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E in Prinzip der Biosynthese von niedermolekularen Naturstoffen ist
die Optimierung ihrer Fihigkeit, an bestimmte Proteine oder andere
Zielmolekiile zu binden. Die Rahmenbedingungen, innerhalb derer

ein zu synthetisierender Wirkstoff funktionieren muss, mogen letztlich
ganz anders aussehen — dennoch kann der Einsatz solcher Naturstoffe
als Leitsubstanzen zu einem signifikanten Vorsprung bei der Suche

nach neuen, klinisch relevanten Wirkstoffen fiihren. In diesem Kurz-
aufsatz beschreiben wir, wie die chemische Synthese zu wirksameren

Epothilonderivaten fiihrte und wie dies wiederum die Entwicklung

Die Entwicklung eines neuen Me-

neuer Synthesewege inspirierte. Dies demonstriert den Nutzen von
zielgerichteten Totalsynthesen bei der Suche nach neuen Wirkstoffen.

1. Einfiihrung

Im Verlauf der Evolution hat die Natur eine grof3e Vielfalt
strukturell komplexer niedermolekularer Naturstoffe hervor-
gebracht, von denen bis heute nur ein kleiner Bruchteil
entdeckt worden sein diirfte.! Sicher ist in der Literatur iiber
Naturstoffe eine Fiille wenig inspirierender ,, Wir-auch*“-Bei-
trage zu finden, aber manchmal werden Forscher auch
belohnt, die sich mit der Isolierung, dem biologischen Scree-
ning, der Reinigung und der Aufklirung der Struktur von
Naturstoffen beschéftigen: Sie entdecken Verbindungen mit
wirklich neuartigen Strukturen, deren FEigenschaften die
biologische und sogar die klinische Forschung in eine neue
Richtung lenken.”
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dikaments, das den Patienten wirklich
nutzt und gleichzeitig die kritischen
Vorgaben der Aufsichtsbehorden er-
fiillt, ist eine entmutigende Aufgabe,
die oft fehlschldgt. Wer einen neuen
Wirkstoff entwickeln will, muss sich der tiberwéltigenden
Zahl von Risikofaktoren bewusst sein, die den komplizierten
Weg vom Entwurf bis zum zugelassenen Medikament beein-
flussen. In diesem Zusammenhang haben sich das Auffinden
und die Untersuchung von niedermolekularen Naturstoffen
als produktiver Ansatz fiir das Wirkstoff-Design erwiesen.
Zwar sind wir offensichtlich noch weit davon entfernt, die
evolutiondren Krifte zu verstehen, die die Biosynthesen
niedermolekularer Substanzen in Pflanzen, Korallen, Bakte-
rien, Pilzen und hoheren Organismen beeinflusst haben —
zumindest aber konnen wir feststellen, dass wir mithilfe von
Leitsubstanzen aus dem Bereich dieser niedermolekularen
Naturstoffe (z.B. Steroide, Prostaglandine, 3-Lactame, Poly-
ketide, Aminoglycoside und Statine) die Entwicklung von
Wirkstoffen in einem fortgeschritteneren Stadium beginnen
konnen als mithilfe anderer Ansdtze wie dem Screening
umfangreicher Probensammlungen in Pharmaunternehmen
oder von kommerziellen kombinatorischen Bibliotheken.
Warum bieten die Strukturen niedermolekularer Natur-
stoffe einen derartigen Vorteil? Sie sind dazu optimiert, an
bestimmte Proteine oder andere Zielmolekiile zu binden —
die Bindung an Protein-Targets ist ein zentrales Merkmal
nahezu aller Wirkstoffe. Niedermolekulare Naturstoffe haben
den Vorteil, dass sie per Definition bereits in einer biologisch
nutzbaren Form vorliegen und ihre Strukturen im Verlauf der
Evolution im Hinblick auf ihre Féhigkeit zur Wechselwirkung
mit den entsprechenden Biomolekiilen stdndig verfeinert
worden sind. Auch wenn ein potenzielles Medikament letzt-
lich in einer ganz anderen Situation wirken muss und die
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pharmakodynamischen Eigenschaften und Sicherheitsprofile
kaum vorhersagbar sind, liefert dies sicherlich einen betricht-
lichen Vorsprung bei der Suche nach neuen, klinisch wert-
vollen Wirkstoffen.

2. Naturstoffe als Tumortherapeutika: von Taxol zu
den Epothilonen

2.1. Totalsynthese

Naturstoffe spielen bei der Wirkstoff-Entwicklung eine
uiberaus wichtige Rolle, besonders bei der Suche nach neuen
Tumortherapeutika.”! Ein wohlbekanntes Beispiel fiir einen
wichtigen klinischen Wirkstoff, der zuerst beim Screening von
pflanzlichen Naturstoffen entdeckt wurde, ist Taxol (5).°! Die
Wirksamkeit von Taxol (spiter in Paclitaxel umbenannt) hat
sich bei der Behandlung verschiedener Tumorarten im An-
fangsstadium und sogar bei manchen metastatischen Tumo-
ren bewihrt.”! Auch die Wirksamkeit von Taxoter, einer
halbsynthetischen Variante von Taxol, ist bekannt.[" Beide
Verbindungen inhibieren die Depolymerisation der Microtu-
buli bei der Mitose. Weitere halbsynthetische Taxoide befin-
den sich in unterschiedlichen Entwicklungsstadien.

Das Interesse unserer Arbeitsgruppe an der Untersu-
chung von Taxol war anfangs chemisch motiviert.’] Die
strukturelle Vielfalt niedermolekularer Naturstoffe war iibli-
cherweise ein Element unserer Syntheseplanungen. Im Fall
von Taxol versuchten wir, von einem einfachen Zugang zu
jedem der beiden Enantiomere des Wieland-Miescher-Ke-
tons (1; Schema 1) zu profitieren. AuBerdem erhofften wir
uns, die stereochemischen Vorgaben im Wieland-Miescher-
Keton in einer geeigneten Abbaustrategie zu nutzen, um den
Zugang zu Baccatin III (4), einer Taxol-Vorstufe, zu erleich-
tern. Dabei gelang J. Masters eine entscheidende Transfor-
mation (2—3); allerdings wurde der anfangliche Optimismus,
hervorgerufen durch Masters verbliiffende Anwendung einer
intramolekularen Heck-Reaktion, bald von Frustration ab-
gelost, da sich der Weg von 3 nach 4 wegen Schwierigkeiten
bei der selektiven Entfernung der externen Methylengruppe
als duflerst schwierig erwies. Nur durch den Einfallsreichtum
und die Beharrlichkeit von W. Young, J. T. Link und J.
Masters gelang uns doch noch die Totalsynthese des Natur-
stoffs, wobei wir das gewiinschte Enantiomer von Taxol (5)
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Schema 1. Synthese von Taxol. Bn=Benzyl, Bz=Benzoyl,
Tf=Trifluormethansulfonyl, TBS = tert-Butyldimethylsilyl.

herstellen konnten, ohne auf Racematspaltung oder Relay-
Synthese (bei der ein Fragment des Naturstoffs als Ausgangs-
material verwendet wird) zuriickzugreifen. Bei den zwei
vorangegangenen Totalsynthesen von Taxol waren diese
Bedingungen nicht erfiillt.* 1!

