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EPOTHILONE:

NEUE WIRKSTOFFE GEGEN KREBS

Dieter Schinzer, Anja Limberg

Myxobakterien produzieren einen Naturstoff, das Epothilon, der auf dieselbe Weise gegen Tumorzellen wirkt
wie das aus der pazifischen Eibe isolierte Taxol. Letzteres wird bereits erfolgreich in der Krebstherapie einge-
setzt.Unser Forscherteam arbeitet derzeit mit einem Schweizer Pharmaunternehmen an der Weiterentwick-
lung und Testung von Epothilon in der Tumortherapie. Jedoch werden noch langjahrige Studien bis zur medi-
kamentdsen Anwendung und Behandlung folgen missen. Erste klinische Studien laufen bereits in den USA.

Eine der aufsehenerregendsten Entwicklungen
des letzten Jahrzehnts auf dem Gebiet der Antitu-
mormittel ist das Taxol® (der Name ,Taxol*
wurde von Bristol-Myers Squibb als Warenzei-
chen registriert), das ausgezeichnete Ergebnisse in
der Eierstockkrebstherapie erzielt und sich in den
drei Jahren seit seiner Zulassung einen stattlichen
Marktanteil erobert hat. Diese Vorrangstellung
kénnte aber infrage gestellt werden durch einen
neu entdeckten Naturstoff, den von Myxobakte-
rien der Gattung Sorangium produzierten Sekun-
dérmetaboliten Epothilon (Abb. 1), der im
in vitro-Screening des amerikanischen National
Cancer Institute (NCI) eine auflergewohnliche
Wirkung und Selektivitat gegen Brust- und Dick-
darm-Tumorzellinien zeigt. Epothilon wurde
entdeckt von Hans Reichenbach und Gerhard
Hofle et al. an der Gesellschaft fur Biotechnologi-
sche Forschung (GBF) in Braunschweig. Obwohl
das Molekul von den deutschen Forschern 1993
patentiert wurde, fand es zunédchst keine Beach-
tung, bis Epothilon 1995 unabhdngig von der
Arbeitsgruppe um Daniel M. Bollag der Merck
Forschungslabore in Westpoint, Pennsylvania,
aufgrund seiner Taxol-artigen AKktivitdt wieder-
entdeckt wurde. Damit erwachte das Interesse der
organischen Chemiker an dem Molekdil, und es
begann ein internationaler Wettlauf um einen
synthetischen Zugang zu dem Naturstoff, den die
Arbeitsgruppe um Samuel J. Danishefsky vom
Sloan-Kettering Institute in New York mit der
Veroffentlichung der ersten Totalsynthese von
Epothilon A im Dezember 1996 fir sich ent-
scheiden konnte.

MYXOBAKTERIEN

Als Quelle fur neue biologisch aktive Verbin-
dungen dienen vor allem Pflanzen und Mikroor-
ganismen. Taxol wurde zum Beispiel im Roh-
extrakt der Rinde der pazifischen Eibe (Taxus bre-
vifolia) entdeckt. Viele der Stoffe mikrobiellen
Ursprungs finden unter anderem Anwendung als
Therapeutika in der Human- und Veterindrmedi-
zin und in der Landwirtschaft als Futtermittelzu-
sétze, als Insektizide, Herbizide usw. Die Produk-
tion von Sekundarmetaboliten (der Begriff
bezieht sich auf Stoffwechselprodukte, die keine
essentielle Bedeutung fir den zum Wachstum

erforderlichen Primdrstoffwechsel haben) durch
Mikroorganismen ist damit nicht nur von akade-
mischem Interesse, sondern besitzt auch grofRte
wirtschaftliche Bedeutung. Die heute etwa
10000 bekannten biologisch akti-
ven Verbindungen aus Mikro-
organismen wurden aus
einer verhaltnismé&Rig
kleinen Gruppe von
Bakterien und Pilzen
isoliert. Eine Maoglich-
keit, neue Substanzen zu finden ist das
Screening neuer potentieller Produzenten. In
diesem Rahmen werden an der GBF in Braun-
schweig seit 1975 Myxobakterienstdmme gezlich-
tet und auf die Produktion biologisch aktiver
Verbindungen hin untersucht. Myxobakterien
waren bis dahin in dieser Hinsicht praktisch vol-
lig unerforscht, da sie als schwierig zu isolieren
und zu kultivieren galten.
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MORPHOLOGIE DER MYXOBAKTERIEN

Myxobakterien besitzen das am weitesten ent-
wickelte Sozialverhalten und die komplexesten
Lebenzyklen unter allen bekannten prokaryoti-
schen Organismen.

