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Vor knapp zehn Jahren entdeckten
Bollag et al. , dass die Cytotoxizit�t der
Epothilone auf einer Hemmung der
intrinsischen Dynamik des Tubulinsys-

tems beruht.[1] Diese Schl�sselarbeit l�s-
te eine intensive chemische und biolo-
gische Bearbeitung der bis dahin wenig
beachteten Substanzklasse aus, die bis
heute anh�lt.[2] Die Epothilone waren
neben Taxol die ersten Naturstoffe, die
Microtubuli stabilisieren. Diese Stabili-
sierung f�hrt in den betroffenen Zellen
zu einer weitgehenden Polymerisation
des ab-Tubulins und l�st dadurch einen
apoptotischen Zelltod aus.[1,3] Dieser f�r
die klinisch sehr erfolgreichen Cytosta-

tika Taxol und Taxotere angenommene
Wirkungsmechanismus[4] sollte somit
auch f�r die Epothilone gelten. Doch
damit nicht genug: Die um mehr als eine
Gr�ßenordnung h�here Aktivit�t und
vor allem die unverminderte Wirkung
auf multiresistente Tumorzellen[1, 3,5]

weckten die Hoffnung, Epothilone
k�nnten in Zukunft sogar die Taxane
ersetzen – dies umso mehr, als die
Epothilone aus Kulturen des Myxobak-
teriums Sorangium cellulosum in nahezu
unbegrenzter Menge gewonnen werden
k�nnen.[6] Zurzeit werden mehrere na-
t�rliche, semi- und totalsynthetische
Epothilone klinisch gepr�ft; von diesen
ist das Epothilon-B-Lactam[7] (Ixabepi-
lone) am weitesten entwickelt (Pha-
se III).[8] Bis vor kurzem gab es jedoch
zur Bindungssituation der Epothilone
im Tubulin zwar zahlreiche spekulative
Arbeiten, aber keine gesicherten Er-
kenntnisse. Dies hat sich mit der elek-
tronenkristallographisch ermittelten
Struktur des Epothilon-A-Tubulin-
Komplexes, die im Zentrum dieses
Highlights steht, schlagartig ge�ndert.[9]

Bereits die fr�he Beobachtung, dass
Epothilon Tubulin-gebundenes Taxol
verdr�ngen kann,[1] legte eine gemein-
same Bindungsstelle oder zumindest
�berlappende Bindungsstellen im Pro-
tein nahe. Strukturelle �hnlichkeiten,
wie Epoxid- und Oxetanring, geminale
Dimethylgruppen und bewegliche aro-
matische Seitenketten, befl�gelten die
Phantasie, und bald gab es eine Reihe
von Modellen f�r einen den beiden
Verbindungsgruppen gemeinsamen
Pharmakophor. Basis f�r solche �ber-
legungen bildeten die bereits 1995 be-
kannte Festk�rperstruktur von Epothi-
lon B aus Dichlormethan[10] und sp�ter
die von Epothilon A und B aus Metha-

nol/Wasser (Abbildung 1a).[11] W�hrend
sich diese Strukturen im Makrolidteil
außerordentlich �hnlich sind, nimmt die
abgewinkelte Thiazolyl-Seitenkette, be-

dingt durch ihre hohe Rotationsfreiheit,
sehr unterschiedliche Konformationen
ein; dies ließ sich in DMSO/Wasser
NMR-spektroskopisch nachweisen.
Dar�ber hinaus zeigte sich, dass die
bevorzugte Konformation des Makrocy-
clus in organischen L�sungsmitteln der
im Kristall entspricht.[10] Eine verfeiner-
te Analyse und das Molek�lmodell von
Taylor und Zajicek[12] ergaben eine
zweite, untergeordnete Konformation
f�r das Ringsegment C3–C9, in der 7-

Abbildung 1. Raumstrukturen verschiedener
Epothilone in unterschiedlichen physikali-
schen Umgebungen: a) r�ntgenographisch er-
mittelte Molek�lstruktur von Epothilon B aus
Dichlormethan/Petrolether[10] (rosa), �berla-
gert mit Epothilon A aus Methanol/Wasser[11]

(blau); b) NMR-spektroskopisch ermittelte
Struktur von Epothilon A in Gegenwart von
Tubulin in w�ssrigem Medium;[22] c) Konfor-
mation von Epothilon B im Komplex mit Cyto-
chrom P450epoK;[26] d) Konformation von Epo-
thilon A im Komplex mit ab-Tubulin in Zn2+-
stabilisierten Schichten.[9] Abbildung mit Py-
mol erstellt (http://pymol.sourceforge.net).
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OH und 8-Methyl axial vorliegen und 3-
OH eine �quatoriale Position einnimmt.