Ungeachtet der Leistungen auf chemischem Gebiet wur-
de bei unserer Taxolsynthese eines der zentralen Ziele nicht
erreicht: Wir hatten gehofft, auch die Intermediate der
letzten Synthesestufen, mit den fiir die Bioaktivitdt von Taxol
entscheidenden Seitenketten und Pharmakophoren, herstel-
len zu konnen. Allerdings hatten die Komplikationen wih-
rend der letzten Stufen der Totalsynthese zur Folge, dass wir
nur noch sehr wenig Material (und Energie!) fiir Struktur-
Aktivitats-Untersuchungen zur Verfiigung hatten.

Dieser Fehlschlag war besonders bedauerlich, da Taxol
keineswegs ein idealer Wirkstoff ist.'Y! Zwar sind cytotoxi-
sche Nebenwirkungen bei einem an Tubulin bindenden
Wirkstoff nicht unerwartet, aber Taxol bringt noch zwei
weitere Nachteile mit sich: Der erste resultiert aus Problemen
mit seiner Formulierung. Dies fiihrt dazu, dass verschiedene
Transportermolekiile eingesetzt werden miissen, die wieder-
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um in der klinischen Verwendung ihre eigenen Sicherheits-
und Toleranzprobleme aufweisen. Maoglicherweise noch
schwerwiegender ist die Neigung von Paclitaxel, aufgrund
angeborener oder erworbener Multi-Wirkstoff-Resistenz
(MDR, multidrug resistance) seine Wirksamkeit zu verlieren.
Allzu oft erweist es sich als unmoglich, eine MDR durch
hohere Dosen des toxischen Wirkstoffs zu kompensieren.
Zusammen fiithren diese Komplikationen in der Klinik oft
zum ,,Versagen“ von Taxol und zum Wiederausbruch der
Krankheit in metastatischer Form.

Auf der Suche nach einem Wirkstoff, der Taxol ablosen
konnte, erfuhren wir von einem neuen Tumortherapeutikum,
dessen Wirkungsweise auf dem Taxol-Mechanismus beruht:
der Familie der Epothilone, die durch die Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung mbH (GBF) von Hofle und
Mitarbeitern im Rahmen eines sorgfiltig ausgefiihrten Phar-
makognosie-Programms entdeckt wurde. Die Arbeitsgruppe
von Hofle hatte mogliche Anwendungen von Epothilonen in
der Agrarwirtschaft postuliert.'” Ein fachiibergreifendes
Interesse an den Epothilonen entwickelte sich als Folge einer
bahnbrechenden Veroffentlichung der Arbeitsgruppe von
Bollag bei Merck.'¥ Die bedeutendste Aussage dieser Ver-
offentlichung war, dass die Naturstoff-Familie der Epothilone
(Schema 2) ihre Cytotoxizitit gegen verschiedene Tumorzell-

6: Epothilon A (EpoA), R=H
7: Epothilon B (EpoB), R = CH,

8: (E)-9,10-Dehydro-dEpoB, R = CH,
9: 26-Trifluor-(£)-9,10-dehydro-dEpoB,
R = CF; (Fludelon)

Schema 2. Epothilonstrukturen.

kulturen offenbar demselben Wirkungsmechanismus ver-
dankt wie Taxol. Besonders interessant war dabei, dass
Epothilon A (6) und B (7), anders als Taxol, bemerkenswert
effektiv gegen ansonsten MD-resistente Zellkulturen wirk-
ten.""! Zwar war die absolute Konfiguration der Epothilone
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zur damaligen Zeit nicht bekannt, ihre allgemeine Struktur
lie3 aber darauf schlieBen, dass sie leichter zu synthetisieren
sein sollten als Taxolderivate.

Die Synthese der Epothilone konnte allerdings nicht vor
einer Aufkldrung ihrer Stereostrukturen unternommen wer-
den. Die Merck-Gruppe war offenbar nicht an der vollstidn-
digen Aufklirung der Stereostruktur interessiert.'”! Wie oben
beschrieben” geht die eigentliche Entdeckung der Epothi-
lone auf die wegweisenden Arbeiten von Hofle et al. zuriick,
und sie waren es auch, die schlieBlich die Stercostrukturen
von Epothilon A und B beschrieben.”! Da wir keine Mog-
lichkeit hatten, Epothilone auch nur in geringen Mengen fiir
unabhingige Untersuchungen zu erhalten, mussten wir auf
die Totalsynthese von Epothilon A (EpoA, 6) und B (EpoB,
7) zuriickgreifen. Wir begannen mit Epothilon A, in dem die
Methylgruppe an C12 fehlt, und hofften, dass die dabei
gewonnenen Erfahrungen uns bei der Synthese von Epothi-
lon B, der wirksameren der beiden Verbindungen, helfen
wiirden.!'®!

Wir mochten im Folgenden auf die wechselseitige Bezie-
hung zwischen chemischer Synthese und Wirkstoff-Optimie-
rung bei unseren Forschungen zu den Epothilonen eingehen,
die zur Entdeckung der auBergewohnlichen Verbindung (E)-
9,10-Dehydro-12,13-desoxyepothilon (8) und der verwandten
Verbindung 9 fiihrte, die anstelle der Methylgruppe eine
Trifluormethylgruppe an C12 tragt.[”

Wir mochten auch einen Grundsatz hervorheben, der den
Entwurf unserer Synthesen erheblich beeinflusst hat: Von
Anfang an war es unser eigentliches Ziel, ausreichende
Mengen an praklinischen Leitsubstanzen herzustellen, die in
vivo an Xenotransplantat-Tumoren in Méusen getestet wer-
den konnten. Diese Zielsetzung hatte fiir uns ein viel gro3eres
Gewicht als das In-vitro-Screening einer grofen Zahl von
Einzelverbindungen. Unsere Bevorzugung des Tests der In-
vivo-Effektivitdt hatte zur Folge, dass wir weniger Verbin-
dungen herstellen wiirden, diese dafiir aber in grofleren
Mengen als bei Totalsynthesen im akademischen Bereich
sonst iiblich. Dies wiederum bedeutete, dass bei den einzel-
nen Synthesestufen besonderes Augenmerk auf eine hohe
Stereoselektivitidt gelegt werden musste.

Aus diesen Griinden konnten wir es uns nicht leisten, mit
komplexen Mischungen von Stereoisomeren zu arbeiten. Wir
glaubten von Anfang an, dass eine Ringschlussmetathese
(ring-closing metathesis, RCM), damals eine sehr populdre
Methode zur Synthese cyclischer Olefine,"® im Fall der
Epothilone bei Verwendung von Vorstufen wie 10 oder 11 zu
einer E/Z-Diastereomerenmischung an der C12-C13-Dop-
pelbindung filhren wiirde (Schema 3);"! diese Erwartung
erwies sich als zutreffend. Wir bevorzugten daher Kreuz-
kupplungsstrategien, bei denen die gewiinschte C12-C13-
Doppelbindungskonfiguration bereits in den Olefinvorstufen
festgelegt war. Wir waren uns auch dariiber im Klaren, dass
unsere Betonung auf gut geplanten Syntheserouten und
sorgfiltig durchdachten Zielstrukturen von den damals vor-
herrschenden Trends abwich, die eher auf stochastischen
Ansitzen basierten. Wir werden am Ende dieses Kurzaufsat-
zes darauf noch einmal zuriickkommen.

Fiir die Kniipfung der C12(sp?)-C11(sp®)-Bindung schien
uns die palladiumvermittelte B-Alkyl-Suzuki-Kreuzkupplung
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leicht fir die Synthese von EpoB (7) modifi-
zieren.'"" Die zentralen Merkmale dieser weg-
weisenden Leistung sind in Schema 4 skizziert.
Die experimentellen Einzelheiten wurden in
der Literatur im Detail beschrieben.