Myxobakterien sind in der Natur sehr verbrei-
tet: Man findet sie in grof3er Anzahl in Erde, auf
verrottendem Pflanzenmaterial, Dung von Pflan-
zenfressern und auf Baumrinden.

Hinsichtlich ihrer Ernéhrung lassen sich zwei
Gruppen unterscheiden. Die meisten Arten wei-
sen einen bakteriolytischen Stoffwechsel auf. Sie
sind durch die Exkretion von Exoenzymen in der
Lage, Biomakromolekiile abzubauen und kénnen
sogar ganze Zellen anderer Mikroorganismen,
insbesondere von Bakterien und Hefen, auflosen
und die freigesetzten Produkte als Nahrung ver-
wenden. Nur die Vertreter der Gattung Soran-
gium sind in der Lage, Cellulose, z. B. in Form
von Filterpapier, abzubauen (cellulolytischer
Stoffwechsel).

Die vegetativen Zellen der Myxobakterien
sind mit 0.7 bis 1.2 pm Breite und 3 bis 12 pm
Lange relativ grof? und man kann zwei verschie-
dene Zelltypen unterscheiden. Die Zellen sind
entweder schlank, biegsam und spindelférmig
(mit spitz zulaufenden Enden) oder stdbchenfor-
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Epothilon A: R = H;
Epothilon B: R = Me

Abb. 1
Moleklstruktur von Epothilon
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Abb. 2

Vegetative Zellen von
Sorangium cellulosum mit der
fur die Unterordnung Sorangi-
neae typischen Morphologie:
zylindrisch und mit
abgerundeten Enden.

Abb. 3
Schwérme von
Myxobakterienzellen.

Abb. 4

Fruchtkérper von Sorangium
cellulosum mit robuster
Wand.

Abb. 5

Fruchtkorper von Sorangium
cellulosum bestehend aus
vielen kleinen, auf dem Nahr-
boden dicht zusammenlie-
genden, Sporangiolen.
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mig mit abgerundeten Enden, wie z. B. die von
Sorangium cellulosum (Abb. 2). Diese zwei Zell-
typen reprasentieren zwei taxonomische Unter-
gruppen der Myxobakterien.

Die Myxobakterienzellen besitzen die Fahig-
keit, sich auf geeigneten festen Oberfldchen durch
Gleiten fortzubewegen, so dal man auf festen
Medien eine rasche Ausbreitung der Kolonien
beobachten kann. (Abb. 3)

Der erstaunlichste Aspekt der Myxobakterien
ist die durch Nahrungsknappheit induzierte Bil-
dung von Fruchtkdrpern. Diese Eigenschaft
unterscheidet Myxobakterien von allen anderen
Prokaryoten und erfordert ein hochentwickeltes
interzelluldres Kommunikationssystem. Unter
Mangelbedingungen wandern die vegetativen
Zellen an bestimmten Stellen innerhalb der
Kolonien aufeinander zu, tirmen sich auf und
differenzieren sich zu Fruchtkdrpern. Ein ein-
zelner Fruchtkorper kann aus 108 oder mehr
Zellen bestehen, hat eine GrofRe von 10 bis
1000 pm und ist somit mit bloRem Auge zu
erkennen. Die Fruchtkdrper kénnen je nach
Gattung ganz unterschiedlich in Form, Grolie
und Pigmentierung gestaltet sein. Die Palette
reicht vom einfachsten Fall einer kugelférmi-
gen, schleimumgebenen Masse, die sich direkt
auf dem Substrat befindet, bis hin zu bizarren
Formen, bei denen sich ein Stiel bildet, der
einen Kopfteil mit fingerartigen Ausstiilpungen
tragt. Bei den meisten Myxobakterien bildet
sich um die zusammengelagerten Zellen herum
eine robuste Wand, man spricht dann von Spo-
rangiolen. Die Fruchtkorper der Gattung
Sorangium bestehen aus einer mehr oder weni-
ger grofRen Anzahl von winzigen Sporangiolen,
die in dicht gepackten Haufen auf oder in dem
Substrat liegen (Abb. 4, 5).