Bei der Suche nach einem gemein-
samen Pharmakophor durch Modellie-
rungsversuche wurde die Thiazolyl-Sei-
tenkette des Epothilons meist mit einem
der drei Phenylreste oder sogar dem 10-
Acetylrest von Taxol �berlagert.[13–16]

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass
die C13-Seitenkette von Taxol f�r die
Tubulinbindung nicht absolut notwen-
dig ist, konnten die zahlreichen Varian-
ten auf eine Homologie von Thiazolyl-
und 2-Benzoylrest sowie von Taxange-
r�st und Makrolidring eingeengt wer-
den.[17] Entscheidende Hinweise auf ge-
meinsame Bindungsstellen im Tubulin
lieferten kreuzresistente Tubulinmutan-
ten, besonders von Thr 274, Arg282,
Gln292 und Ala231.[18–20] Trotz dieser
Informationen und der inzwischen be-
kannten Struktur des Taxol-Tubulin-
Komplexes[21] war es offenbar nicht
m�glich, die Konformation und Bin-
dung von Epothilon im Tubulin eindeu-
tig zu modellieren.

In einem alternativen Ansatz ver-
suchten k�rzlich Carlomagno et al.[22]

aus NMR-spektroskopischen Messun-
gen in Gegenwart von Tubulin zun�chst
die Konformation des gebundenen Epo-
thilons zu bestimmen. Unter der An-
nahme eines raschen Austausches von
freiem und gebundenem Epothilon wur-
den Transfer-Kern-Overhauser-Effekte
(Transfer-NOEs) und Torsionswinkel
�ber eine Transfer-kreuzkorrelierte Re-
laxation ermittelt und als Basis f�r eine
Kraftfeld-Rechnung verwendet. Die so
f�r den gebundenen Zustand postulierte
Konformation entspricht im Makrolid-
ring bis auf das C2,C3-Segment den
Festk�rperstrukturen des freien Epothi-
lons. Lediglich die 3-OH-Gruppe befin-
det sich in �quatorialer Lage, wie von
Taylor et al.[12] postuliert und in der
Festk�rperstruktur von Epothilon-A-
N-oxid beobachtet.[23] In der Seitenkette
sind H-19/16-Me entsprechend der Fest-
k�rperstruktur aus Methanol/Wasser
(Abbildung 1) syn-orientiert und im
Einklang mit Struktur-Aktivit�ts-Unter-
suchungen an Pyridin- und Benzimid-
azol-Analoga. Dass die beschriebenen
NMR-Effekte tats�chlich auf Protein-
gebundenes Epothilon A zur�ckgehen,
belegen die Autoren mit einem Kon-
trollexperiment, bei dem zugesetztes
Epothilon B wegen seiner etwa um den

Faktor 2 h�heren Affinit�t zu Tubulin
die Bindungsstellen dauerhaft besetzt
und die f�r Epothilon A beobachteten
Effekte aufhebt. Allerdings ist schwer
zu verstehen, dass die vergleichsweise
geringen Mengen Epothilon B in der
L�sung[24] daf�r ausreichen und dass
selbst ein 100-facher �berschuss von
Epothilon A nicht zur Polymerisation
des Tubulins f�hrt. Gleichwohl haben
wir es hier mit einer Konformation zu
tun, die Epothilon A in Gegenwart von
„Tubulinprotein“ einnimmt, und nicht
mit der Konformation von freiem Epo-
thilon A in L�sung.

Recht verschieden von den bisher
diskutierten Strukturen pr�sentieren
sich auch die Konformationen der Epo-
thilone B (Abbildung 1c) und D in den
entsprechenden Komplexen mit Cyto-
chrom P450epoK, das f�r den letzten
Schritt in der Biosynthese von Epothi-
lon A und B zust�ndig ist. Diese Struk-
turen sind durch R�ntgenstrukturanaly-
se bei einer Aufl�sung von 1.9 bzw.
2.7 � aufgekl�rt worden.[25] Abgesehen
von der beweglichen Thiazolyl-Seiten-
kette besteht eine gewisse �hnlichkeit
mit dem von Taylor und Zajicek postu-
lierten „minor conformer B“.[12a] Auch
diese im Komplex mit Cytochrom P450
vorgefundenen Epothilon-Konforma-
tionen ließen sich nicht in die Tubulin-
bindetasche einpassen.

