamid; DCC = N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid; 4-DMAP = 4-Dimethylaminopyridin.

fehlende Cytotoxizitdt von 107 und 110 deutlich. Substitution
der 4-gem-Dimethylfunktionalitit gegen eine 4,4-Ethanogruppe
(siche z. B. 69 und 70) fiihrte in allen Fillen zum Verlust der
Tubulin-Polymerisations-Aktivitdt, was auf die essentieclle Be-
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deutung der passenden Konformation der Epothilone fiir die
biologische Aktivitdt hindeutet. Offensichtlich fithrt der partiel-
le sp?-Charakter und die damit verbundene Aufweitung des
C3-C4-C5-Bindungswinkels zu ungiinstigen konformativen An-
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Tabelle 1. Strukturen und Tubulin-Polymerisations-Aktivitdten von Epithilon-Analoga. Die Fulinoten [a]-[i] sind auf S. 2186 zu finden.
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Tabelle 2. Biologische Eigenschaften ausgewahlter Epothilon-Analoga.

Induktion der Tubulin-Polymerisation Inhibierung des Carcinomzellwachstums

Verb. Screening- quant. Ovarien{d] Brust[e}
Assay[a] Glutamat- parental f-Tubulin-Mutationen
Polymer- Assay[b} 1A9 1A9PTX10 1A9PTX22 MCF7
bildung[%]  EC.q[um] IC,, [nM] [relative Resistenz][f]
Taxol 50 47 1.4 32[23] 38 [27] 4.2
1 76 4.6 2.2 20 [9.1] 59 2.7 5.1
2 98 34 0.13 1.0 7.7 0.31[2.4] 1.0
3 58 5.3 3.0 251[8.3] 8.0 [2.7] 6.1
4 93 - 0.2 1.1 [5.5] 0.9 [4.5] -
6 71 6.1 1.5 11 [7.3] 3.0 [2.0] 6.2
14 92 6.2 2.0 18 [9.0] 3.0[1.5] 5.4
15 84 5.6 1.0 8.5[8.5] 1.0 [1.0] 1.8
16 64 7.8 3.5 32[9.1] 9.5[2.7 >100
19 63 13 6.0 30 [5.0] 6.5 [1.1] 14
20 46 8.1 4.8 34 [7.1) 9.0 [1.9] 5.7
22 72 8.3 32 >100 100 38
23 94 39 6.5 23 [3.5) 9.0 [1.4] 9.3
24 75 6.1 68 >100 90 74
25 93 33 8.0 30 [3.8] 12[1.5] >100
26 76 9.8 60 >100 100 >100
27 84 7.5 61 >100 85 75
28 43 13 >100 - - >100
29 54 6.0 32 >100 >100 68
101 34 17 >100 - - >100
105 51 7.6 32 >100 70 57
106 61 1 82 >100 >100 78
107 46 - 28 >100 50 -

[a] Aus Tabelle 1. [b] Assay wie in Lit.[24] beschrieben durchgefiihrt; die Reaktionsmischung enthielt
10uM gereinigtes Tubulin[29], 0.7M Mononatrium-Glutamat, 5% DMSO und den Wirkstoff; 20 min
Inkubation bei Raumtemperatur und Zentrifugieren der Reaktionsmischung bei 14000 Umin~!; die
uberstehende Proteinkonzentration wurde gemessen, wobei der EC,,-Wert als die Wirkstoffkonzentra-
tion definiert ist, bei der die Konzentration des {iberstehenden Proteins um 50 % gegeniiber dem Kontroll-
wert verringert ist; die aufgefiihrten EC,,-Werte sind Mittelwerte (Standardabweichungen <20%) aus je
zwei bis vier unabhingigen Assays. [c] Das Zellwachstum wurde durch Messung der Zunahme von
zelluldrem Protein bestimmt[30]. [d] Die parentale Ovarienzellinie, die als Klon von Linie A2780 ab-
stammt{31], wurde verwendet, um taxolresistente Zellinien durch Inkubation der Zellen mit steigenden
Konzentrationen von Taxol mit Verapamil zu erhalten[23}; die Zellen wurden in Gegenwart des Wirk-
stoffs in 96 h geziichtet; die aufgefiihrten Werte sind Einzelbestimmungen, mit Ausnahme der fiir Taxol,
1und 2 angegebenen (Mittel aus jeweils sechs Bestimmungen); die Werte fiir 1 und 2 sind Mittelwerte der
Daten, die sowohl fiir synthetische als auch natiirliche Proben (Spende von Merck Research Laboratories
an E. H.) erhalten wurden und nicht signifikant voneinander abwichen. [e] Die MCF7-Zellen wurden
vom National Cancer Institute (Drug Screening Program) erhalten[32]; sie wurden in Gegenwart des
Wirkstoffs in 48 h geziichtet; jeder Wert ist der Mittelwert aus zwei Bestimmungen. [f] Die relative
Resistenz ist definiert als der [C,,-Wert, der fiir die f-Tubulin-Mutantenlinie erhalten wird, geteilt durch
den fiir die parentale Zellinie erhaltenen Wert.