2.2. Biologische Aktivitdt
10:R=H 12: R = H, Desoxyepothilon A 6: R = H, Epocthilon A
11: R = Me 13: R = Me, Desoxyepothilon B 7: R = Me, Epothilon B .
Mit dem nun zur Verfiigung stehenden

Schema 3. Synthese von Epothilonen mit Ringschlussmetathese. synthetischen Material konnten wir die Aussa-
gen in der Literatur zur Inhibierung der Disas-

vielversprechend, eine zur damaligen Zeit unterschétzte soziation von Microtubuli und die Cytotoxizitdt von Epothi-
Reaktion.”” Die Synthese von EpoA begann mit der Her- lon A und B rasch bestitigen.””) Bemerkenswerterweise
stellung von 16, wobei wir auf groBtenteils in unserer ergaben In-vitro-Experimente, dass die 12,13-Desoxyvorstufe
Arbeitsgruppe entwickelte Verfahren zuriickgriffen.’”!. So  von EpoB (d.h. dEpoB) ebenfalls Tubulin-stabilisierende
konnten wir mit einer Lewis-sauer katalysierten Dien-Alde-  Eigenschaften in &hnlichem Umfang wie EpoB aufwies,
hyd-Cyclokondensation®! von 14 und 15 das Dihydropyron  obwohl ihre Cytotoxizitit verringert war.'? Durch Abwand-
16 in hoher Ausbeute und mit hoher relativer und absoluter  lungen der oben beschriebenen Totalsynthese synthetisierten
Stereoselektivitidt erhalten (Schema 4). Diese Verbindung  wir eine Familie von Epothilonderivaten, mit der das erste In-
wurde in das Intermediat 18 umgewandelt, das die entschei-  vitro-SAR-Schema (SAR: structure-activity relationship) der
dende B-Alkyl-Suzuki-Reaktion mit 19 einging und so 21  Epothilone erstellt werden konnte.” Auf diese Weise be-
lieferte. Eine sehr ungewohnliche Enolatester-Aldehyd-Ma-  stimmten wir, welche Strukturelemente der Epothilone ohne
krocyclisierung® und nachfolgende Manipulationen der  Verlust der Cytotoxizitiit oder der Tubulin-bindenden Eigen-
funktionellen Gruppen fithrten zum Desoxyepothilon A schaften modifiziert werden konnten.

(dEpoA, 12). Die Epoxidierung des 12,13-Alkens mit Dime- Zwar waren unsere ersten Synthesen von EpoA und

thyldioxiran lief mit sehr hoher Regio- und Stereoselektivitit ~ EpoB recht aufwéndig, aber unser neu angesetztes Programm

ab (15-20:1 zugunsten des B-Epoxids®!), womit die erstma-  zur Wirkstoff-Entwicklung profitierte erheblich von ihrer
lige Totalsynthese von Epothilon A (EpoA, 6) abgeschlossen  hohen Stereoselektivitit, und wir konnten ausreichende
war.?!l Erfreulicherweise lieB sich der Syntheseweg auch  Mengen des potenziellen Wirkstoffs fiir aussagefihige In-
vivo-Experimente erhalten. Die Experimente umfassten die
Implantation von menschlichen Tumorzellen in immunge-
8o o OMe 6o schwichte Mduse und die anschlieBende Beobachtung der
g, . Wirkstoff-Effekte auf die Wachstumsprofile der Tumoren.
Kﬁ > 0siMe, AuBerdem fithrten wir Paralleluntersuchungen an Tumoren
durch, die als Folge von MDR gegen verschiedene bekannte
14 15 Antitumorwirkstoffe resistent waren. So konnten wir mithilfe
dieser synthetischen Proben auch priifen, ob die Aussagen
von Bollag und Mitarbeitern iiber die Unempfindlichkeit
gegen MDR (z.B. im Fall von Epothilon B)"? auch in einer
In-vivo-Situation giiltig waren. Wir fiihrten die ersten In-vivo-
Untersuchungen mit Epothilon B durch, und unsere Ergeb-
nisse waren sehr beunruhigend: Zwar zeigte EpoB eine
gewisse Wirksamkeit, aber auch ein ernstes Toxizitatsprofil —
selbst so geringe Dosen wie 0.6 mgkg ' hatten erhebliche
Gewichtsverluste und Todesfille zur Folge (Tabelle 1).
Durch Anpassen der Dosierung wiére es wahrscheinlich
moglich gewesen, aus EpoB einen therapeutischen Nutzen zu
ziehen, der weitere Untersuchungen auf seine klinische
Tauglichkeit gerechtfertigt hétte. Tatsdchlich begann Novartis
Tabelle 1: Toxizitat von EpoB und dEpoB bei normalen Nacktmausen.
Gruppe Dosis [mgkg™"]® Todesfille
Kontrolle - 0/4
EpoB (7) 0.6 8/8"
12: R = H, Desoxyepothilqn A 6. R=H, Epothilqn A dEpoB (13) 25 0/6
13: R =Me, Desoxyepothilon B 7R =Me, Epothilon B [a] QDx4 (verabreicht jeden Tag, insgesamt vier Dosen), intraperitoneal
Schema 4. Erste verdffentlichte Totalsynthese von EpoA und EpoB. (i.p.). [b] Die Todesfille traten an den Tagen 5,6,6,7,7,7,7,7 auf.
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klinische Tests der Phase I mit diesem Wirkstoff.”®! Allerdings
befiirchteten wir, dass die Toxizitdtsprobleme letztlich ver-
hindern wiirden, dass mit EpoB der gewiinschte Durchbruch
erreicht wiirde. Wir nahmen an, dass die starke Toxizitdt von
EpoB aus einer nichtspezifischen Toxizitdt resultiert, welche
die auf Tubulin gerichteten Antimitose-Eigenschaften iiber-
lagert, moglicherweise verursacht durch das 12,13-Epoxid
von EpoB.I'"! Wir fragten uns daher, ob eine Modifizierung
des Epoxids zugunsten eines cis-12,13-Alkens die Herstellung
von Wirkstoffen mit einer geringeren Toxizitdt und daher
breiteren und besser nutzbaren therapeutischen Indices er-
moglichen wiirde.

3. Epothilone der zweiten Generation
3.1. Desoxyepothilon B: Synthese und Aktivitiit

Da dEpoB in vitro cytotoxische und Tubulin-bindende
Eigenschaften aufwies, die mit denen von Taxol vergleichbar
waren, und gleichzeitig eine dhnliche Aktivitdt bei MDR-
Zellkulturen zeigte wie EpoB, entschlossen wir uns, diese
Verbindung in vivo zu testen. Dazu wurden mehrere Gramm
von synthetischem dEpoB (13) benétigt, die aus weiterent-
wickelten Synthesen (siche unten) erhalten wurden.