Waéhrend der Reife unterliegen die vegetati-
ven Zellen im Innern der Fruchtkdrper einer
Morphogenese zu Ruhezellen, den sogenannten
Myxosporen. Letztere zeigen eine im Vergleich
zu den vegetativen Zellen hohere Resistenz
gegen Trockenheit, Hitze und UV-Strahlung.
Die Bildung von Myxosporen ermdglicht dem
Organismus das Uberleben unter ungiinstigen
Umweltbedingungen. Verbessert sich die Nah-
rungs- und Umweltsituation, keimen die
Myxosporen und gehen wieder in vegetative
Zellen tber.

Die auRergewohnliche und differenzierte
Morphologie der Myxobakterien erlaubt die
Identifizierung von Gattungen und Arten fast
génzlich aufgrund von Charakteristika der vegeta-
tiven Zellen, der Myxosporen und Fruchtkdrper.

MYXOBAKTERIEN ALS PRODUZENTEN
BIOLOGISCH AKTIVER SEKUNDARMETABOLITE

Waihrend sich das Interesse in der Vergan-
genheit vor allem auf taxonomische und ent-
wicklungsbiologische Aspekte der Myxobakte-
rien konzentriert hatte, wurden sie in den sieb-
ziger Jahren als neue Produzentengruppe biolo-
gisch aktiver Sekunddrmetabolite entdeckt,
zumal sich in der Zwischenzeit gezeigt hatte,
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dal? Myxobakterien nicht so schwierig handhab-
bar sind wie friher angenommen wurde und
sehr wohl in Flissigmedien kultiviert werden
kdnnen. 1977 wurde erstmals die chemische
Struktur eines von Myxobakterien produzierten
Antibiotikums aufgeklart: die von einem Soran-
gium cellulosum-Stamm gebildete antifungische
Verbindung Ambruticin. Myxobakterien erwie-
sen sich in den folgenden Jahren als ausgespro-
chen ergiebige Quelle neuer Verbindungen. In
dem seit 1975 an der GBF unter der Leitung
von H. Reichenbach und G. Hofle durchge-
fuhrten Screening-Programm wurden rund 60
neue Grundstrukturen mit 300 Strukturvarian-
ten aufgeklart, von denen nur 3 bereits in der
Literatur beschrieben waren und von anderen
Mikroorganismen produziert wurden. Die
neuen Substanzen lassen sich ganz unterschied-
lichen chemischen Klassen zuordnen; es wurden
makrocyclische Lactame und Lactone isoliert,
Polyene, Polyether, Aromaten, Chinone, Alka-
loide, Heterocyclen, Peptide und Kombinatio-
nen von diesen. Die Fahigkeit, eine bestimmte
Verbindung zu produzieren, ist Stamm-spezi-
fisch und keine Eigenschaft der Art. Dies ist ein
wichtiger Aspekt angesichts der Tatsache, daR es
nur 40 Arten von Myxobakterien gibt, hingegen
aber eine praktisch unbegrenzte Anzahl von
Stdmmen, die ein weites Forschungsfeld bereit-
halten.

DIE ENTDECKUNG VON EPOTHILON

1985 wurde an der GBF aus einer Boden-
probe, die am Ufer des Zambesi-Stromes im
Stiden Afrikas gesammelt wurde, der Soran-
gium cellulosum Stamm So ce90 isoliert. Die
Kulturbriihe dieses Myxobakteriums zeigte in
entsprechenden Screening-Tests biologische
Aktivitat; durch Zugabe eines Adsorberharzes
zur Kultur konnte der aktive Sekundarmetabo-
lit quantitativ gebunden und anschlieRend
vom Harz isoliert werden. Bei der chemischen
Bearbeitung durch Hofle und seine Arbeits-
gruppe stellte sich heraus, dafB es sich um zwei
neuartige makrocyclische Polyketide handelte,
die nach ihren Struktureinheiten Epoxid, Thi-
azol und Keton die Namen Epothilon A und B
erhielten. Epothilon B unterscheidet sich von
Epothilon A durch eine zusétzliche Methyl-
gruppe. Die Strukturen dieser Verbindungen
konnten durch spektroskopische Methoden
und Rontgenstrukturanalyse von Epothilon B
bestimmt werden und wurden im Juli 1996 in
der Angewandten Chemie veroffentlicht. Als
Reinsubstanzen zeigen die Epothilone A und B
eine breite Wirkung gegen eukaryotische Zel-
len, wobei die Effizienz der Methylvariante B
meist um den Faktor 2 hoher war als die der
Variante A.

