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Als Odysseus nach zehnjdihriger Belagerung siegreich das zerstorte
Troja verlief3, ahnte er nicht, welchen Priifungen er sich noch zu stellen
haben wiirde. Das Zusammentreffen mit dem Zyklopen, jenem riesi-
gen Wesen mit nur einem Auge mitten auf der Stirn, gehorte ohne
Zweifel zu den seltsamsten und gleichzeitig gefihrlichsten seiner Er-
lebnisse — mithilfe eines Schafes gelang ihm schlieflich die Flucht.
Dass Homers Beschreibung des Zyklopen durch schrecklich fehlge-
bildete Neugeborene inspiriert wurde, ist nur Vermutung. Als aller-
dings Farmer in Idaho Mitte des letzten Jahrhunderts eine Hdiufung
von zyklopenartigen Limmern in ihren Herden verzeichneten, wurde

eine Kaskade aus chemischen, biochemischen und medizinischen

Entdeckungen in Gang gesetzt, die in ihrer Art einzigartig ist. Der
vorliegende Kurzaufsatz soll diese Geschichte nachzeichnen und ihre
Auswirkungen auf die heutige medizinisch-chemische Forschung be-

leuchten.

1. Chemie des Cyclopamins
1.1. Geschichte der Entdeckung des Cyclopamins

Veratrum californicum, gemeinhin als Kalifornischer
Germer bezeichnet, ist eine Lilienart aus der Familie der
Germergewdchse, die auf der gesamten nordlichen Halbkugel
heimisch ist, aber besonders ergiebig im gebirgigen Teil der
westlichen USA gedeiht. Mitte des 20. Jahrhunderts mehrte
sich dort in Schafherden (vor allem im Bundesstaat Idaho) die
Geburt von Lammern mit teils schwersten craniofacialen
Defekten. Bis zu 25% der neugeborenen Lidmmer von
Schafen, die in den Bergen von Zentral-Idaho grasten, trugen
diese Fehlbildungen davon. Die Schwere der Auspréigung
dieser als Holoprosencephalie bezeichneten Missbildung
reichte dabei von leicht verkiirzten Oberkiefern bis hin zur
Zyklopie, also dem Vorhandensein nur eines einzigen Auges
mitten auf der Stirn, einhergehend mit schwersten Fehlbil-
dungen des Gehirns. Diese betrafen unvollstdndig geteilte bis
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vollkommen ungeteilte zerebrale He-
misphidren sowie olfaktorische und
optische Nerven. Die betroffenen
Schafhirten baten schlieBlich das De-
partment of Agriculture um Hilfe,
nachdem die Erkrankung endemische
AusmalBle angenommen hatte und die
okonomischen Ausfélle nicht mehr
tragbar waren. Einer der zu Hilfe gekommenen Wissen-
schaftler, Lynn F. James, lebte Ende der 1950er Jahre fiir drei
Sommer zusammen mit den Schafen und erkannte, dass die
Schafe in Zeiten der Diirre hohere Weidestellen aufsuchten
und dort von der in gro3er Zahl wachsenden Lilienart Vera-
trum californicum fraflen. Richard F. Keeler vom Poisonous
Plant Research Laboratory konnte schlielich den Zusam-
menhang des Verzehrs von Veratrum californicum durch
triachtige Schafe mit dem Auftreten der Zyklopie herstellen.
Dabei wurde in gro angelegten Fiitterungsstudien von
triachtigen Schafen mit Zubereitungen von Veratrum califor-
nicum gezeigt, dass einzig die Aufnahme am 14. Tag der
Schwangerschaft zum Auftreten der besagten Fehlbildungen
und dariiber hinaus zu einer um bis zu 87 Tage verlangerten
Tragezeit fiihrte (die natiirliche Tragezeit betragt bei Schafen
147 bis 152 Tage).l!

1.2. Isolierung und Strukturaufkldrung des kausalen Agens

Ausgehend von diesen Untersuchungen wurde ein Ex-
traktionsverfahren entworfen (siehe Abschnitt 1.4.1), das es
ermoglichte, die in Veratrum californicum enthaltenen Alka-
loide zu isolieren und anschlieBend an trichtigen Schafen auf
ihre Féahigkeit hin zu untersuchen, Zyklopie bei den Embryos
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zu induzieren. Es zeigte sich, dass drei Verbindungen in ver-
schiedener Potenz diese Wirkung hatten, ndmlich das be-
kannte Jervin, das Alkaloid X (spiter als 3-Glucosylcyclop-
amin identifiziert und als Cycloposin benannt) und ein drittes,
dem Jervin dhnliches Steroidalkaloid, das in dieser Studie als
mit Abstand aktivste Verbindung beim Nachwuchs von 40
trachtigen Schafen in 12 Fillen Zyklopie induzierte (Sche-
ma 1).

C:)H Cycloposin

Schema 1. Strukturen von Veratramin, Jervin und Cycloposin.

Um die exakte Struktur der dritten Verbindung zu be-
stimmen, wurde mithilfe von IR- und UV-Spektroskopie zu-
nichst die relative Ahnlichkeit zu den bekannten Steroid-
alkaloiden Jervin und Veratramin nachgewiesen. Die Ergeb-
nisse der massenspektrometrischen Untersuchung, der Ele-
mentaranalyse und der '"H-NMR-Spektroskopie zeigten wei-
tere Ahnlichkeiten zu Jervin. Der endgiiltige Strukturbeweis
der Verbindung als 11-Desoxojervin gelang schlieBlich durch
den Abbau von Jervin mithilfe einer Wolff-Kishner-Reduk-
tion (Schema 2). Das so erhaltene Produkt war identisch mit

Na, Hydrazin,
o Ethylenglycol

180°C, 60 h,
23%

HO

Cyclopamin

Schema 2. Wolff-Kishner-Reduktion von Jervin.

der fraglichen Verbindung. In Anlehnung an die Erzédhlungen
Homers tiber die Irrfahrten des Odysseus und dessen Zu-
sammentreffen mit dem Zyklopen Polyphem, benannte
Keeler das 11-Desoxojervin als Cyclopamin.”?!