In umfassenden In-vivo-Untersuchungen erwies sich
dEpoB im Hinblick auf eine therapeutische Anwendbarkeit
viel erfolgversprechender als EpoB selbst (Tabelle 1).!
Daraufhin iiberpriiften wir die Effekte von verschiedenen
Formulierungen, Routen und Zeitabstéinden bei der intrave-
nosen (i.v.) Verabreichung. Wir fanden, dass dEpoB bei
Xenotransplantat-Tumoren wie MX-1 eine dhnliche Wirkung
wie Paclitaxel zeigte, ndmlich eine vollstdndige Remission des
Tumors. Auch bei der Behandlung des Darmtumors HT-29
und des Eierstocktumors SK-OV-3 wurden mit dEpoB und
Taxol dhnliche Ergebnisse erhalten. Deutlich bessere Wir-
kungen als Taxol wies dEpoB allerdings gegen MDR-Tumo-
ren auf. Beispielsweise fiihrte dEpoB (30 mgkg™', 6 h intra-
venose Infusion, Q2Dx5 =verabreicht jeden zweiten Tag,
insgesamt fiinf Dosen) zur vollstindigen Heilung bei Nackt-
mausen, die resistente humane Tumoren der lymphoblasti-
schen T-Zellenleukdmie vom Typ CCRF-CEM/Paclitaxel
trugen, die gegen Paclitaxel eine 57-fache Resistenz aufwie-
sen (Abbildung 1a).

Die Uberlegenheit von dEpoB gegeniiber anderen ge-
brauchlichen Tumortherapeutika zeigt sich auch deutlich,
wenn adriamycinresistente Xenotransplantat-Tumore (MCF-
7/Adr) mit der jeweils maximal tolerierten Dosis der mo-
dernsten chemotherapeutischen Wirkstoffe, d.h. Paclitaxel
(24 mgkg ™), Adriamycin (3mgkg™'),  Vinblastin
(0.8 mgkg™') und Etoposid (VP-16, 30 mgkg™"), behandelt
werden. Bei diesen Tests zeigte Adriamycin selbst bei fast
letaler Dosis keinen therapeutischen Effekt, Vinblastin, Eto-
posid und Paclitaxel zeigten nur einen geringen Effekt. Bei
Behandlung mit dEpoB wurde dagegen eine deutliche Ver-
kleinerung des Tumors beobachtet (Abbildung 1b).

Wegen dieser vielversprechenden priklinischen Erfolge
mit dEpoB nahmen wir die Entwicklung einer effizienteren
Synthese in Angriff. Zu den Nachteilen der Synthese der
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Abbildung 1. Aktivitat von dEpoB gegen a) paclitaxelresistente Tumo-

ren und b) einen adriamycinresistenten Brustdriisentumor:

a) o Kontrollgruppe; 01 Paclitaxel, 20 mgkg™"; x dEpoB, 30 mgkg™";

b) o Kontrollgruppe; © Vinblastin, 0.8 mgkg™'; 2 Paclitaxel,

24 mgkg™'; x dEpoB, 30 mgkg™'; + Adriamycin, 3 mgkg™';
Etoposid (VP-16), 30 mgkg™".

sersten Generation“®! hatten die ungeschickte Einfiihrung
der gem-Dimethylgruppe an C4, die mehrstufige Kettenver-
lingerung des C9-Benzylethers und die umstindliche Off-
nung des Pyransystems zum Erhalt des C3-Aldehyds gehort.
Diese Probleme sollten unter Beibehaltung der stereoselek-
tiven B-Alkyl-Suzuki-Reaktion bewiltigt werden.

Wir konnten die gesteckten Ziele schlieBlich in unserer
dEpoB-Synthese der ,zweiten Generation“ (Schema 5) er-
reichen.””! Diese Synthese begann mit dem leicht erhiltlichen
B-Ketoester 23. Nach der Umwandlung von 23 in den
Enolether 24 lieferten eine Aldoladdition mit dem Aldehyd
25 und weitere Manipulationen schlieBlich den -Ketoester
26. Das dem Aldehyd 25 entgegengesetzte Enantiomer wurde
bereits von Overman und Mitarbeitern™! mithilfe der Ox-
azolidinon-Methode von Evans®! hergestellt, bei der ein
geeignetes Auxiliar den diastereofacialen Sinn der C2-C3-
Verkniipfung steuert. Die Suzuki-Kupplung von 26 und 27
lieferte 28. Das Stereozentrum an C3 wurde mit der von
Noyori et al. entwickelten, Ru-binap-katalysierten Redukti-
onl" eingefiihrt. SchlieBlich fiihrten die Makrolactonisierung
von 29 und die anschlieBende Entfernung der Schutzgruppen
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25

23 24

Pz OTBS
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B-Alkyl-Suzuki-

Kupplung
28
Noyori-
Reduktion
N = dEpoB (13)

29

Schema 5. Eine rationellere Synthese von dEpoB. TES = Triethylsilyl,
Troc = Trichlorethoxycarbonyl.

zu dEpoB (13). Insgesamt wurden etwa 60 g vollsynthetisches
dEpoB iiber diesen Weg hergestellt.

Wir waren nun in der Lage, dEpoB in Relation zu Taxol,
Epothilon B und einem halbsynthetischen 15-Desoxy-15-aza-
Analogon, das ebenfalls klinisch getestet wurde, Y zu
evaluieren. Wir untersuchten auch die Stabilitdt von dEpoB
hinsichtlich der Lactonring6ffnung in verschiedenen In-vivo-
Modellen sowie die In-vivo-Wirksamkeit von dEpoB gegen
sensitive oder resistente Tumoren. In diesen Tests an Xeno-
transplantat-Tumoren zeigte dEpoB unseres Erachtens er-
hebliche Vorteile gegeniiber moglichen Konkurrenzwirkstof-
fen im Hinblick auf seinen voraussichtlichen therapeutischen
Index und seine Unempfindlichkeit gegen MDR. Diese
Ergebnisse wurden ausfiihrlich in der Literatur beschrie-
ben.[25|:—e]

SchlieBlich iibernahm Kosan Biosciences als Lizenzneh-
mer des Sloan-Kettering-Zentrums die Weiterentwicklung
dieser Verbindung, was ein weiterer bedeutender Schritt auf
dem Weg hin zu klinischen Tests von Desoxyepothilon B war.
Unseren kommerziellen Partnern gelang die Herstellung von
Desoxyepothilon B mit Fermentationsmethoden.® Thr Er-
folg dabei ging wesentlich auf ihre weit fortgeschrittene
Technik zuriick, die die Expression von 13 iiber die Modifi-
zierung bestimmter Polyketid-Metaboliten ermdglichte; diese
Modifizierung erfolgte durch eine Steuerung der Polyketid-
Biosynthese.*? So konnten unsere Partner eine ausreichende
Menge fiir die klinischen Tests der Phase I herstellen. Die
klinischen Tests an Menschen, die Ende 2001 begannen,
haben inzwischen unter Beteiligung von Hoffmann-La Roche
das Stadium der Phase II erreicht.
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3.2. (E)-9,10-Dehydroepothilon-Derivate

Die Beteiligung von Kosan hatte auch einen anderen
wichtigen Fortschritt zur Folge: Im Verlauf ihrer Untersu-
chungen entdeckten und isolierten Wissenschaftler bei Kosan
geringe Mengen eines Desoxy- und Dehydroderivats von
Epothilon B, das sie als Epothilon 490 (Epo 490) bezeichne-
ten.’ Die Forscher von Kosan erkannten, dass es sich bei
Epo 490 um ein EpoB-Derivat ohne das 12,13-Epoxid und
mit einer zusétzlichen E-Doppelbindung zwischen C10 und
C11 handelt. Wir sahen Epo 490 als eine Dehydroversion von
dEpoB (13); allerdings war die Tranformation von dEpoB in
Epo 490 keineswegs einfach.