Die Epothilone besitzen eine bemerkenswerte
antifungische Wirkung gegen Oomyceten, z. B.
gegen Phytophthora infestans, den Erreger der
gefurchteten Kraut- und Knollenfaule der Kar-
toffel sowohl in vitro als auch im Gewdchshaus,
aber die antifungische Aktivitat ist mit einer
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erheblichen Pflanzentoxizitat gekoppelt, so dal
weitere Studien in dieser Richtung eingestellt
wurden.

Des weiteren besitzen die Makrolide eine cyto-
toxische Aktivitat gegen Méausefibroblasten und
sie zeigten, wie bereits oben erwahnt, in den Tests
des NCI eine auRergewthnliche Wirkung gegen
Brust- und Dickdarm-Tumorzellinien.

Aber weder NCI noch die anderen mit der
Substanz befaBten Wissenschaftler entdeckten die
Ahnlichkeiten zu Taxol.

Was ist aber nun die besondere Wirkungs-
weise von Taxol und Epothilon?

TaxoL, EPOTHILON UND DIE MIKROTUBULI

Das Sensationelle an der Entdeckung von
Taxol war, daBd seine cytotoxische Wirkung auf
einer Stabilisierung der Mikrotubuli beruht,
waéhrend alle bis dahin gefundenen Mikrotubuli-
aktiven Wirkstoffe wie Colchicin, Podophylloto-
xin oder Vinblastin die Mikrotubuli destabilisie-
ren und auf diese Weise den Zelltod verursachen.
Seit der Entdeckung des Wirkungsmechanismus
von Taxol vor fast 20 Jahren war trotz intensiver
Suche (s. u.) Epothilon die erste Substanz, die
den gleichen Mikrotubuli-stabilisierenden Effekt
zeigt.

Mikrotubuli kénnen zum einen sehr stabile,
statische Strukturen darstellen, z. B. als Bestand-
teil des Cytoskeletts, andererseits kdnnen sie
aber auch sehr schnell auf- und wieder abgebaut
werden und sind an dynamischen Prozessen wie

Abb. 6

Dreidimensionale Konforma-
tion des Tubulindimers mit
gebundenem Taxol. Atom-
struktur Uber Elektronen-
beugung.
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Zellteilung oder Proteinsekretion beteiligt. Man
bezeichnet dies als dynamische Instabilitat der
Mikrotubuli. Die dynamischen Eigenschaften
gestatten eine schnelle Umwandlung von
Mikrotubuli-Strukturen wie z.B. die Umbil-
dung der Cytoskelett-Mikrotubuli zur mitoti-
schen Spindel zu Beginn der Mitose.

Mikrotubuli bestehen aus zwei Proteinen,
dem a- und dem B-Tubulin, aus denen sich ein
Heterodimer bildet. (Abb. 6) Die Heterodimere
bilden in einer Kopf-Schwanz-Anordnung
gestreckte Reihen, die sogenannten Protofila-
mente. In paralleler Anordnung entsteht formal
aus 13 Protofilamenten ein zylindrischer
Mikrotubulus. Da alle Heterodimere in den
Mikrotubuli parallel ausgerichtet sind, ist der
Mikrotubulus als Ganzes eine polare Struktur,
die ein schnell wachsendes plus-Ende und ein
langsam wachsendes minus-Ende besitzt. In der
Zelle sind die Mikrotubuli in der Regel mit
ihrem minus-Ende in den sogenannten
MTOCs (Microtubule Organization Centers,
z. B. dem Centrosom) verankert und erstrecken
sich mit den plus-Enden von den Ausgangs-
punkten weg. Das Wachstum der Mikrotubuli
erfolgt normalerweise ausgehend von diesen
Zentren, da es fiir die Neubildung von Mikro-
tubuli in Losung eine kinetische Barriere gibt.
Die Geschwindigkeit, mit der freies Tubulin zu
Mikrotubuli polymerisiert, ist proportional zu
seiner Konzentration. Wird eine bestimmte kri-
tische Tubulin-Konzentration erreicht, die nor-
malerweise bei einem Wert von 0.2 mg - ml-1
liegt, stellt sich an den Enden der Mikrotubuli
ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Asso-
ziation und Dissoziation ein, und es findet kein
spontaner Aufbau mehr statt.