Cyclopamin hat ein hexacyclisches Molekiilgeriist aus vier
anellierten Carbocyclen: drei sechsgliedrigen Ringen (A-, B-
und D-Ring) und einem fiinfgliedrigen Ring (C-Ring); ein
hochsubstituiertes Furan bildet den E-Ring, der mit dem D-
Ring spiro-verkniipft ist und zusétzlich an den F-Ring, einen
Piperidinring mit sekundidrem basischem Stickstoffatom,
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anelliert ist (Schema 3). Bei Cyclopamin handelt es sich also
um ein seltenes Isosteroid (,,6-6-5-6-Struktur®). Die Mole-
kilstruktur weist eine inhdarente Instabilitdt auf, die durch das

Cyclopamin

Schema 3. Struktur von Cyclopamin mit Ring- und Kohlenstoffnumme-
rierung.

Zusammenspiel der 12-13-Doppelbindung und des dadurch
allylischen Furan-Sauerstoffatoms zustande kommt. Bei
Umsetzung mit Lewis-Sduren oder bei pH <2 wird die Spi-
roverkniipfung zu diesem Sauerstoffatom gebrochen und der
D-Ring aromatisiert; dabei bildet sich das toxische Veratra-
min, das keinen der teratogenen Effekte des Cyclopamins
aufweist."! Nur ein Bruchteil des enthaltenen Cyclopamins
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von Veratrum californicum bleibt nach Aufnahme und Pas-
sage durch den Magen strukturell intakt; diese Mengen ge-
niigen allerdings, um die beschriebenen Fehlbildungen aus-
zulosen.

Wihrend durch verdnderte Weidestrategien das Auftre-
ten der Zyklopie in den Herden schnell gebannt werden
konnte, blieb der molekularbiologische Hintergrund und
Wirkungsmechanismus dieses sonderbaren Molekiils weitere
25 Jahre lang unbekannt.

1.3. Biosynthese des Cyclopamins

Pflanzen aus der Gattung Veratrum enthalten fiinf Typen
von Steroidalkaloiden: die Solanidin-Alkaloide (Vertreter
sind z.B. Solanidin, Rubijervin und Epirubijervin) und die
Verazin-Alkaloide (mit Verazin und Etiolin als typischen
Vertretern), die beide ein Steroidgeriist des klassischen Typs
(,6-6-6-5%) aufweisen, sowie die Veratramin-Alkaloide (mit
Veratramin als Hauptvertreter), die Jervin-Alkaloide (mit
Jervin und Cyclopamin als Vertreter) und schlieSlich die
Cevanin-Alkaloide, die alle ein C-nor-D-homo-Steroidgeriist
haben. Durch die Arbeiten von Tschesche und Kaneko® an
Veratrum grandiflorum konnte der biosynthetische Ursprung
des Cyclopamins und der anderen Veratrum-Alkaloide in den
spaten 1960er und 1970er Jahren gekldrt werden, indem
Cholesterol durch Studien an *C-markiertem Cholesterol
und Acetat als Ausgangspunkt dieser Alkaloide identifiziert
wurde. Dieses wird in der Pflanze in mehreren (teils nur an-
genommenen) Transformationen zunéchst in die biosynthe-
tische Stammverbindung dieser Klasse von Naturstoffen
umgewandelt: das Solanidin. Hierbei bildet sich in einer
Reihe oxidativer und reduktiver Prozesse zunichst ein Pipe-
ridin, das unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP)
den E-Ring des Solanidins schlieSt. Nachfolgend wird durch
die Wirkung einer stereounspezifischen Oxidase an der C-12-
Position hydroxyliert, wobei die 12a-Hydroxyverbindung
(Rubijervin) im Rhizom angereichert wird. Die 128-Hydro-
xyverbindung (Epirubijervin) wird hingegen in den Blittern
durch Konversion der Hydroxygruppe in eine Phosphat-
Einheit als Abgangsgruppe in einer Wagner-Meerwein-Re-
aktion in das Grundgeriist der C-nor-D-homo-Steroidalka-
loide umgelagert. Auch die Notwendigkeit von Licht fiir diese
Umlagerung wurde diskutiert. Dieses Grundgeriist wird nun
durch reduktive Offnung des Pyrolidinrings (E-Ring) zum
Husokinidin und schlieflich durch oxidative Cyclisierung
unter Bildung des Furans in Cyclopamin umgewandelt
(Schema 4). Sowohl Jervin als auch Veratramin werden bio-
synthetisch aus Cyclopamin erzeugt, was durch Studien mit
4C-markiertem Cyclopamin belegt werden konnte.!

1.4. Verfiigharmachung von Cyclopamin

wHowever, we believe that with this study, the evidence is in
place to justify an effort to develop a supply [of cyclopamine]
so that it can be tested in humans.“ Auf diese Weise duBerte
sich Philip A. Beachy in einem Interview am Howard Hughes
Medical Institute im Jahre 2002P" zur Notwendigkeit der
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HO'
Hosukinidin

Cyclopamin

Schema 4. Biosynthese von Cyclopamin aus Cholesterol in Veratrum
grandiflorum.

Verfiigbarmachung groflerer Mengen von Cyclopamin zu
akzeptablen Preisen.

Prinzipiell bestehen zwei Moglichkeiten zur Realisierung
dieses Vorhabens: die Entwicklung eines verldsslichen Ver-
fahrens zur Extraktion von Cyclopamin aus Veratrum cali-
fornicum oder die Entwicklung eines préparativen Zugangs
zu Cyclopamin. Zu beiden Ansidtzen wurden seit Mitte der
1960er Jahre Studien durchgefiihrt, allerdings gelang es erst in
jlingster Zeit, sowohl mit einem modernen Extraktionsver-
fahren als auch mit einer chemischen Synthese den Ansprii-
chen an Effizienz, Wirtschaftlichkeit und Durchfiihrbarkeit
gerecht zu werden.

1.4.1. Extraktion aus Veratrum californicum

Keelers frithe Extraktionsversuche gingen von getrock-
neten und gemahlenen Wurzeln und Wurzelstocken von Ve-
ratrum californicum aus. Dieses Material wurde mit Ammo-
niakwasser eingeweicht und anschlieBend mehrfach mit
Benzol extrahiert. Die nach weitestgehender Entfernung des
Losungsmittelgemisches erhaltene Kristallfraktion wurde
mithilfe mehrfacher Chromatographie und anschlieBender
Umkristallisationen in die reinen Alkaloide Cyclopamin und
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Veratramin aufgetrennt. Dieses Verfahren ergab eine Aus-
beute von 320 mg Cyclopamin pro kg getrockneten Pflan-
zenmaterials.”)