Wir wollten die fiir dEpoB entwickelte Totalsynthese so
modifizieren, dass wir direkt Epo 490 erhalten wiirden. Als
Reaktionspartner bei der Suzuki-Kupplung war das Vinylio-
did 35 vorgesehen, das mit einer Synthesemethode hergestellt
wurde, die zur damaligen Zeit zu den modernsten ihrer Art
gehorte. Die zahlreichen Methoden, die wir im Verlauf
unserer Untersuchungen erkundet hatten, wurden bereits
beschrieben,® daher wollen wir hier gleich die optimale
Syntheseroute zu 35 vorstellen (Schema 6). Eine Idee von

(*e) LHMDS o 0
O)J\NJJ\/OTES -78°C O)J\N OTES
J J

Bn W[ Bn |
30 I 3|
81%
1. THF, H,0, HOAc o MeMaBr
2. MeONHMe, AlMe; MO~ N\ LOTES P
3. TESCI, Imidazol Me 3%
88% Gesamtausbeute |
fur 3 Stufen |
32
s S
0 O \
OTES _<\N ' P-Ph /<\N
34 OTES

| nBuLi, 98%

! |

33 [

35

Schema 6. Synthese des Fragments 35.
LHMDS = Lithiumhexamethyldisilazid.

J. T. Njardarson, der bei uns als Postdoc arbeitete, veranlasste
uns, noch einmal die Anwendung der RCM-Methode zu
erwégen, die wir zunéchst aus den oben diskutierten Griinden
nicht beriicksichtigt hatten. Die Kupplung von 35 mit einem
geeigneten Vinylderivat sollte das Substrat 36 ergeben. Nach
einer Veresterung mit 37 konnte eine Ringschlussmetathese
durchaus zu dem gewiinschten (E)-10,11-(Z)-12,13-Dien fiih-
ren, aus dem man nach entsprechenden Transformationen der
funktionellen Gruppen Epothilon 490 (40) erhalten sollte.
Tatsichlich fiihrte dieser Weg zum Ziel (Schema 7),! wobei
die Vinylgruppe iiber eine Stille-Kreuzkupplung von 35 mit
Tri-n-butylvinylstannan eingefiihrt wurde. Da Epo 490 durch
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TESQ O  OTroc
HO,C ' =
OTES :
37
|
|
15 36
/A S
MesN_ _NMes /4\
cl I N
LSRu=
Cl F',Cy3 Ph
39

ag <Epo 490 (40)
dEpoB (13)

Schema 7. Totalsynthese von Epothilon 490 mit Ringschlussmetathese.
Mes = 2,4,6-Trimethylphenyl.

eine selektive Imid-Reduktion leicht in 13 umgewandelt
werden konnte, gelang hiermit eine zweite Totalsynthese von
dEpoB.

Leider lieBen sich die sehr guten In-vitro-Ergebnisse von
Epothilon 490 nicht auf In-vivo-Experimente iibertragen, die
mit unserem vollsynthetischen Wirkstoff an Xenotransplan-
tat-Tumoren bei Miusen durchgefithrt wurden. Zwar wurde
das Tumorwachstum eindeutig gehemmt, aber eine Riickbil-
dung des Tumors, geschweige denn ein Verschwinden, war
nicht zu beobachten.”!! Aufgrund von Untersuchungen der
Biostabilitdt nahmen wir an, dass die Nichtiibertragbarkeit
auf eine In-vivo-Umgebung spezifisch fiir den Maus-Tumor-
wirt sein konnte: Untersuchungen zur Pharmakostabilitdt
lieBen darauf schlieBen, dass Epo 490 besonders gegen Este-

S. J. Danishefsky et al.

rase-Reaktionen in Méiuseseren instabil war, wihrend die
Verbindung in menschlichen Seren von Zellhomogenaten
recht stabil blieb. Allerdings hdngt die Entwicklung onkosta-
tischer Wirkstoffe entscheidend vom Erfolg des Wirkstoffs
bei Miusen ab, weshalb wir dieses Projekt nicht weiterver-
folgten.

Wihrend das Epo-490-Projekt lief, synthetisierten und
testeten wir auch ein 26-Trifluorepothilonderivat. Die strate-
gische Einfiithrung von Fluoratomen kann betrichtliche Aus-
wirkungen auf die Wirkstoff-Aktivitit haben und kann z.B.
zu verdnderter Lipophilizitdt, zunehmender Stabilitdt gegen
eine Metabolisierung sowie modifizierten Bindungsaffinita-
ten fiihren.®”! Wir begannen daher, dEpoB-Derivate mit einer
Trifluormethylgruppe an C12 zu synthetisieren.

Naiv nahmen wir an, dass die bei der Synthese von dEpoB
mithsam gewonnenen Erfahrungen einfach auf diese neue
Aufgabenstellung iibertragen werden konnten. Wir legten
daher zu Beginn 26-Trifluorverbindungen sowohl in der Epo-
490- (siche 42) als auch in der dEpoB-Familie (siche 43) als
Syntheseziele fest.”® Uberraschenderweise versagten die
Methoden, die bei den Synthesen der nichtfluorierten Ver-
bindungen gut funktioniert hatten, in Gegenwart der Triflu-
ormethylgruppe. So waren nach Einfiihrung der Trifluorme-
thylgruppe weder die Ringschlussmetathese (41—42) noch
die nucleophile Methylierung des Weinreb-Amids (44—45)
oder die B-Alkyl-Suzuki-Kupplung (44+26—46) erfolgreich
(Schema 8).%

Offenbar hatten wir die Auswirkungen einer Trifluorme-
thylgruppe auf unsere Synthesen betréichtlich unterschitzt.
Da eine Stille-Kreuzkupplung die Herstellung der Vorstufe
41 ermoglicht hatte, untersuchten wir die Moglichkeit, am
zukiinftigen C12-Vinyl-Kohlenstoffatom eine Allylgruppe
einzufithren und so einen Weg zu einem 26-Trifluorepothi-
londerivat zu finden. Wir hofften, dass bereits der Einbau
eines Methylen-Spacers den Einfluss der Trifluormethylgrup-

o o]
OTES MeO. OTES
MeMgX N
| . S Me |
FCo I F.c” I
45 44

B-Alkyl-Suzuki-
Kupplung

BuO,C

—%—

o}

46

OTroc

26

Schema 8. Fehlgeschlagene Ansitze fiir die Synthese von 26-Trifluor-dEpoB.
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pe so weit abschwéchen wiirde, dass eine RCM-Reaktion
durchgefiihrt werden konnte. Tatsdchlich ergab nach Einfiih-
rung des Ein-Kohlenstoff-Spacers die RCM-Reaktion mit 47
in einer guten Ausbeute das Produkt 48 (Schema 9). Nun

MesN_ _NM
es| es
S | Cl«,.Y
A = 0.0 ,Rluaph
N OTES O g,
39
R
o 0.002m
OTroc CH,Cl,

47: n=1,R = CF,
49:n=1, R =CH,
50:n=2, R=CH,
Schema 9. Erfolgreiche Ringschlussmetathese.

48: n=1, R = CF, (57%)
51: n=1, R = CH, (58%)
52: n=2, R = CH, (55%)

lagen natiirlich die Epothilonfunktionen nicht an einem 16-
gliedrigen, sondern an einem 17-gliedrigen Ring vor. Erwar-
tungsgemdfl konnte mit der gleichen Reaktionsfolge das
Analogon 51 synthetisiert werden, das ein Dehydrohomo-
desoxyepothilon-B-Geriist und eine Methylgruppe an C12
enthilt."”) Um unsere SAR-Basis zu verbreitern, fiihrten wir
auch eine Butenylfunktion am C12-Vinyl-Kohlenstoffatom
ein. Eine RCM dieser Verbindung fithrte zum Epothilon-
Macrolid 52. Erstaunlicherweise lagen alle Doppelbindungen,
die in den RCM-Reaktionen gebildet wurden, ausschliefSlich
in der E-Konfiguration vor.