Taxol und Epothilon binden an die B-Unter-
einheit des Heterodimers (Abb. 6) und beeinflus-
sen zum einen das Tubulin-Mikrotubuli-Gleich-
gewicht, indem sie die Dissoziationsgeschwindig-
keit deutlich verringern. Die Gleichgewichtslage
wird zugunsten der Mikrotubuli verschoben: Die
beiden Naturstoffe machen Mikrotubuli resistent
gegen Depolymerisation. Die flr eine Polymeri-
sation erforderliche kritische Tubulin-Konzentra-
tion wird durch Taxol auf einen Wert unter 0.01
mg - ml-1 gesenkt.

In Gegenwart von Taxol oder Epothilon
wird zum anderen die Funktion der MTOCs
aufler Kraft gesetzt und man beobachtet die Bil-
dung einer Vielzahl kurzer Mikrotubuli, die
nicht mit den Organisationszentren verknipft
sind. Die kinetische Barriere fur die Neubil-
dung von Mikrotubuli in Ldsung wird gebro-
chen. In in vitro-Experimenten (Versuche, in
denen man Aspekte der Mikrotubulibildung aus
reinem Tubulin sozusagen im Reagenzglas
untersucht hat) macht sich diese Barriere
dadurch bemerkbar, dal es eine gewisse Verzo-
gerungszeit fir die Bildung der Mikrotubuli
gibt, da keine Organisationszentren wie in der
Zelle vorhanden sind. Bei Zugabe von Taxol
oder Epothilon startet die Tubulinpolymerisa-
tion hingegen augenblicklich.
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Abb. 7

Humane HelLa Tumorzellen. Das Tubulin erscheint
nach Behandlung mit Rhodamin-markierten Antikér-
pern rot, die Zellkerne wurden mit dem Fluoreszens-
farbstoff DAPI blau kontrastiert. Man erkennt die Mikro-
tubuli, die als Bestandteil des Cytoskeletts netzartig
die Zelle durchziehen.

Abb. 8

Humane HelLa Tumorzellen nach Behandlung mit
Epothilon. Das Netzwerk verschwindet und die Mikro-
tubuli verklumpen zu lokalen Bindeln.
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Die unter Einwirkung von Epothilon oder
Taxol gebildeten Mikrotubuli weisen morpholo-
gische Unterschiede zu normalen Mikrotubuli
auf: sie sind kurzer, bestehen aus nur 8-9 Proto-
filamenten und haben einen entsprechend kleine-
ren Durchmesser. AuBerdem sind sie auch unter
Bedingungen stabil, unter denen Mikrotubuli
normalerweise depolymerisieren: sie sind resistent
gegenuber Kélte (4°C) und Calciumionen
(4 mM).

Unter dem Mikroskop kann man nach einer
relativ hohen Taxol- oder Epothilon-Exposition
wahrend der Interphase (der Zeit zwischen zwei
Zellteilungen) der Zelle das Verschwinden des
Tubulinnetzwerks beobachten. Es entstehen irre-
versibel kurze Mikrotubuli-Biindel, die unregel-
méRig im Cytoplasma verteilt sind (Abb. 7
und 8). Bei Kkleineren Wirkstoffkonzentrationen
bleiben die Interphase-Mikrotubuli in der Regel
unbeeinfluf3t, wahrend selektiv die Bildung und
Funktion der Mitosespindel der in der Zellteilung
befindlichen Zellen in Mitleidenschaft gezogen
wird.

Es ist moglich, dal? Krebszellen eine Kontroll-
funktion fehlt, die das Fehlen einer normalen
mitotischen Spindel anzeigt, so dalf? sie versuchen,
die Mitose fortzusetzen. Die Zellkerne 16sen sich
schlielRlich auf und die Zellen unterliegen der
Apoptose, dem programmierten Zelltod.