Kiirzlich konnten Cooper et al. eine deutliche Ertrags-
steigerung bei diesem Verfahren erreichen, indem sie ge-
trocknetes Pflanzenmaterial mit Ammoniakwasser ein-
weichten und die Alkaloide anschlieBend durch Soxhlet-Ex-
traktion (Benzol als Extraktionsmittel) extrahierten. Nach
Entfernen des Losungsmittels konnte durch zweimalige
chromatographische Reinigung, Fillung in Aceton und
zweimaliges Umkristallisieren aus Ethanol/Wasser reines
Cyclopamin in einer Ausbeute von 1.3 g pro kg getrockneten
Pflanzenmaterials gewonnen werden. Da ein durchschnittli-
cher Gehalt an Cyclopamin in getrockneten Wurzeln von
Veratrum californicum von 2.34 g pro kg vorliegt, ist dieses
Verfahren mit einer Ausbeute von 55% vergleichsweise ef-
fizient.! Problematisch ist allerdings — besonders fiir eine
Isolierung von Cylopamin in groleren Mengen — die Ver-
wendung von Benzol im Dekaliter-MaBstab.

1.4.2. Préparative Zuginge

In den 1960er Jahren entwickelten die Gruppen um
Masamune und Johnson einen totalsynthetischen Zugang zu
Jervin, die Gruppe um Kutney folgte in den 1970er Jahren mit
einer verbesserten Synthese eines Intermediates der ur-
spriinglichen Route zu Jervin.>® Da Jervin mithilfe einer
Wolff-Kishner-Reduktion einstufig in méfBiger Ausbeute in
Cyclopamin umgewandelt werden kann, entsprechen diese
Synthesen in formaler Weise einem Zugang zu Cyclopamin.
Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich eine Syntheseroute zu
Cyclopamin ausgehend von kommerziell erhiltlichem De-
hydroepiandrosteron vollenden.”

Masamune und Johnson entwickelten ausgehend vom
Hagemann-Ester als Vorstufe des C-nor-D-homo-Steroids
sowie (3S5)-Methylpiperidin als Vorstufe des Alkaloidteils
einen konvergenten Zugang zu Jervin. Aus dem Hagemann-
Ester wurde tiber eine Wilds-Stoutamire-Anellierung und
zwei Robinson-Anellierungen sowie mehrfache Angleichung

totalsynthetisch aus dem
Hagemann-Ester
oder durch Abbau von
Hecogenin

Ac
aus (3S)Methyl- N
piperidin =
s
2

Schema 5. Synthese von Jervin nach Masamune, Johnson et al.
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des Oxidationsniveaus die C-nor-D-homo-Steroidsubstruktur
zunéchst in racemischer Form erhalten. An dieser Stelle er-
folgte eine Racematspaltung, und das so erhaltene optisch
reine Material entsprach jenem, das bereits durch Abbau und
Umlagerung von Hecogenin in groBerer Menge erhalten
worden war. Als entscheidender Schritt schloss sich nun die
Kupplung mit einer Alkaloidvorstufe an. Zu diesem Zweck
wurde das Enamin 2 mit dem Bromid 1 gekuppelt. Diese
Reaktion verlief nicht diastereoselektiv und ergab das ge-
wiinschte Diastereomer in einer Ausbeute von lediglich 5%.
Das so synthetisierte Veratraminderivat 3 wurde durch wei-
tere Manipulationen der Oxidationsstufe in das Epoxid 4
umgewandelt, das nachfolgend durch Angriff des sekundéren
Alkoholats an der C-23-Position nucleophil gedffnet wurde.
Es schlossen sich weitere oxidative und reduktive Prozesse
hin zum Jervin an (Schema 5).

Diese erste Synthese des Cyclopamins zeigt klar die
Probleme auf, die mit einem solchen Unterfangen verbunden
sind: Eine konvergente Strategie muss eine effiziente und
diastereoselektive Kupplungsmethode nutzen. Dies gelang
den Autoren nicht. Eine Gesamtausbeute der Syntheseroute
kann in diesem Zusammenhang nur abgeschétzt werden, da
nicht fiir alle Stufen entsprechende Daten vorliegen; sie muss
als ca. 0.001 % ausgehend von 1 angenommen werden. Mit
diesem Ergebnis wird die Strategie modernen Anspriichen an
Effizienz, Eleganz und Okonomie nicht gerecht, ist aber im
Hinblick auf die Moglichkeiten der damaligen Zeit durchaus
eine gute Leistung.

Die aus den 1970er Jahren stammende Formalsynthese
von Kutney et al. macht ein fortgeschrittenes Intermediat der
Masamune/Johnson-Route verfiigbar. Ebenfalls in konver-
genter Weise liefert die Kupplung eines lithiierten Picolins
mit einem C-nor-D-homo-Steroid-Enon das Kupplungspro-
dukt in deutlich besserer Ausbeute (62 %) als die urspriing-
liche Strategie, allerdings ebenfalls als Gemisch der C-20-
Epimere. Da es nachfolgend gelingt, das Pyridinsystem zum
Piperidin mit korrekter Konfiguration zu hydrieren (Aus-
beute 18 % nach Abtrennung der Isomere), ist eine Steige-
rung der Ausbeute gegeniiber jener der Ursprungsroute er-

. .
—, Jervin
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zielt worden.”! Da die Synthese aber nur das Problem der
Fragmentkupplung auf neue Weise 16st und ansonsten der
bekannten Herstellung nach Masamune/Johnson &hnelt, ist
insgesamt allerdings weder ein kiirzerer noch ein deutlich
effizienterer Zugang geschaffen worden.

Mit einer biomimetischen und vollstindig diastereose-
lektiven Syntheseroute gelang es unserer Gruppe kiirzlich,
einen direkten priparativen Zugang zu Cyclopamin zu er-
offnen, der nicht iiber Jervin verlduft.” Diese Route liefert
zunéchst aus kommerziell verfiigbarem Dehydroepiandro-
steron in drei Stufen mithilfe Kupfer-katalysierter C-H-Ak-
tivierung und Oxidation mit molekularem Sauerstoff ein 123-
Hydroxysteroid, das in vier weiteren Stufen in das Lacton §
umgewandelt wird. In einer Wagner-Meerwein-Umlagerung
wird daraufthin das C-nor-D-homo-Steroidsystem erzeugt und
nachfolgend das Lacton a-azidiert. In sieben Stufen erfolgt
nun der Aufbau des Piperidinrings zum Cyclopaminderivat 7
mit exocyclischer Doppelbindung. Die entscheidende Trans-
formation hierfiir ist eine vollstindig diastereoselektiv ver-
laufende Tandemsequenz aus Horner-Wadsworth-Emmons-
(HWE)- und intramolekularer Michael-Reaktion. Die ab-
schlieBende Isomerisierung der Doppelbindung in die 12-13-
Position gelingt in einer Alder-En-Reaktion mit N-Sulfinyl-
benzolsulfonamid und anschlieBender Entschwefelung. Eine
Entschiitzung liefert schlieBlich Cyclopamin in insgesamt 20
Stufen und einer Gesamtausbeute von 1% (Schema 6).