In einer entscheidenden Reihe von Experimenten unter-
suchten wir die In-vitro-Aktivitdt dieser Epothilone mit
erweiterten Ringen. Verbindung 52 mit dem 18-gliedrigen
Ring erwies sich als vollig inaktiv, wogegen 51 mit dem 17-
gliedrigen Ring eine betrédchtliche In-vitro-Aktivitét zeigte.
Dieses Ergebnis verwirrte uns zunédchst, denn Nicolaou und
Mitarbeiter hatten berichtet, dass ein Monodihydro-Analo-
gon von 51 mit einer gesittigten C10-C11-Bindung keine
nutzbare Epothilon-Aktivitit erkennen lie.*!) Diese Beob-
achtung fiihrte uns zu dem Schluss, dass moglicherweise die in
unserer Verbindung vorhandene zweite Doppelbindung auch
bei den Epothilonen mit dem {iiblichen 16-gliedrigen Ring zu
einer erhohten biologischen Aktivitét fithren konnte.

Die Einschréankungen, die sich fiir unsere Synthesen aus
der Trifluormethylgruppe ergaben, lieBen uns nur eine Mog-
lichkeit iibrig, wenn wir die von uns gewéhlte Route nicht
vollig verlassen wollten: Wir wiirden die Tatsache nutzen,
dass die Trifluormethylgruppe die Stille-Allylierung nicht
behindert. AuBSerdem lieB3 sich bei Einfiihrung eines Methy-
len-Spacers die Olefinmetathese zum Ringschluss verwen-
den. Um wieder einen 16-gliedrigen Ring zu erhalten, miiss-
ten wir nun ein Kohlenstoffatom aus der Komponente
entfernen, die die Carbonsdurefunktion fiir die Veresterung
enthélt. Fine zentrale Reaktion bei der Synthese dieser
Komponente wiirde nun eine chelatkontrollierte Aldolreak-
tion von 53 und 54 sein (Schema 10). Der Aldehyd 54 wurde
problemlos aus der leicht erhéltlichen 2-Hydroxybuttersdure
hergestellt, einer zentralen Verbindung des chiralen Pools.
Ein giinstiger Nebeneffekt der Synthese des Dehydro-
dEpoB-Systems war also, dass wir nicht mehr auf ein chirales
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Auxiliar zuriickgreifen mussten, um den zuvor verwendeten
Aldehyd 25 herzustellen.”® Die Ringschlussmetathese von 60
in Gegenwart des kiirzlich entwickelten Katalysators 39
lieferte ausschlieBlich das E-Isomer 61 zusammen mit der
siebengliedrigen cyclischen Verbindung 62 im Verhéltnis 1:3
und in 82 % Gesamtausbeute.

Endlich hatten wir die 12,13-Desoxyverbindung mit dem
16-gliedrigen Ring und der erwiinschten Trifluormethylgrup-
pe synthetisiert — allerdings war das Hauptprodukt der RCM-
Reaktion die unerwiinschte Verbindung 62, die sich durch
Verdringung der Thiazolseitenkette bildete. Wir iiberlegten,
dass dieses Problem durch eine Verdnderung der Reihenfolge
der Synthesestufen gelost werden konnte, ndmlich indem die
RCM-Reaktion durchgefiihrt wurde, wenn noch die Keton-
vorstufe der Thiazolseitenkette vorhanden war. Wir testeten
dies an dem 12-Methylsubstrat 63 und erhielten erfreulicher-
weise das gewiinschte RCM-Addukt in 78 % Ausbeute. Die
Olefinierung des Ketons und die Einfithrung der Thiazolein-
heit gelangen in hoher Ausbeute und ergaben nach Entschiit-
zung die gewiinschte Verbindung 8.17

Wir gingen zunidchst davon aus, dass 8 bereits zuvor
synthetisiert worden war. Fiir die entsprechende Verbindung
war nur eine geringe Cytotoxizitit berichtet worden.*! Wir
waren iiberrascht, als wir feststellten, dass die spektroskopi-
schen Eigenschaften unserer Verbindung 8 nicht mit denen
der zuvor hergestellten Verbindung iibereinstimmten. Bei der
genauen Uberpriifung der Struktur der frither synthetisierten
Verbindung zeigte sich, dass es sich hier um ein Isomer
handelte, in dem die C12-C13-Doppelbindung in der E-
Konfiguration vorlag.*¥ Die wirkliche Verbindung 8 war also
vorher noch nie hergestellt und auf ihre Wirksamkeit als
Tumortherapeutikum getestet worden.

Nachdem wir mit dem Methylsubstrat 63 die modifizierte
Route iiber eine RCM und nachfolgende Olefinierung als
geeignete Strategie etabliert hatten, wandten wir uns wieder
unserem eigentlichen Ziel zu: der Synthese von 26-Trifluor-
9,10-dehydro-dEpoB (9). Gliicklicherweise konnten wir aus
dem Keton 64 iiber die gleiche Reaktionsroute in hoher
Ausbeute das Produkt 9 erhalten, das wir Fludelon nannten
(Schema 10).0170421

Wie bereits im Titel dieses Kurzaufsatzes angekiindigt,
wollten wir hier unseren Weg zu neuen Wirkstoffen beschrei-
ben. Wir hatten eine spezielle und hochselektive Abfolge von
Reaktionen fiir die Totalsynthese der Epothilone entwickelt.
Im Verlauf dieser Arbeiten mussten wir, um die 12-CF;-
Gruppe einfiihren zu koénnen, den Zugang zur 9,10-Dehydro-
Reihe erhalten, mit der wir eine neue Familie von Epothilon-
Wirkstoffen mit du3erst vielversprechender biologischer Ak-
tivitdt fanden. Im néchsten Abschnitt fassen wir die au3erge-
wohnlichen und vielversprechenden Ergebnisse der Untersu-
chungen dieser 9,10-Dehydroverbindungen zusammen.

4. Biologische Aktivitdt von Fludelon

Nachdem wir als Test unserer Synthesestrategie das 12-
Proteo-Analogon 8 hergestellt hatten, untersuchten wir seine
biologische Aktivitit, auch um einen Vergleich fiir Fludelon

(9) zu erhalten. Tatsdchlich scheint 8 ein vielversprechender
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L» 13: dEpoB

—— 43: 26-Trifluor-dEpoB

Schema 10. Synthese von 9,10-Dehydroepothilonen mit Ringschlussmetathese.

Wirkstoff-Kandidat der ,,zweiten Generation* zu sein: Es ist
deutlich wirksamer und in einer Vielzahl biologischer Syste-
me viel stabiler als dEpoB (13).I'" Bei In-vivo-Tests fiihrte die
Behandlung verschiedener Xenotransplantat-Tumoren mit 8
zu einer erheblichen Abnahme der TumorgréBe (Abbil-
dung 2). Zwar unterdriickte 8 das Tumorwachstum vollstidn-
dig, eine vollige Riickbildung konnte aber nicht erreicht
werden. Das Problem war, dass die groBBere Toxizitdt von 8
(die maximal tolerierte Dosis in der Xenotransplantat-Tu-
mor-Behandlung betriigt etwa 4 mgkg™') eine ausreichend
hohe Dosierung zur Beseitigung der letzten Tumorspuren
erschwerte. Der nutzbare therapeutische Index von 8, speziell
im klinischen Einsatz, muss noch weitergehend untersucht
werden.