Auch andere von den Mikrotubuli abh&ngige
Zellprozesse konnen ausgeschaltet werden. Zum
Beispiel hemmt Taxol die Fortbewegung der
Walker-256-Krebszellen, den intrazellularen
Transport von Steroiden in MLTC-1-Zellen
und die Sekretion von Insulin aus Pankreas-
zellen.

TAXOL IN DER ANWENDUNG

Taxol wurde zwar im Rohextrakt der Rinde
der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) entdeckt,
die Taxolproduktion erfolgt jedoch semisynthe-
tisch ausgehend von 10-Desacetylbaccatin 111,
das in Ausbeuten von einem Kilogramm pro
3000 kg Nadeln der in Europa heimischen
Gemeinen Eibe (Taxus baccata) zuganglich ist
und in vier Schritten in Taxol umgewandelt
wird.

Taxol wurde zugelassen fir die chemothera-
peutische Klinische Anwendung gegen Eier-
stockkrebs. Ein Drittel der Patientinnen spra-
chen auf die Behandlung mit Taxol an, die
Tumore wurden Kleiner, obwohl sie gegen
andere Therapien resistent waren. Die Anwend-
barkeit von Taxol bei anderen Indikationen, wie
metastasierendem Brustkrebs, Lungenkrebs und
Melanomen, wird untersucht.

Die Klinischen Einsatzmdglichkeiten von
Taxol werden allerdings eingeschréankt durch
eine Reihe von Nebenwirkungen und unginsti-
gen Eigenschaften. Der bevorzugte Angriffs-
punkt von Taxol ist die in der Mitose befindliche
Zelle. Sich unkontrolliert vermehrende Krebszel-
len sind infolgedessen von einer Taxol-Therapie
am starksten betroffen. Aber auch andere sich
stark vermehrende Zellen werden in Mitleiden-

schaft gezogen. Als Nebenwirkungen, die der
Wirkungsmechanismus von Taxol bedingt, tre-
ten auf: Neutropenie (die Unféhigkeit bestimmte
Granulocyten zu bilden), Alopecia (Haarausfall)
und periphere Neuropathie (Absterben motori-
scher und sensorischer Nerven).

Desweiteren ist Taxol sehr schlecht wasser-
16slich, so daf} es in einem Ldsungsvermittler,
Cremaphor, verabreicht werden muR, der wie-
derum durch die Freisetzung von Histaminen
Herzarrhythmien und schwere Uberempfind-
lichkeitsreaktionen hervorrufen kann. Durch
die Vorbehandlung mit Antihistaminen und
durch lange Infusionszeiten kdnnen die Neben-
wirkungen jedoch minimiert werden.

Ein anderes Problem ist das Auftreten von
Resistenzen, da Taxol wie viele andere Cytosta-
tika aus Zellen mit Multidrug-Resistenz (MDR)
durch das Phosphoglykoprotein-Transport-
system herausgepumpt wird. Taxol stellt offen-
bar ein Substrat fiir das P-Glykoprotein dar.

Die komplexe Struktur erschwert seine che-
mische Modifizierung, mit der eine Verringe-
rung der Nebenwirkungen und eine Verbesse-
rung der Wasserloslichkeit erreicht werden
koénnte.

VVor dem Hintergrund dieser Schwierigkeiten
sind neue Mikrotubuli-stabilisierende Wirk-
stoffe mit anderen Eigenschaftsprofilen von
groRRem Interesse.

EPOTHILON —
EIN POTENTIELLES ANTITUMORMITTEL

Trotz umfassender Screenings mit Hilfe spe-
zieller Testsysteme zur Detektion Taxol-artiger
Aktivitat, die von Merck, Sharp & Dohme und
der Upjohn Company durchgefthrt wurden,
gab es nur einen Treffer, das Epothilon. Der
Verdienst gebuhrt Daniel M. Bollag und seinen
Mitarbeitern, die einen besonders empfindli-
chen Test zum Aufspuren Mikrotubuli-stabili-
sierender Aktivitat entwickelt haben. Epothilon
ist seit der urspriinglichen Entdeckung von
Taxol die erste beschriebene Substanz, die den
gleichen Wirkungsmechanismus besitzt. Ver-
drangungsstudien ergaben, dal3 Epothilon sogar
als kompetitiver Inhibitor von Taxol wirkt.
Beide konkurrieren offenbar um die gleiche
Mikrotubuli-Bindungsstelle.