C-H-Aktivierung/
O Hydroxylierung,

) o
OH""-{\o(

Aufbau des
Lactons 0’
G
HO' BnO'
Dehydroepiandrosteron 5
"{3 Aufbau des BsN
" Piperidins “ A
Gerlistumlagerung, 1 (Tandem-HWE/ K
Azidierung ‘=0 Michael-Reaktion) H, =0
_—

Isomerisierung der
Doppelbindung

(Alder-En-Reaktion) ] Entschiitzung

Cyclopamin

Schema 6. Biomimetische Synthese von Cyclopamin nach Giannis
et al. Bn=Benzyl, Bs =Benzolsulfonyl.

Diese Strategie fuft auf dem bereits aus der Biosynthese
vermuteten Konzept der Erzeugung des C-nor-D-homo-Ste-
roidgeriists durch C-H-Aktivierung/Oxidation in 123-Positi-
on und der Ringkontraktion/-expansion durch Uberfiihrung
der erhaltenen Alkoholfunktion in eine Abgangsgruppe und
ist damit biomimetisch. Des Weiteren umgeht sie das Problem
der fehlenden Selektivitdt der Fragmentkniipfung bei einem
konvergenten Ansatz. Simtliche Reaktionen verlaufen unter
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Substratkontrolle, was den Einsatz von chiralen Auxiliaren
und Katalysatoren unnotig macht. Diese Syntheseroute er-
offnet dariiber hinaus den schnellen Zugang zu anders kon-
figurierten Cyclopaminderivaten, was grundlegende Aktivi-
tatsstudien moglich machen wird. Hier ist insbesondere auf
das Potenzial von Cyclopaminderivaten mit exocyclischer
Doppelbindung zu verweisen, die eine hohere metabolische
Stabilitdt als Cyclopamin aufweisen konnten und daher nicht
wie dieses durch Aromatisierung des D-Rings in das toxische
Veratramin umgewandelt werden sollten.

Kiirzlich wurde von unserer Gruppe auch ein totalsyn-
thetischer Zugang zu allen Diastereomeren der Piperidin-
Alkaloid-Substruktur von Cyclopamin und allen anderen
Veratrum-Alkaloiden erarbeitet.’! Diese Syntheseroute er-
moglicht z.B. in einer neunstufigen Sequenz die Herstellung
des korrekt substituierten Piperidinlactons 9, das zuséatzliche
funktionelle Gruppen fiir eine Fragmentkniipfung trégt, in
enantiomerenreiner Form (Schema 7). Da die Syntheseroute

COOH 9 Stufen, A
42% Gesamtausbeute m
| (o)
(-)-(S)-Citronellsaure 9

Schema 7. Synthese der Piperidin-Alkaloid-Substruktur von Cyclop-
amin. Cbz = Benzyloxycarbonyl.

ausgehend von Citronellsdure in einer Gesamtausbeute von
42 % verlduft, scheint diese Strategie als Ausgangspunkt fiir
eine neuartige, konvergente Cyclopaminsynthese geeignet zu
sein.

1.5. Derivate von Cyclopamin

Infolge der Tatsache, dass Cyclopamin in den letzten
Jahren dank verbesserter Verfahren zur Extraktion aus
Pflanzenmaterial (siche Abschnitt 1.4.1) wesentlich leichter
verfiigbar geworden ist — was eine Preissenkung um den
Faktor 50 und einen problemlosen Erwerb von Mengen im
Gramm-Ma@stab mit sich gebracht hat —, hat die Zahl semi-
synthetischer Cyclopaminderivate deutlich zugenommen. Bei
den bisher synthetisierten Cyclopamin-dhnlichen Strukturen
handelt es sich um semisynthetische Derivate, also um aus
natiirlich gewonnenem Cyclopamin durch chemische Modi-
fikation erhaltene Verbindungen. Da bisher keine ausrei-
chend effizienten (Total-)Syntheserouten zu Cyclopamin
entwickelt wurden, gibt es noch keine vollsynthetischen
Cyclopamin-Analoga.

KAAD-Cyclopamin (Schema 8), das erste Derivat, das
sich insbesondere durch bessere Loslichkeit und um den
Faktor 10-20 gesteigerte biologische Potenz auszeichnet,
wurde in einer fiinfstufigen Synthese ausgehend von natiirli-
chem Cyclopamin erhalten.”) Inwieweit die nichtkonjugierte
Doppelbindung in 5-6-Position unter physiologischen Bedin-
gungen in eine Enongruppierung umgewandelt wird, ist bis-
her ungeklart.
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KAAD-Cyclopamin

Schema 8. Struktur von KAAD-Cyclopamin.

Bei Infinity Pharmaceuticals wurde eine mehrstufige
Route zu D-homo-Cyclopaminderivaten, Verbindungen mit
einem siebengliedrigen D-Ring, entworfen (Schema 9). Diese

, HN . HN
S/Q;mmons—Smith— % :/>—}4

Reaktion

Cyclopamin 10

Ringerweiterung
(BF;)

D-homo-Cyclopamin

Schema 9. D-Ringerweiterung von Cyclopaminderivaten.

Derivate sind nicht mehr so labil wie Cyclopamin, da keine
Aromatisierung stattfinden kann und damit die Triebkraft fiir
den Bruch des Allylethersystems fehlt. Eine Vielzahl derar-
tiger Derivate wurde mittlerweile synthetisiert und patentiert
sowie auf ihr biologisches Profil untersucht; einige Vertreter
sind in Schema 10 gezeigt.'”) Unter Anwendung des Konzepts
der Klick-Chemie gelang weiterhin die Synthese einer Reihe
von Kohlenhydrat-Cyclopamin-Konjugaten.!'!}

Winkler et al. stellten in vier Stufen ein stark vereinfach-
tes Cyclopamin-Analogon ausgehend von Ostron her. Dabei

US 7,230,004
IP1-269609

W02008083248
IPI-926

W02008109184

WO02008109829

Schema 10. Struktur einiger D-homo-Ringderivate von Cyclopamin.
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wurde auf die C-nor-D-homo-Steroidstruktur verzichtet, an
die Stelle des Piperidins trat ein Pyridin und an die Stelle des
Homoallyalkohols ein Phenol. Dieses Derivat zeigte biolo-
gische Wirksamkeit, obwohl die Verdnderungen sowohl
struktureller Natur waren als auch Einfluss auf Polaritit und
Aciditit hatten.[*?