Im Unterschied dazu weist das 26-Trifluorderivat Flu-
delon (9) bei In-vivo-Tests an Xenotransplantat-Tumoren
einen bemerkenswert breiten therapeutischen Index auf. Bei
vielen Tumoren werden beeindruckende Resultate erzielt;
tatsichlich hat sich Fludelon als das herausragende Mitglied
der Epothilon-Reihe erwiesen. Die folgenden Daten sind die
wichtigsten Ergebnisse unserer préklinischen Studien.

Alle chemotherapeutischen In-vivo-Experimente wurden
mit xenotransplantierten humanen Tumoren in immunge-
schwichten Nacktmiusen durchgefiihrt. Trotz aller Unzu-
langlichkeiten ist dies die meistverwendete Testmethode bei
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Abbildung 2. Therapeutische Wirksamkeit von 8 am Xenotransplantat-
Tumor HCT-116 in Nacktmausen (intravenése Infusion tiber 6 h (mit
Ausnahme der 5-mgkg~'-Dosierung: intravendse Injektion),
Q2Dx7 = verabreicht jeden zweiten Tag, insgesamt sieben Dosen,
n=3; die Pfeile markieren die Verabreichungen des Wirkstoffs):

@ Kontrollgruppe; 2 3 mgkg™'; © 4 mgkg™, (n1=4); A 5 mgkg™".
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der Evaluierung von Antitumor-Leitsubstanzen vor den
klinischen Tests. Bemerkenswerterweise fithrte die Behand-
lung von xenotransplantierten MX-1-Tumoren mit einer
Fludelon-Dosierung von 25 mgkg™' zu einem volligen Ver-
schwinden des Tumors sowie einem vollstdndigen Ausbleiben
von Rickfillen tiber einen Zeitraum von mehr als zwei
Monaten nach Absetzen der Behandlung (siche Abbil-
dung 3). Eines der wichtigsten Ergebnisse ist, dass diese
therapeutischen Erfolge mit einer sechsstiindigen intraveno-
sen Infusion (Abbildung 3), aber auch bei oraler Verabrei-
chung (Abbildung 4) erzielt werden kénnen. Dagegen hatte

a) 3500
3000
2500
f 2000
Tumor-
grie
{ mm? ]
10005~
500
0RO~ 4 Dis Tag
222528313437 40 43 46 49 52 55 5861 64 67 70 180
$ 4+ 440 4 44
Tage nach der Tumorimplantation —s
b)
MX-1 %
h i
Konirolle ™ N geopdert an Tag 31
Tag 25 Tag 31
Fy-deH-dEpoB
25 mg kg~'
Infusion (Bh, i)
Tag 25 Tag31  Tag a7 Tag 43 Taag 52
Varschwinden QaDx1 Q3Dx3 Q30«5 Q30x5
des Tumors 1/5 Tag 38 #5 Tag 50
2/5 Tag 40 5/5 Tag 51

kein Rickfall an Tag 180

Abbildung 3. Behandlung eines sehr groRen MX-1-Xenotransplantat-
Tumors: a) MX-1-Tumorgewebe (50 mg) wurde subkutan (s.c.) am

Tag 0 implantiert. Die Anderungen der TumorgréRe wurden in der mit
dem Transporter behandelten Kontrollgruppe (@) und in der mit Flu-
delon behandelten Gruppe (25 mgkg™, [3; =5 in jeder Gruppe) re-
gistriert. Die Behandlung mit Fludelon wurde am Tag 22 (D22) begon-
nen, nachdem der Tumor eine GréRe von 960+ 132 mg (etwa 3.4%
des Kérpergewichts) erreicht hatte. Fludelon (25 mgkg™, Infusion, 6 h,
i.v., Q3Dx5) wurde an den Tagen D22, D25, D28, D31 und D34 verab-
reicht (siehe Pfeilmarkierungen). Nach einer neuntigigen Ruhephase
wurden weitere Gaben an den Tagen D43, D46, D49 und D52 verab-
reicht. In der mit Fludelon behandelten Gruppe verschwanden 5/5 der
Tumore (an den Tagen D38, D40, D50, D50, D51). Die Beobachtung
wurde bis Tag D180 (Q3D) fortgesetzt, und noch 128 Tage nach dem
Ende der Behandlung an Tag D52 wurde kein Riickfall beobachtet.

b) Photographien der Nacktmiuse (jeweils eine Maus aus der Kontroll-
gruppe und der behandelten Gruppe) aufgenommen an den Tagen
D25, D31, D37, D43 und D52.
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eine Behandlung von xenotransplantierten MX-1-Tumoren
mit oral verabreichtem Taxol keinen merklichen Einfluss auf
den Tumor, was einen weiteren signifikanten Vorteil von
Fludelon unterstreicht (siche Abbildung 4). Die Behandlung
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Abbildung 4. Therapeutische Wirksamkeit von oral verabreichtem Flu-
delon oder Paclitaxel (Taxol) bei humanen xenotransplantierten MX-1-
Brusttumoren. Verwendet wurden weibliche Nacktmause. Fludelon

(30 mgkg™', 0, n=3) wurde oral verabreicht, zuerst Q2Dx7 beginnend
an Tag D16 nach der Tumorimplantation und dann Q2Dx9 von D32
bis D48 (siehe Pfeilmarkierungen). Bei allen drei Miusen verschwan-
den die Tumoren (an den Tagen D40, D45 und D48). Nachdem alle
Miuse am Tag D48 tumorfrei waren, wurde zur Konsolidierung ein
dritter Behandlungszyklus durchgefiihrt (Q2Dx5 von D58 bis D66). Bis
Tag D115 (49 Tage nach Ende der Behandlung) wurde kein Ruckfall be-
obachtet. Die Kontrollgruppe (®, n=2) erhielt nur den Transporter.
Parallel dazu wurde ein Vergleichsexperiment mit oraler Verabreichung
von Taxol (30 mgkg™', 2, n=3) durchgefiihrt, beginnend am Tag D16,
Q2Dx3; die Dosis wurde erhsht auf 40 mgkg™', Q2Dx3 (D22-D26)
und dann auf 60 mgkg™', Q2Dx3 (D28-D40).

von taxolresistenten Xenotransplantat-Tumoren mit einer
sechsstiindigen intravendsen Fludelon-Infusion kann zu ei-
nem volligen Riickgang des Tumors fithren (Abbildung 5),
und die Behandlung von humanen Darmtumoren (HCT-116,
Abbildung 6) mit einer Fludelon-Infusion (6 h, i.v.) kann eine
vollstdndige ,,Heilung“ ergeben. Die Experimente mit xeno-
transplantierten humanen Brusttumoren (MX-1) und huma-
nen Darmtumoren (HCT-116) in Nacktmé#usen dauerten 6.0
bzw. 6.6 Monate. In keinem der beiden Experimente kam es
zu einem Wiederauftreten des Tumors in einem Zeitraum von
4.3 bzw. 5.3 Monaten nach Absetzen der Behandlung. Im Fall
des HCT-116-Experiments wurden sowohl Taxol als auch
Fludelon mit einer Dosierung von 20 mgkg™' verabreicht,
und beide Wirkstoffe hatten ein Verschwinden des Tumors
zur Folge. Allerdings traten bei der mit Taxol behandelten
Gruppe 1.1 Monate nach Ende der Behandlung Riickfille
auf, wihrend die mit Fludelon behandelten Versuchstiere
mehr als 5.3 Monate lang tumorfrei blieben.