Erst vor kurzem wurde erkannt, dal weitere
Verbindungen, wie Discodermolid, Eleuthrobin
und Sarcodictyn, welche aus marinen Quellen
isoliert wurden, wie Taxol und Epothilon
Mikrotubuli-stabilisierend wirken. Sein Vor-
kommen in Meeresschwdmmen aber macht die
Isolierung einer fur gréfere Studien ausreichen-
den Menge sehr schwierig.

Epothilon hingegen ist durch Fermentation
in groBen Mengen verfiigbar. Und es besitzt
noch andere gunstige Eigenschaften. Die Pro-
bleme bei der Zubereitung als Arzneimittel, wie
sie bei Taxol aufgrund seiner schlechten Wasser-
16slichkeit auftreten, dirften sich fiir Epothilon
nicht stellen, da es ungefahr 30 mal besser in
Wasser l6slich ist als Taxol.

VERFAHRENS- UND SYSTEMTECHNIK
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Seine im Vergleich zu Taxol einfache Struk-
tur (Abb. 9) erleichtert chemische Manipulatio-
nen am Epothilon-Molekil. Chemiker kénnen
daher relativ leicht Derivate, d. h. mehr oder
weniger stark verdnderte Varianten von Epothi-
lon, herstellen und so versuchen das Molekil

den Klinischen Erforder-
nissen anzupassen.

Der entschei-
dende Vorteil von
Epothilon gegeni-
ber Taxol scheint
aber seine cytoto-
xische  Wirkung
gegen MDR-Zellen
zu sein. Entspre-
chende Studien von
Bollag etal. haben
gezeigt, daB die Cytotoxi-

- zitat von Taxol gegen Zel-

Abb. 9 len, die P-Glykoprotein
Raumliche Strukturen von produzieren, ca. 20000-
Taxol und Epothilon fach Kkleiner ist als gegen Zellen, die dieses Pro-
(Kalottenmodelle) tein nicht herstellen und nicht gegen Cytostatika
resistent sind. Epothilon A bzw. B zeigen hinge-

gen einen nur 4- bzw. 12fachen Aktivitatsabfall.

Es ist offenbar ein schlechteres Substrat fir das

Phosphoglykoprotein und wird in erheblich
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Epothilon nach Schinzer et al. 0 OH o
Das Molekil wird aus drei Epothilon geringe-
Bausteinen zusammen- r e m
gesetzt. Zunachst wird die H Mal3e aus
Séaure mit Hilfe einer Aldol- M DR -
reaktion synthetisiert. Danach Zellen
verestert man mit einem Alko- MOH heraus-
hol und schlieRt den Ring in 5 (E)H 5 transpor-
Gegenwart eines Metallkataly- tiert.
sators. B Keton Dadurch  kann

Epothilon auch gegen

solche Zellen wirksam sein,

die sich gegen eine Behandlung mit Taxol als
resistent erwiesen haben.

Trotz des gleichen Wirkungsmechanismus
ahneln sich Epothilon und Taxol nur wenig in
ihrer chemischen Struktur. Zwar enthalten
beide Verbindungen kleine Ether-Ringe, gemi-
nale Methylgruppen, Ketogruppen und aroma-
tische Seitenketten, ein Vergleich der Rontgen-
strukturbilder zeigt aber, daR die Molekdle sehr
unterschiedlich sind. Mit lediglich sieben
Stereozentren (Taxol hat elf) und nur einem

28 16gliedrigen Ring (Taxol besteht aus vier kleine-

x S
L
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ren Ringen) ist Epothilon sehr viel einfacher auf-
gebaut (Abb. 1, 9).

TOTALSYNTHESE VON EPOTHILONEN

Seit Bekanntwerden der biologischen Akti-
vitdt und der absoluten Konfiguration der Epo-
thilone begannen — neben unserer Arbeitsgruppe
an der TU Braunschweig — zwei weitere wissen-
schaftliche Teams (Arbeitsgruppe von Prof.
Danishefsky vom Sloan-Kettering Institut in
New York und die Arbeitsgruppe von Prof.
Nicolaou vom Scripps Forschungsinstitut in La
Jolla) fieberhaft am Nachbau der von Bakterien
stammenden Substanz zu arbeiten. Unser Bestre-
ben war es, eine Synthese zu planen, welche aus
sehr einfachen Bausteinen den Zusammenbau
des 16gliedrigen Rings ermdglicht (Abb. 10).