Ausgehend von unserer Cyclopaminsynthesel” konnte
durch Verzicht auf die finale Isomerisierung der Doppelbin-
dung mithilfe der Alder-En-Reaktion ein Cyclopaminderivat
mit exocyclischer Doppelbindung hergestellt werden. Dar-
tiber hinaus ermdoglicht unsere Synthesestrategie die flexible
Einfiihrung der Methylgruppen in Position 21 und 27 mit
unterschiedlichen Konfigurationen sowie die Variation der
Konfiguration des Stickstoff-substituierten Stereozentrums
an C-22, die Herstellung vereinfachter Derivate ohne die
genannten Methylgruppen, die Erzeugung unterschiedlicher
F-RinggroBen und die Einfithrung verschiedener Heteroato-
me in den E-Ring; damit kann eine Vielzahl von Cyclop-
aminanaloga erschlossen und auf ihre biologische Potenz zur
Ableitung grundlegender Struktur-Aktivitdts-Beziehungen
untersucht werden (Schema 11).

Konfiguration und
Vorhandensein der
Methylgrupppe 21

Konfiguration und
Vorhandensein der
Methylgrupppe 27

RinggroRe
des F-Rings

Lage der
Doppelbindung

Konfiguration an C-22

Einbau anderer
Heteroatome

Schema 11. Variationsmoglichkeiten der Cyclopaminsynthese nach
Giannis et al.

2. Biologische Eigenschaften von Cyclopamin

In den spéten 1970er Jahren fithrten Niisslein-Volhard
und Wieschaus groBangelegte Studien am Europiischen
Molekularbiologischen Laboratorium in Heidelberg tiber
Mutationen der Fruchtfliege Drosophila melanogaster durch
und identifizierten mehr als 50 Gene, die direkte Bedeutung
fir die Embryonalentwicklung haben. Eines dieser Gene
fiihrt, wenn es fehlerhaft ist, zu Fruchtfliegenlarven mit sta-
cheligem Aussehen. Die Ahnlichkeit dieser Larven mit Igeln
gab diesem Gen den Namen hedgehog (Hh). Fiir ihre bahn-
brechenden Beitrdage auf dem Feld der Genetik der frithen
Embryonalentwicklung wurde Christiane Niisslein-Volhard
und Eric F. Wieschaus zusammen mit Edward B. Lewis 1995
der Nobelpreis fiir Medizin verliehen.!"!

Das hedgehog-Gen kodiert fiir drei einzigartige Proteine,
Shh (Sonic hedgehog), Ihh (Indian hedgehog) und Dhh
(Desert hedgehog), die als Liganden des membran-
gebundenen Rezeptors Patched (eines zwolf transmembra-
nire Helices umfassenden Proteins) den hedgehog-Signal-
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transduktionsweg steuern und schlielich zur Transkription
verschiedener hedgehog-response-Gene fithren. Der Hh-Si-
gnaltransduktionsweg umfasst eine Abfolge repressiver In-
teraktionen. In Abwesenheit von Hh-Liganden ist das mem-
brangebundene Protein Patchedl (Ptchl) an der Basis der
priméren Zilien der Zellmembran (in der Néhe des Zentro-
soms) lokalisiert. Zilien sind herausragende Gebilde der
Zellmembran und kommen auf nahezu jeder eukaryotischen
Zelle jeweils in einer Kopie vor. Sie sind an der Wahrneh-
mung mechanischer und chemischer Reize beteiligt und ha-
ben entscheidende Bedeutung als Kommunikationsschalt-
stellen der Zelldifferenzierung und -polaritét. Ptchl verhin-
dert an der Zilienbasis in einem noch ungeklidrten Mecha-
nismus die Translokation des transmembranédren Rezeptors
Smoothened (Smo; bestehend aus sieben transmembranéren
Helices) aus intrazelluliren Kompartimenten in die Zilien.
Damit bleibt SuFu (der Suppressor des Proteins Fused), ein
Negativ-Regulator des Hh-Weges, aktiv, was schlielich zur
proteosomalen Spaltung der Gli2- und Gli3-Transkriptions-
faktoren und ihrer Uberfiihrung in die Repressor-Form fiihrt.
Diese Gli2/3R-Faktoren verhindern die Transkription der
hedgehog-response-Gene. Viele dieser Schritte sind bis heute
wenig verstanden, neue Studien lassen allerdings darauf
schlieBen, dass die Translokation von Smo aus den Endoso-
men hin zur Zilienmembran unterbunden wird, indem die
Lipidzusammensetzung dieser Kompartimente durch Ptchl
verdndert wird.["*]

Ist ein Hh-Ligand zugegen, bindet dieser an Ptchl und
sorgt fiir dessen Translokation heraus aus den priméren Zilien
und fiir seinen Abbau in den Lysosomen. Damit wird der
Eintritt von Smo in die Zilien ermoglicht, wo es als Aktivator
des Hh-Weges den Abbau von Gli2 und Gli3 verhindert.
Aktives Gli2 (und in schwicherer Auspragung Gli3) bindet
darauthin an Gli-Promotoren im Zellkern und ermoglicht die
Transkription der hedgehog-response-Gene.'

Das hedgehog-Gen ist von der Fruchtfliege bis zum
Menschen konserviert und wird heute als Schliisselregulator
der Embryonalentwicklung angesehen. Bei Insekten kon-
trolliert der Hh-Signalweg den korrekten Ablauf der Seg-
mentierung und Fligelbildung, bei den hoheren Tieren wie-
sen Tabin et al. 1993 die Existenz des Shh-Gens nach.!>* Dort
induziert der Hh-Weg die bilaterale Symmetrie und ist fiir die
korrekte Ausbildung der GliedmaBlen, des Skeletts, der
Muskulatur, der Haut, der Augen, der Lunge, der Zihne, des
Nervensystems und des Gastrointestinaltrakts sowie fiir die
Differenzierung von Sperma- und Knorpelzellen verant-
wortlich.