Nettles et al. konnten nun k�rzlich
das R�tsel der bioaktiven Konformation
von Epothilon im Komplex mit ab-Tu-
bulin mithilfe der Elektronenkristallo-
graphie l�sen.[9] �hnlich wie schon bei
der Strukturaufkl�rung des Taxol-ab-
Tubulin-Komplexes[21] wurden zweidi-
mensionale Kristalle des Tubulinhetero-
dimers (in Gegenwart eines �berschus-
ses an Epothilon A) durch die Zugabe
von Zn2+ erhalten. Die Zn2+-induzierten
Tubulinschichten, in denen die Protofi-
lamente im Gegensatz zu den Mikrotu-
buli antiparallel angeordnet sind, beug-
ten Elektronen entlang der Kristallebe-
ne bis zu einer Aufl�sung von 2.9 �,
w�hrend f�r die Diffraktion senkrecht
zur Kristallebene erwartungsgem�ß ei-
ne deutlich geringere Aufl�sung von
4.2 � erreicht wurde. Wegen der limi-
tierten Aufl�sung musste die Struktur
des Epothilon-A-Tubulin-Komplexes
wie schon beim Taxol-Tubulin-Komplex
mithilfe kristallographischer Verfeine-
rungsmethoden unter Einbeziehung

NMR-generierter Strukturensembles
und molekulardynamischer Modellie-
rungsverfahren bestimmt werden. Mit
der Strukturaufkl�rung des Epothilon-
A-Tubulin-Komplexes ist ein wichtiger
Durchbruch gelungen, da es nun erst-
mals m�glich wird, die Wechselwirkun-
gen von Epothilon A mit b-Tubulin im
Detail zu beschreiben. Die Struktur des
Komplexes lieferte ad hoc Antworten
auf eine Reihe wichtiger Fragen: Wie
lassen sich bekannte Resistenzmutatio-
nen im b-Tubulin erkl�ren? Wie wirken
sich Strukturmodifikationen des Epo-
thilons auf die Wechselwirkung mit b-
Tubulin aus? Wie sieht der Vergleich
mit der konkurrierenden Taxolbindung
aus?

Wie erwartet findet man Epothilon
in einer Tasche auf der Oberfl�che von
b-Tubulin (Abbildung 2), an deren Bil-
dung unter anderem auch der so ge-
nannte M-Loop beteiligt ist. Dieser ist in
den Zn2+-induzierten Tubulinschichten

Abbildung 2. Die Taxol-/Epothilon-Bindungs-
tasche des b-Tubulins aus den jeweiligen elek-
tronenkristallogaphisch erhaltenen Strukturen
mit gebundenem a) Taxol und b) Epothilon.
Von b-Tubulin ist die Molek�loberfl�che darge-
stellt (C grau, O dunkelrosa, N graublau).
Taxol (C gr�n, O rot, N blau) und Epothilon A
(C violett, O rot, N blau) sind als Stabmodelle
dargestellt. Abbildung mit Pymol erstellt
(http://pymol.sourceforge.net).
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und in Microtubuli (Nogales et al. ,
1999) auch stark in laterale Kontakte
zwischen den Protofilamenten einbezo-
gen. Die Stabilisierung des M-Loops
und damit der lateralen Kontakte zwi-
schen den Protofilamenten f�hrt letzt-
lich zur Stabilisierung der wachsenden
Microtubuli und verhindert ihren Zer-
fall, sobald sie einmal gebildet sind.
Nettles et al. konnten anhand der Struk-
tur des Komplexes durch Modellie-
rungsstudien auf elegante Weise nach-
vollziehen, wie Modifikationen des
Epothilons die Wechselwirkung mit b-
Tubulin beeinflussen. So ist leicht er-
sichtlich, warum auch gr�ßere Substitu-
enten an C12 und eine 9,10-trans-Dop-
pelbindung toleriert werden. Unge-
w�hnlich ist die endo-Orientierung des
Epoxids, die gr�ßere C12-Substituenten
in eine hydrophobe Vertiefung platziert,
in der auch die N-Acylreste von Aziri-
din-Analoga noch Platz finden. Warum
Epothilone der B-Reihe, mit einem Me-
thylsubstituenten an C12, generell akti-
ver sind als die der A-Reihe, kann das
Modell dagegen nicht erkl�ren. Schwer
zu verstehen ist auch, wie es zu der
energiereichen syn-Pentan-Orientie-
rung der C6- und C8-Methylgruppen
kommt und warum gerade die Entfer-
nung der C8-Methylgruppe zu einem
Wirkungsabfall um den Faktor 200
f�hrt.[26] Nicht nachvollziehbar ist auch
die Diskussion des Einflusses zus�tzli-
cher Methylgruppen an C10 und C14,
zumal die angenommene und in Abbil-
dung 4B, Lit. [9], gezeigte Konfigurati-
on des biologisch aktiven C14-Methyl-
Analogons[27] falsch wiedergegeben ist.
�hnlich konnte die Struktur des Kom-
plexes mit einigen, aber nicht mit allen
bekannten Resistenzmutationen in b-
Tubulin in Einklang gebracht werden.
Wie erwartet sind zumeist Aminos�uren
betroffen, die direkt oder indirekt mit
Epothilon wechselwirken.