Man bezeichnet eine solche Vorgehensweise
auch  als  konvergente  Synthesestrategie.
Demgegentiber gibt es noch eine lineare Strategie,
wobei die gesamte Synthese auf einem einzigen
Ausgangsmaterial beruht, von dem alle weiteren
Verkniipfungen ausgehen und dadurch wesent-
lich undkonomischer ist. Daneben wurde darauf
geachtet, daB die Synthesebausteine sehr gut vari-
iert werden kdnnen, d. h. ein hohes Mal? an Flexi-
bilitat ermdglicht wird, um die Molekulstruktur
spater nach Wunsch modifizieren zu konnen.
Dies stellt ndmlich den entscheidenden Vorteil

gegentiber der Fermentation von Bakterien

dar: Die Bakterien kdnnen immer nur das
gleiche Epothilon erzeugen, wahrend der
Chemiker im Labor fast beliebige Struk-
turdnderungen durchfiihren kann. Das
konnte dazu fuhren, ein kunstliches Derivat
von Epothilon im Labor zu synthetisieren, wel-
ches noch bessere Eigenschaften bezuglich der
Antitumoraktivitdt besitzt als Epothilon selbst
und somit besser fur die medizinischen Anforde-
rungen zu nutzen ist.

Nachdem im Dezember 1996 die erste Total-
synthese der Arbeitsgruppe von Prof. Danishefsky
publiziert wurde, folgten im Abstand einiger
Wochen die Totalsynthesen von Prof. Nicolaou
und unseres Teams.

Zur Herstellung von Epothilon im Labor ist es
wichtig, von vorn herein die Bausteine mit den
richtigen Konfigurationen einzusetzen, da in aller
Regel die biologische Aktivitdt entscheidend
davon abhdngt. Das Team aus New York benutzte
eine Trennung der Stereoisomere (Enantiomeren-
trennung) Uber ein Enzym, wéhrend die La Jolla
Gruppe die optisch aktiven Bausteine aus dem
~chiral pool®, d. h. aus der Natur gewonnen hat.
Unser Team entschloR sich, die ben6tigten abso-
luten Konfigurationen Gber sogenannte asymme-
trische Synthesen (dabei benutzt man optisch
aktive Hilfsgruppen zum Aufbau der Molekdile)
einzufuhren, wodurch auch hier ein HochstmaR
an Flexibilitdt gegeben ist. Nachdem die Bau-
steine in optisch aktiver Form vorlagen, konnte
der Zusammenbau zum 16gliedrigen Ring begin-
nen. Hierzu nutzten wir gangige Laborreaktionen
(Aldolreaktion, Veresterung), die auch von Enzy-
men in der Natur durchgeflihrt werden. Lediglich
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der abschliefende RingschluR zum Makrocyclus
wurde mit Hilfe einer sehr neuen Reaktion (Ole-
finmetathese mit Hilfe eines Metallkatalysators)
erreicht.

Durch das jetzt gewonnene ,,Synthese-know-
how" besteht die Mdglichkeit, auf breiter Basis
Derivate von Epothilon zu synthetisieren,
wodurch umfangreiche Studien zur Struktur-Wir-
kungs-Beziehung mdglich werden. Hierdurch
kdnnten die ohnehin schon ausgezeichneten cyto-

toxischen Eigenschaften dieser neuen Leitstruktur
(Epothilon bezeichnet man als Leitstruktur, da
eine Vielzahl von Strukturvariationen denkbar ist)
verbessert werden. Epothilon B bzw. synthetische
Abkémmlinge befinden sich mittlerweile bei
diversen Pharmafirmen in der Klinischen Ent-
wicklung Phase 1, so da man optimistisch auf
eine zukinftige klinische Anwendung im Zusam-
menhang mit einer erfolgreichen Krebstherapie
blicken kann.

VERFAHRENS- UND SYSTEMTECHNIK
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