Wihrend ihrer Beschiftigung mit dem Hh-Signaltrans-
duktionsweg suchten Beachy et al. eine einfache Moglichkeit
der Kontrolle dieses Weges, die nicht auf dem Knockout
einzelner Gene der studierten Lebensform beruhte. Die
Verwendung kleiner Molekiile als biochemische Sonden bot
sich als eine einfache und schnelle Alternative an. Allerdings
waren zu diesem Zeitpunkt keine entsprechenden Molekiile
bekannt, die steuernd auf den Hh-Signaltransduktionsweg
einwirken.

Beachy et al. gelang nun die Verkniipfung zweier schein-
bar grundverschiedener wissenschaftlicher Bereiche zur Lo-
sung dieses Problems: Die Vorgénge in Idaho in den 1950er
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Jahren waren bisher eine FuBnote der Wissenschaftsge-
schichte geblieben. Es war aber bekannt, dass auch in
schweren Fillen des Smith-Lemli-Opitz-Syndroms (einer
Storung der Cholesterol-Biosynthese durch eine stark einge-
schrinkte Aktivitit der 7-Dehydrocholesterol-Reduktase)
Holoprosencephalie beobachtet wird. Beachy et al. vermu-
teten zunéchst, dass Cyclopamin ein Inhibitor der Choleste-
rol-Biosynthese sei (ein Gedanke, der durch die Struktur-
dhnlichkeit dieser Molekiile gestiitzt wurde). Diese erste
Annahme stellte sich jedoch nachfolgend als falsch heraus.
Tatsédchlich gelangten Beachy et al. bei nachfolgenden Stu-
dien im Jahr 1998 zur Erkenntnis, dass Cyclopamin mit dem
Protein Smo des Hh-Signaltransduktionsweges wechselwirkt
und selbst in Gegenwart von Hh-Liganden die Aktivitédt des
Hh-Weges unterdriickt. Hierzu bindet Cyclopamin an Smo
und unterdriickt dessen Aktivitdt durch eine Konforma-
tionsdnderung. Allerdings ist der Hh-Weg wegen der Not-
wendigkeit der C-terminalen Cholesteroylierung der Hh-Li-
ganden in deren Reifungsprozess generell auch von Choles-
terol und seinen metabolischen Produkten abhéngig; zusitz-
lich findet N-terminal eine Palmitoylierung statt (Abbil-
dung 1).1%

A) in Abwesenheit des Hh-Liganden

B) in Gegenwart des Hh-Liganden

primére Zilie

Smo ﬁ : / proteosomale @
Gli—~=  Spaltung Gli—=>
(e lysosomaler
L@(Zellkem 2134 GI\,lPPtcm. baii

T HH
Hh-target-Gene

Hh-target-Gene AN

Abbildung 1. Der Hedgehog-Signaltransduktionsweg. A) In Abwesen-
heit des Hh-Liganden verhindert Ptch1 die Translokation von Smo zu
den primiren Zilien; damit bleibt Sufu aktiv, was zur proteosomalen
Spaltung der Gli2/3-Transkriptionsfaktoren und der Verhinderung der
Transkription der Hh-target-Gene fiihrt. B) Die Gegenwart des Hh-Li-
ganden inhibiert Ptch1, was die Aufnahme von Smo in die Zilien er-
mdglicht; dort wird Sufu inhibiert, und die aktive Form der Gli2/3-Fak-
toren kann im Zellkern die Transkription der Hh-target-Gene initiieren;
Cyclopamin inhibiert die Aktivitdt von Smo und sorgt fiir einen desak-
tivierten Hh-Weg. Weitere Details siehe Text; Schema modifiziert nach
Lit. [14b].

Wird Cyclopamin von trichtigen Schafen aufgenommen,
wird die Embryonalentwicklung, die zu bestimmten Zeiten
(z.B. dem 14. Tag der Schwangerschaft) die Aktivitit des Hh-
Signaltransduktionsweges benotigt, entscheidend gestort; die
Auswirkungen sind jene Fehlbildungen, wie sie in Idaho
auftraten.
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3. Medizinische Bedeutung von Cyclopamin und
dem Hedgehog-Signaltransduktionsweg

Der Hh-Signaltransduktionsweg hat entscheidenden An-
teil an einer Vielzahl von Entwicklungsprozessen sowie der
Stammezellenregulation, -proliferation und -differenzierung.
Da die fehlerhafte Aktivierung des Hh-Weges zu malignen
Veranderungen wie Basalzellkarzinom, Medulloblastom,
Rhabdomyosarkom, Prostata-, Pankreas- und Brustkrebs
fiihrt, bietet die Inhibierung des Hh-Weges eine neue Mog-
lichkeit der Therapie dieser Krankheiten. Inhibitoren des Hh-
Weges (HPI) erwiesen sich als effektiv sowohl bei In-vitro-
Studien an Krebszell-Linien als auch im Tiermodell. Dartiber
hinaus konnte die Wirksamkeit dieser Inhibitoren auch in
klinischen Studien nachgewiesen werden. In diesem Ab-
schnitt sollen einige Aspekte und Prinzipien der Beteiligung
des Hh-Weges an der Entstehung von Krebs sowie bedeu-
tende Entwicklungen auf diesem Gebiet vorgestellt werden.
Eine ausfiihrliche Darstellung geht allerdings iiber die Ziel-
setzung dieses Kurzaufsatzes hinaus, der interessierte Leser
sei auf einige exzellente Ubersichtsartikel verwiesen."®! Zum
Abschluss sollen einige Resultate (prd)klinischer Studien zur
Verwendung von Smo-Inhibitoren in der Krebstherapie vor-
gestellt werden.

3.1. Modelle der Krebsentstehung unter Hedgehog-Beteiligung

Die neuere Literatur!"”! diskutiert drei Modelle der Hh-

Beteiligung an der Krebsentstehung (Abbildung 2):

A) Maligne Veranderungen des Typs 1 (Ligand-unabhingig,
ausgelost durch Mutationen der beteiligten Proteine)
wurden als Erstes entdeckt. Patienten mit dem Gorlin-
Syndrom, das dieser Kategorie angehort, zeigen eine

A) Typ 1: Ligand-unabhangig

B) Typ 2: autokrin Ligand-abhangig

Typ 3b: "invers-parakrin”
Ligand-abhangig

Typ 3: parakrin Ligand-abhangig

@

Ptch1

Abbildung 2. Modelle fiir die Krebsentstehung unter Beteiligung des
Hh-Weges; auf die Darstellung der Zilien wurde aus Griinden der
Ubersichtlichkeit verzichtet. Weitere Details siehe Text; Schema modifi-
ziert nach Lit. [14b].
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hohe Inzidenz fiir die Entstehung eines Basalzellkarzi-
noms (BCC), Medulloblastoms und Rhabdomyosarkoms.
Die molekulare Ursache fiir die Entwicklung dieser
Krebsarten ist eine erbliche Mutation von Ptchl, die zur
Inaktivitét des Proteins (durch Verlust der Heterozygotie
und/oder inaktivierende Mutationen) fiihrt. Dies resul-
tiert in einer konstitutiven Aktivierung des Hh-Weges,
auch in Abwesenheit von Hh-Liganden. Patienten mit
dem Gorlin-Syndrom sind ausgezeichnete Kandidaten
fiir die Therapie mit Inhibitoren von Smo oder nachge-
schalteten Komponenten des Hh-Weges.