Besonders interessant ist der direkte
Vergleich der Epothilonbindung mit der
Taxolbindung (Abbildung 2). Nicht
�berraschend f�llt das kleinere Epothi-
lon nur ca. die H�lfte der Taxolbin-
dungstasche im b-Tubulin aus. Dabei
f�llt auf, dass sich die Bindungstasche
�ber die Reorientierung von Aminos�u-
reseitenketten an das gebundene Sub-
strat anpasst und so die Wechselwirkun-
gen mit Epothilon und Taxol optimiert
werden („induced fit“). Die Taxol-b-

Tubulin-Wechselwirkungen unterschei-
den sich fundamental von denen im
Epothilon-A-Tubulin-Komplex, sodass
Hypothesen �ber einen gemeinsamen
Pharmakophor nun endg�ltig verworfen
werden k�nnen. So gibt es mit Ausnah-
me der H-Br�cke von 7-OH zu Arg 282
keinerlei Wechselwirkungen strukturell
homologer Gruppen in Taxol und Epo-
thilon mit b-Tubulin. Dar�ber hinaus
sind die Aminos�uren in der Bindungs-
tasche an g�nzlich unterschiedlichen
Wechselwirkungen mit den Naturstof-
fen beteiligt. Die �beraus anpassungsf�-
hige Bindungstasche von b-Tubulin
kann außer Taxanen und Epothilonen
bekanntermaßen auch andere Cytosta-
tika aufnehmen, z. B. Eleutherobin/Sar-
codictyin, die untereinander und auch
mit Taxanen und Epothilon strukturell
nur wenig verwandt sind.

Wie passt nun die von Carlomagno
et al. NMR-spektroskopisch ermittelte
Konformation von Epothilon A in Ge-
genwart von Tubulin (Abbildung 1 b) in
dieses Bild? Offensichtlich unterschei-
den sich die beiden Konformationen so
signifikant, dass ein Kompromiss, der
beiden zumindest in Teilbereichen ge-
recht wird, nicht denkbar ist. Wahr-
scheinlicher ist dagegen, dass jede der
beiden Konformationen f�r die spezifi-
sche Proteinumgebung steht, in der sie
untersucht wurde. Sowohl Zn2+-stabili-
sierte Tubulinschichten als auch die un-
definierte Tubulinstruktur, die bei den
NMR-spektroskopischen Untersuchun-
gen vorlag, sind k�nstliche Systeme –
daher k�nnten sich die biologisch rele-
vante Konformation und Bindungssitua-
tion der Epothilone von den beiden
Vorschl�gen noch deutlich unterschei-
den.

Was ist nun zu tun? Wegen der eher
durchschnittlichen Aufl�sung der Struk-
tur des Epothilon-Tubulin-Komplexes
ist es notwendig, die vorgeschlagene
Konformation und Orientierung von
Epothilon in der Tubulinbindungsstelle
mit unabh�ngigen Methoden zu unter-
mauern. Naheliegend ist eine Photoaf-
finit�tsmarkierung mit Epothilonderiva-
ten, die photolabile Substituenten in der
Methylgruppe des Thiazolylrests oder –
im Fall von Aziridin-Analoga – am
Aziridin-Stickstoffatom tragen. Beide
Positionen k�nnen modifiziert werden,
ohne dass die Bindung am Tubulin be-
eintr�chtigt wird.[28, 29] Denkbar ist auch

die Festk�rper-NMR-spektroskopische
Untersuchung (MAS-NMR) von Mic-
rotubuli, die mit 13C- und 19F-markierten
Epothilonen beladen sind; dies w�rde
Aussagen �ber die Konformation des
gebundenen Molek�ls und Abstands-
messungen (REDOR-NMR) erm�gli-
chen.

Nat�rlich wird man auch versuchen,
neuartige Epothilone zu entwickeln, die
nicht nur die postulierte Struktur st�t-
zen, sondern auch eine h�here Affinit�t
zu Tubulin und damit m�glicherweise
eine h�here Cytotoxizit�t haben. Dass
in diese Richtung optimierte Epothilone
von therapeutischem Nutzen sind, ist
allerdings eher unwahrscheinlich – f�r
die klinische Anwendung m�ssen viel-
mehr die pharmakologischen Eigen-
schaften hin zu einer h�heren Selektivi-
t�t und Unempfindlichkeit gegen die
Bildung von Resistenzen optimiert wer-
den, um auf diese Weise eine h�here
Effizienz und Vertr�glichkeit zu errei-
chen.
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