Die Wichtigkeit der natiirlichen (12R,135)-
Konfiguration des Epoxids wurde durch
den generellen Trend der nichtnatiirlichen
(125,13R)-Epoxide demonstriert, geringere
Tubulin-Polymerisation zu induzieren (siehe
z.B.5vs. 1,6 vs. 4, 7 vs. 3; 6 ist allerdings
dhnlich aktiv wie 1, nicht aber wie 2). Inter-
essanterweise waren die Epothilon A und B
entsprechenden cis- und trans-Olefine im
Tubulin-Polymerisations-Assay aktiv, wobei
die Aktivitdten der cis-Olefine denen der Na-
turstoffe glichen. Ahnliche Beobachtungen
wurden unabhédngig auch von Danishefsky
et al.l’* 12171 sowie von Hofle et al.l'4! ge-
macht. Wir stellten allerdings fest, daB die
cis- und besonders die trans-Olefine deutlich
weniger cytotoxisch waren als die natiirlich
vorkommenden Epoxide (22 und 26 vs. 1, 23
und 27 vs. 2). Darliber hinaus induzieren die
von den (12E)-Olefinen abgeleiteten o- und
B-Epoxide die Tubulin-Polymerisation be-
triachtlich und hemmen das Zellwachstum
stark (14, 16 und 20 vs. 1, 15 und 19 vs. 2;
Verbindung 15 scheint in der Tat unter den in
Tabelle 2 aufgefithrten Analoga das mit der
hochsten Cytotoxizitdt zu sein).

Die C12-Methylgruppe verleiht allen un-
tersuchten Epothilonen eine durchweg héhe-
re Wirksamkeit im Vergleich zu den entspre-
chenden C12-Demethylverbindungen (z. B. 2
vs. 1, 4 vs. 3), mit Ausnahme der Verbindun-
gen 14 und 15, deren Aktivitdten dhnlich wa-
ren. Die Inversion der Konfiguration an C15
flihrte zu einem Verlust der Fahigkeit, die
Tubulin-Polymerisation zu induzieren (64 vs.
22, 65 vs. 26). Der Austausch der C16-
Methyl- gegen eine Ethylgruppe verringerte
ebenfalls die Aktivitdt im Tubulin-Assay (101
vs. 22, 97 vs. 26), was nahelegt, daB die
Methylgruppe dafiir sorgt, daB3 die Seitenket-
te ihre planare Konformation!®! beibehiilt.

derungen im Makrocyclus und verhindert somit eine effektive
Wechselwirkung mit Tubulin. Eine andere Voraussetzung fiir
Tubulin-Polymerisations-Aktivitdt ist die (6R,7S)-Konfigura-
tion, wie daran deutlich wurde, daB das (65,7 R)-Stereoisomer in
signifikanten Konzentrationen die Tubulin-Polymerisation
nicht induziert (z. B. 30, 47, 5460, 66, 82—93, 104, 111; Tabel-
le 1). Ebenso interessant war die bemerkenswerte Schwichung
der Wechselwirkung mit Tubulin als Folge der Inversion an C8
(siche z. B. 98 vs. 22), der Einfithrung einer zweiten Methylgrup-
pe an C8 (gem-Dimethylgruppe; 100 vs. 22 und 95 vs. 26) und
der Entfernung der C8-Methylgruppe (siche z. B. 99 vs. 22, 96
vs. 26 sowie 62 vs. 14). Letzteres wurde auch unabhingig von
Danishefsky et al.[! 7! beobachtet.