B) Maligne Verdnderungen des Typs2 sind abhingig von
autokrin sezernierten Hh-Liganden. Hh-Liganden wer-
den also von derselben Tumorzelle sezerniert und ak-
zeptiert. Ein abschlieBender Beweis fiir das Auftreten
dieses Typs in menschlichen Krebszellen des Dickdarms
konnte erst kiirzlich erbracht werden.!""!

C) Maligne Verdnderungen des Typs 3 sind abhingig von

parakrin sezernierten Hh-Liganden. Neue Studien zei-

gen, dass in der Mehrheit Hh-abhéngiger Tumoren eine

Uberproduktion der Hh-Liganden vorliegt. Diese sti-

mulieren nahe gelegene Stromazellen (Endothelzellen,

Epithelzellen, Fibroblasten und Immunzellen). Dies fiihrt

zu einer indirekten Unterstiitzung des Tumorwachstums

durch Mechanismen, deren Urspriinge in den Stroma-
zellen liegen. Solche Mechanismen umfassen die Unter-
stiitzung der Tumorzellen einschlieflich der Tumor-
stammzellen, die Stimulation der Tumorangiogenese, die

Beeinflussung der extrazellularen Matrix und die Aus-

schiittung molekularer Komponenten anderer Signalwe-

ge, z.B. des insulin-like growth factor (IGF) und von Wnt.

Eine Variante dieses Typs ist der ,,invers-parakrine“ Typ

(Typ 3b), bei dem Stromazellen durch eine Uberpro-

duktion von Hh-Liganden das Wachstum eines Tumors

anregen.

D)

3.2. Behandlung von Pankreaskarzinomen mit Cyclopamin und
seinen Derivaten

Mehr als 90 % aller Pankreaskarzinome sind Adenokar-
zinome des ductalen Typs. Sie sind geschlechtsunabhingig die
vierthdufigste krebsbedingte Todesursache in den USA. Me-
tastasierende Pankreaskarzinome sprechen fast niemals auf
die Gabe heute verfiigharer Medikamente an, und die
Uberlebenswahrscheinlichkeit in einem Fiinfjahreszeitraum
liegt bei unter 2 %. Selbst bei im Frithstadium erkanntem und
lokal begrenztem Pankreaskrebs, der chirurgisch entfernt
werden kann, entwickelt die Mehrzahl der Patienten einen
Rezidiv an gleicher Stelle oder als Metastasen in anderen
Organen."” Intensive Forschungsarbeiten der letzten Jahre
mit dem Ziel der Entwicklung neuartiger Therapiestrategien
fiir metastasierende Tumoren werden unzweifelhaft einen
bedeutenden Einfluss auf die Klinik haben: Eine kiirzlich
durchgefiihrte Studie unter Einsatz globaler Sequenzanalysen
identifizierte den Hh-Weg als einen der zentralen Signal-
transduktionswege, die der somatischen Verédnderung bei
nahezu allen Pankreaskarzinomen unterliegen.”” Die Ver-
wendung von Cyclopamin als Inhibitor des Hh-Weges im
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genetisch induzierten Mausmodell des Pankreaskarzinoms
fithrte zur Verringerung der Sterblichkeit bei gleichzeitiger
Hemmung der Metastasierung orthotopischer Xenotrans-
plantate.” Diese Studie validiert den Hh-Weg als Angriffs-
punkt fiir neuartige Therapeutika zur Behandlung des Pan-
kreaskarzinoms; der Hh-Weg sollte also unbedingt in ent-
sprechende klinische Studien einbezogen werden.

Da Cyclopamin eine vergleichsweise geringe Affinitdt zu
Smo hat, dariiber hinaus wegen geringer metabolischer Sta-
bilitdt nicht oral verabreicht werden kann und eine subopti-
male Pharmakokinetik aufweist, wurde das Derivat IPI-
269609 (Schema 10) entwickelt. Dieses ist dhnlich wirksam,
ist dabei aber metabolisch stabiler und hat giinstigere physi-
kochemische Eigenschaften. IPI-269609 unterdriickte voll-
stindig die Metastasierung orthotopischer Xenotransplantate
aus humanen Pankreas-Krebszelllinien. Das spiter entwi-
ckelte IPI-926 (Schema 10) zeigt ein weiter verbessertes
pharmakokinetisches Profil und ist von substanziell hoherer
Potenz als Cyclopamin. An einem genetisch erzeugten
Mausmodell mit hochinvasivem Pankreaskrebs konnten
Olive et al.” eine deutlich erhohte Uberlebenswahrschein-
lichkeit bei einer Kombinationsgabe aus IPI-926 und Gemc-
itabin bei vorliegender Gemcitabinresistenz nachweisen.
Diese Studie unterstreicht die Bedeutung der Inhibition des
Hh-Weges in Stromazellen maligner Tumoren, die sich in der
Abnahme der Dichte des fibrotischen Gewebes der Tumoren
widerspiegelt. Zusétzlich erhoht IPI-926 die Neovaskularisa-
tion des Tumors, was zu einer verbesserten Verteilung des
Gemcitabins an die malignen Zellen fiihrt. Insgesamt profi-
tieren also besonders Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Pankreaskrebs von der Inhibition des Hh-Weges.