Diese Ergebnisse einer besonders umfangreichen Studie
mit Xenotransplantat-Tumoren entsprechen den lidngsten
Zeitraumen volliger Remission, die bisher fiir einen einzelnen
Antitumorwirkstoff bei parenteraler oder oraler Verabrei-
chung gefunden wurden. Verbindungen, die Tumorwachstum
unterdriicken, werden relativ héufig gefunden — seltener
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Abbildung 5. Therapeutische Wirksamkeit von Fludelon und Taxol ge-
gen taxolresistente xenotransplantierte humane Tumoren der lympho-
blastischen T-Zellenleukimie vom Typ CCRF-CEM/Taxol. CCRF-CEM/
Taxol-Tumorgewebe (44-fache Resistenz in vitro) wurde am Tag 0 s.c.
in Nacktmiuse implantiert (50 mg/Maus). Die Behandlung (Infusion,
6 h, i.v.) begann am Tag D8 mit Fludelon (15 mgkg™', 0, n=3 und
30 mgkg™', A, n=4) oder Taxol (20 mgkg™', 0, n=4), Q2Dx7 (D8-
D20); an Tag D22 wurde keine Dosis verabreicht, danach wurde die
Behandlung wieder aufgenommen (Q2Dx5 an den Tagen D24, D26,
D28, D30 und D32, siehe Pfeilmarkierungen). Die Kontrollgruppe (e,
n=4) erhielt nur den Transporter. Bei der Fludelondosis von

15 mgkg™' verschwand der Tumor bei einer von drei Miusen am Tag
D37, bei der Dosis von 30 mgkg™' verschwand der Tumor bei drei von
vier Mausen an den Tagen D22, D22 und D32.
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Abbildung 6. Therapeutische Wirksamkeit von Fludelon und Taxol ge-
gen humane xenotransplantierte HCT-116-Darmtumoren. HCT-116-Tu-
morgewebe wurde am Tag 0 s.c. in Nacktmiuse implantiert (50 mg/
Maus). Die Behandlung (Q2Dx4, Infusion, 6 h, i.v.) wurde mit Fludelon
(20 mgkg™", 0 und 30 mgkg™', 2) und Taxol (20 mgkg™', ©) in drei
Zyklen (D9, D11, D13, D15; D19, D21, D23, D25; D31, D34, D35,
D37) durchgefiihrt; Kontrollgruppe: @; n=4 in jeder Gruppe. Bei allen
Miusen verschwand der Tumor vollstindig (an den Tagen D33, D35,
D41, D45 bei Fludelon (20 mgkg™'), an den Tagen D21, D23, D33,

D41 bei Fludelon (30 mgkg™) und an den Tagen D33, D33, D41, D45
bei Taxol (20 mgkg™)). In den beiden mit Fludelon behandelten Grup-
pen trat bis Tag D200 kein Riickfall auf. In der mit Taxol behandelten
Gruppe (0) wurden allerdings an den Tagen D71, D75, D81 und D81
(also am 34., 38., 41. und 41. Tag nach Ende der Behandlung) Riickfil-
le beobachtet.
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findet man dagegen einen Wirkstoff, der einen Tumor
schrumpfen lisst, und besonders selten sind Verbindungen,
die einen Tumor so weit schrumpfen lassen, bis er nicht mehr
nachweisbar ist. Das aufregende Ergebnis bei Fludelon ist,
dass selbst innerhalb von 4.3 Monaten und ldnger (das
entspricht mehr als 20% der typischen Lebensdauer von
Miusen) kein Tumor mehr auftrat. Ein solches Resultat ist in
der Literatur nur selten zu finden.® Der Erfolg einer
vollstindigen Tumorriickbildung ohne Riickfille iiber einen
langen Zeitraum bei oraler Verabreichung konnte in der
Zukunft eine ambulante Behandlung von Patienten zuhause
ermoglichen. AuBlerdem konnte so die Verwendung von
Cremophor-Transportern, die selbst schwerwiegende allergi-
sche Reaktionen auslosen konnen, fiir den Wirkstoff-Trans-
port vermieden werden.

Das eigentliche Ziel der chemotherapeutischen For-
schung ist die Entwicklung einer wirksamen klinischen Be-
handlung von Krebspatienten, und die hier diskutierten
Resultate sind in diesem Zusammenhang zwar sehr ermuti-
gend, jedoch bleibt abzuwarten, ob sie sich auch auf mensch-
liche Patienten iibertragen lassen werden. Der tatsdchliche
Wert dieser neuartigen, fortgeschrittenen Epothilone als
wirksame Krebstherapeutika kann nur in klinischen Tests
ermittelt werden. Auf jeden Fall konnen wir schon jetzt
vorhersagen, dass die aufregenden préklinischen Ergebnisse,
die mit den 9,10-Dehydro-dEpoB-Epothilonen erhalten wur-
den, noch viele Untersuchungen in den Bereichen der
Synthese, der Verbindungsoptimierung sowie der Identifizie-
rung von Zielmolekiilen anregen werden.

5. Schlussbemerkungen

Die Fortschritte bei Isolierung, Reinigung und Charakte-
risierung konnten die Zahl der Naturstoffe, die in Zukunft
zum Screening zur Verfiigung steht, und damit auch die Zahl
der Leitstrukturen fiir die Wirkstoff-Entwicklung erheblich
ansteigen lassen. Das fortwdhrende Interesse an den Epothi-
lonen ist ein Beleg fiir den Wert zielgerichteter Totalsynthe-
sen bei der Suche nach neuen Substanzen von klinischem
Nutzen.

In der aktuellen Forschung wird dem Screening einer
moglichst groflen Zahl von Verbindungen der Vorzug gegen-
tiber der Untersuchung einer kleineren Zahl von Verbindun-
gen gegeben, deren Strukturen von natiirlichen Leitsubstan-
zen abgeleitet wurden. Wir geben gerne zu, dass erfolgreiche
Wirkstoff-Kandidaten in der Tat aus vollig zufilligen An-
sammlungen unterschiedlicher Strukturen hervorgehen kon-
nen, bestehen aber auch darauf, dass die den Naturstoffen
innewohnende Weisheit, die nun auch durch die chemische
Synthese bereichert wird, eine wertvolle Ressource ist, die
bisher kaum gewiirdigt wurde.*! Wir glauben, dass man bei
der Wirkstoff-Entwicklung im Wesentlichen zwei Wege ein-
schlagen kann: Die eine Moglichkeit ist, ein Problem mithilfe
einer iibergrolen Zahl von Verbindungen 16sen zu wollen —
dieser Ansatz hat sicherlich seine Vorziige. Vom personlichen
Geschmack her ziehen wir es aber vor, weniger Verbindungen
herzustellen, indem wir uns die reichlichen Hinweise, die die
Natur uns liefert, mithilfe menschlicher Kreativitit und
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Improvisation zunutze machen. Diese Lektion an sich kénnte
sich als ein weiterer wertvoller Gewinn unseres Weges zu
Fludelon erweisen.

Eingegangen am 20. August 2004
Ubersetzt von Dr. Christian Bahr, Schildow
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