Diese SchluBfolgerung wird durch die Inaktivitit der C16,C17-
Epoxide 8,9, 11 und 12 gestiitzt. Das Epothilon-Pharmakophor
tolerierte unterschiedliche Modifikationen des aromatischen
Heterocyclus: Einige Oxazolderivate wiesen dhnliche Aktivitd-
ten wie die entsprechenden Thiazole auf (siche z. B. 3 vs. 1,4 vs.
2,16 vs. 14, 24 vs. 22, 25 vs. 23, 20 vs. 18). Des weiteren filihrte
der Ersatz der Thiazol- durch eine 2-Pyridyleinheit nur zu einer
leichten Verringerung der Aktivitit (siche z. B. 105 vs. 22, 106
vs. 26) in den Tubulin-Assays, wohingegen der Austausch der
C23-Methyl- gegen eine Phenylgruppe inaktive Verbindungen
lLieferte (102, 103). Schema 2 faBt die Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen innerhalb der Epothilon-Familie aus diesen und friihe-
rent!-2:7-10.12. 171 Gtyydien zusammen.

Fufinoten zu Tabelle 1:

[a] Die Tubulin-Polymerisation wurde durch Filtrations-Kolorimetrie-Assay nach Bollag et al.[2] bestimmt: Gereinigtes Tubulin[29] (1 mgmL ') wurde bei 37 °C in
Gegenwart der jeweiligen Verbindung (5 uM) in MEM-Puffer (100mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure, pH = 6.75, 1 mm Ethylenglycolbis(f-aminoethylether), N,N,N',N'-
Tetraessigsdure und 1mM MgCl,) 30 min inkubiert; die Mischung wurde durch eine hydrophile 96-Well-Millipore-Multiscreen-Durapore-Filtrationsplatte (Poren-
grofle 0.22pm) filtriert, um nichtpolymerisiertes Tubulin zu entfernen; das polymerisierte Tubulin wurde mit Amidschwarz-Ldsung angefirbt und durch Messung
der Absorption der Losung auf einem Molecular Devices Microplate Reader quantifiziert; die Polymerisation[%)] wurde relativ zur Absorption berechnet, die durch
Inkubation mit 0.5M GTP +10% Glycerol in MEM-Puffer erhalten wurde (die zu 100 % Tubulin-Polymerisation fithren sollte); die Werte sind die Mittelwerte aus je drei
Experimenten. [b] Lit.[1,2,10,12,17]. [¢] Lit.[10]. [d] Lit.[10,12,17]. [e] Lit.[7,12]). [f] Lit.{7]). [g] Lit.[17]. [h] Die Verbindungen 67 und 68 wurden durch Reaktion von
22 mit OsO,/Morpholin-N-oxid (NMO) erhalten. [i] Die Verbindung 112 wurde durch Desilylierung des entsprechenden primiren rert-Butyldiphenylsilylethers herge-
stellt[11].
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Schema 2. Struktur-Wirkungs-Beziehungen (Tubulin-Bindungsassay) der Epothi-
lone: A) (3S)-Konfiguration ist wichtig; B) 4,4-Ethanogruppe wird nicht toleriert;
C) (6R,75)-Konfiguration ist entscheidend; D) (85)-Konfiguration ist wichtig,
8,8-Dimethylfunktionalitit wird nicht toleriert; E) Epoxid ist nicht essentiell fiir
Tubulin-Polymerisations-Aktivitdt, aber eventuell wichtig fiir Cytotoxizitit; Epo-
xid-Konfiguration ist méglicherweise wichtig; Rest R ist wichtig; beide Olefin-Geo-
metrien werden toleriert; F) (155)-Konfiguration ist wichtig; G) sterisch an-
spruchsvollere Gruppe verringert Aktivitit; H) Sauerstoffsubstituent wird tole-
riert; I) Substituent ist wichtig; J) Heterocyclus ist wichtig.

Die hier beschriebenen Ergebnisse demonstrieren eindrucks-
voll die Stirke des Zusammenspiels von kombinatorischer Che-
mie und chemischer Biologie, das durch die Festphasensyn-
these, die REC-Chemie und moderne biologische Assays
ermoglicht wird. Sie ebnen dariiber hinaus den Weg fiir die
Entdeckung von weiteren Wirkstoffen und fiir Entwicklungen
auf dem Gebiet der Chemotherapie.
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