3.3. Ein Hedgehog-Weg-Inhibitor zur Behandlung von
Basalzellkarzinomen und Medulloblastomen

Das Basalzellkarzinom ist die hidufigste Hautkrebsart in
den USA mit einem Anteil von ca. 80 % an allen Nichtme-
lanomen; seine geschitzte jahrliche Inzidenz liegt bei 0.1-
0.5% % und es wird hauptsichlich durch UV-Strahlung ver-
ursacht. Wihrend in den meisten Fillen eine Heilung durch
chirurgische Entfernung des Tumors gelingt, entwickeln ei-
nige Patienten lebensbedrohliche inoperable Formen, die
sowohl lokal fortschreiten als auch metastasieren. Aus den in
Abschnitt 3.2 genannten Griinden bieten Hh-Inhibitoren auf
der Ebene von Smo auch in diesem Fall wertvolle Therapie-
ansitze. Eine lokale Behandlung von Basalzellkarzinomen
mit einer Formulierung von Cyclopamin als Creme wurde bei
Patienten durchgefiihrt, die fiir einen operativen Eingriff
vorgesehen waren; in sémtlichen Fillen entwickelten sich die
behandelten Tumoren schnell zuriick.?!! Histologische und
immunhistochemische Untersuchungen belegten die Hem-
mung der Proliferation und die effiziente Induktion der Dif-
ferenzierung und Apoptose der Tumorzellen. Die hohe Se-
lektivitdt und Effizienz durch kurzzeitige Inhibition des Hh-
Weges in diesen Tumoren zeigen einen rationalen Ansatz fiir
die Behandlung des Basalzellkarzinoms auf.

Kiirzlich wurde 33 Patienten mit metastasierendem oder
lokal fortgeschrittenem BCC die Verbindung GDC-0449 oral
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verabreicht. GDC-0449 ist ein niedermolekularer Inhibitor
des Proteins Smo, dessen Struktur (Schema 12) sich von der
Cyclopaminstruktur unterscheidet.™ Von den 33 behandel-

cl o <l

~ NJ\@
H
ZN SO,Me

GDC-0449

Schema 12. Struktur von GDC-0449.

ten Patienten sprachen 18 auf die Behandlung an, was mit-
hilfe bildgebender Verfahren und/oder physischer Untersu-
chung in elf Fillen belegt wurde. Von diesen Patienten spra-
chen zwei sehr gut, 16 anteilig auf die Behandlung an. Die
anderen Patienten zeigten entweder gleich bleibende Tu-
morgrofBe (15 Fille) oder, in vier Fillen, einen progredienten
Krankheitsverlauf. Es wurde keine Toxizitét festgestellt, die
die zu verabreichende Dosis beschrinken wiirde. Zusam-
menfassend zeigt GDC-0449 antitumorale Wirkung bei lokal
fortgeschrittenem und metastasierendem BCC. Dies bestétigt
die Beteiligung des Hh-Weges bei Basalzellkarzinomen und
unterstreicht die Niitzlichkeit der Inhibierung dieses Weges
bei ansonsten inoperablen Tumoren.

GDC-0449 wurde dariiber hinaus bei der Therapie des
Medulloblastoms eingesetzt.”®! Medulloblastome sind die
héufigsten embryonalen Tumoren bei Kindern; sie werden im
Mittel um das fiinfte Lebensjahr diagnostiziert, treten aber bis
in das frithe Erwachsenenalter auf. Thre Therapie umfasst
eine operative Entfernung mit anschlieBender Strahlen- und
Chemotherapie. Diese Behandlungen haben ernste Neben-
wirkungen, darunter neurokognitive Defizite, Endokrinopa-
thien, Sterilitdt sowie ein erhohtes Risiko von sekundiren
hochgradigen Gliomen und Meningiomen.””! Bei der er-
wiahnten Studie zeigte ein 26-jdhriger Mann trotz wiederhol-
ter Therapie ein wiederkehrendes metastasierendes Medul-
loblastom. Die Behandlung mit GDC-0449 hatte einen zwar
schnellen, aber nur kurzzeitigen Riickgang des Tumors bei
gleichzeitiger deutlicher Abschwichung der Symptomatik zur
Folge. Eine vor der Behandlung durchgefiihrte genetische
Analyse des Tumorgewebes deutete auf einen vorliegenden
Verlust der Heterozygotie und somatische Mutation des
Ptchl-Gens hin. Um die Art der vorliegenden Resistenz des
Medulloblastoms gegen die GDC-0449-Behandlung zu be-
stimmen, wurden die am Hh-Weg beteiligten Gene nach
weiterem Fortschreiten der Krankheit analysiert.” Die Au-
toren identifizierten einen Aminosdure-Austausch eines
konservierten Aspartatrestes in Smo, der keinen Einfluss auf
die Aktivitdt des Hh-Weges hatte, aber eine Wechselwirkung
mit dem Inhibitor GDC-0449 unterband. Die gleiche Muta-
tion wurde kiinstlich im Mausmodell erzeugt und fiihrte auch
dort zu einem GDC-0449-resistenten Medulloblastom. Diese
Befunde zeigen, dass erworbene Mutationen in transmem-
brandren Rezeptoren mit Eigenschaften, die jenen der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren dhneln, als Erklarungsmo-
dell fiir die Resistenzentwicklung bei Tumoren im Menschen
dienen konnen. Diese Mutationen haben keinen Einfluss auf
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den Hh-Weg selbst; dies unterstreicht die Notwendigkeit der
Entwicklung von Smo-Inhibitoren der 2. Generation, die er-
worbene Resistenzen iiberwinden konnen, sowie der Identi-
fizierung von Inhibitoren fiir Signalmolekiile an spéterer
Stelle des Hh-Weges.?)

Alle diese klinischen Studien kennzeichnen den Hh-Si-
gnaltransduktionsweg als wichtigen Angriffspunkt einer
neuen Klasse von Therapeutika mit weitreichender Bedeu-
tung fiir die Onkologie.*"!

4. Zusammenfassung

Die Geschichte des Cyclopamins begann 1957 mit einer
verstorenden Entdeckung und wire moglicherweise nach der
Losung dieses Problems eine Fufinote in der Wissenschafts-
geschichte geblieben. Erst das Zusammenspiel verschiedener
Disziplinen aus der Chemie, Biologie und Medizin verhalf
Cyclopamin zu einer zweiten Bliite. Nur aufbauend auf den
grundlegenden Arbeiten von Keeler und James einerseits
sowie jenen von Niisslein-Volhard und Wieschaus anderer-
seits konnte Beachy zur entscheidenden Schlussfolgerung
gelangen und den Grundstein fiir ein Tumortherapeutikum
legen, dessen Potenzial noch lange nicht ausgeschopft ist.
Diese Entwicklung dauert nun 50 Jahre an und kann als Pa-
radebeispiel fiir eine nicht geradlinig verlaufende Forschung
aufgefasst werden, die den genauen und ausdauernden Be-
obachter belohnt.
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