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Fluoreszierende, wasserlosliche Taxolderivate**

André A. Souto, A. Ulises Acufia, Jos¢é M. Andreu,
Isabel Barasoain, Miguel Abal und
Francisco Amat-Guerri*

Paclitaxel (Taxol 1), ein natiirliches Diterpenoid aus der Rin-
de der Pazifischen Eibe Taxus brevifolia''l, ist eines der erfolg-
versprechendsten Mittel gegen eine Vielzahl von Tumoren!?), da
es die ungewodhnliche Fahigkeit hat, die Zellteilung und andere
Interphasenprozesse durch Stabilisierung der Mikrotubuli zu
inhibieren®!. Dies hat in vielen Laboratorien eine intensive Be-
schiftigung mit der Chemie und Biochemie dieses aufregenden
Antitumormittels ausgeldst. Inzwischen sind Berichte iiber die
Totalsynthese von Taxol™), seine chemische Modifizierung und
seine Struktur!®! sowie iiber die Suche nach neuen Taxoiden mit
besseren pharmakologischen Eigenschaften®! erschienen. Die
Erforschung des biologischen Wirkprinzips von Taxol ist auch
zur Entwicklung praktikabler Therapien mit diesem Wirkstoff
von Bedeutung!”!. Wir haben die Strukturen taxoidinduzierter
Mikrotubuli in Lésung mit geringer Aufldsung!®!, das Zusam-
menlagern von gereinigtem GDP-Tubulin in Gegenwart von
Taxoiden und den Zusammenhang zwischen Taxoidbindung
und Mikrotubulus-Bildung! beschrieben. Bei diesen Untersu-
chungen erkannten wir, dal es eine sehr groBe Hilfe wire, iiber
ein fluoreszierendes und wasserlosliches Taxolderivat zu verfii-
gen, denn a) wirde es die direkte In-vivo-Untersuchung der
Ziel-Mikrotubuli in Tumorzellkulturen durch Fluoreszenz-
Mikroskopie ermdglichen und b) wire es ein duflerst niitzliches
Instrument zur Untersuchung der molekularen Mechanismen
der taxoidinduzierten Mikrotubulus-Bildung, zum Auffinden
anderer mutmaBlicher Taxol-Angriffsziele und fiir klinische
Diagnosen.

Die Synthese fluoreszierender Taxolanaloga wurde mit magi-
gem Erfolg schon frither versucht. So erwihnt Kingston ein
fluoreszierendes Taxolderivat mit einer schwach absorbierenden
Dansylgruppe, die iiber einen f-Alanylamino-Spacer an die 7-
Position gebunden ist’®*!; allerdings muB die Bioaktivitat dieser
Verbindung noch gezeigt werden. Ein anderes emittierendes Ta-
xoid mit einer meta-Aminogruppe am 2-Benzoylsubstituenten,
das jedoch weniger aktiv ist als der urspriingliche Wirkstoff,
wurde ebenfalls kurz beschrieben!'?), Ein wenig verwandt mit
unserem Vorhaben ist die Synthese von photoaktivierbaren
Taxoiden mit einem Azido-Substituenten an der 3’-Benzoylami-
nogruppe!!!!, die sich als Photoaffinitdtsmarkierungen zum
Identifizieren der Taxoid-Bindungsstelle in Tubulin eignen.

Wir berichten nun tber die Synthese und Charakterisierung
von zwel neuen, bioaktiven, fluoreszierenden Taxolderivaten,
von denen das eine deutlich besser wasserloslich ist als Taxol
selbst, und stellen als Beispiel fiir ihre Anwendung die erste
direkte Visualisierung des Taxol-Mikrotubulus-Systems in Zell-
kulturen vor. Da sich herausgestellt hat, daf3 die biologische
Aktivitdt von Taxol durch Modifizierung der 7-Hydroxygruppe
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nicht merklich beeinfluBt wird®® ¢ 121 haben wir diese Position
ausgewdhlt, um itber einen Spacer mit einer freien Aminogruppe
zwei Fluoreszenzfarbstoffreste anzubinden. Die Synthese des
Esters 2, in dem L-Alanin an die 7-Hydroxygruppe von Taxol
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gebunden ist, wurde bereits von Mathew et al. bei der Suche
nach wasserléslichen Taxoiden beschrieben!!'®. Ausgehend
von Taxol 1 besteht diese Synthese aus drei Schritten: 1) Vereste-
rung der 7- und 2-OH-Gruppen des Taxolmolekiils mit der
N-geschiitzten Aminosdure N-(fert-Butyloxycarbonyl)-L-alanin
(BOC-Alanin), wobei 2',7-Di(BOC-L-alanyl)taxol entsteht; 2)
Entschiitzen beider Aminogruppen mit Ameisensdure, was 2',7-
Di(L-alanyl)taxol ergibt; 3) selektive wiBrige Hydrolyse der 2'-
Estergruppe, was schlieBlich zu 7-(L-Alanyl}taxol 2 fiihrt!'*l.
Aminosdureester von Taxol mit ungeschiitzter NH,-Gruppe
sind schwierig zu reinigen, weil sie sich wihrend der Aufarbei-
tung durch Epimerisierung und Seitenkettenspaltung leicht zer-
setzen 3. Es zeigte sich jedoch, daB das Rohprodukt 2 leicht
iiber die freie Aminogruppe mit aktivierten Fluoreszenzfarb-
stoffen, wie den Succinimidylestern von 7-Dimethylaminocu-
marin-4-essigsdure!!3! oder 4-Fluoresceincarbonsiure, reagie-
ren kann, wobei die entsprechenden Verbindungen 3 bzw. 4 in
guten Ausbeuten entstehen. Die richtige Wahl des Losungsmit-
tels fiir diese Reaktion ist besonders im Fall der Verbindung 4
schwierig, Die Strukturen der Verbindungen wurden durch Po-
sitiv-Tonen-FAB-Massenspektrometrie und 'H-NMR-Spektro-
skopie bestitigt!!®l. Die Fluorophore wurden ausgewdhlt, weil
ihre spektroskopischen und photophysikalischen Eigenschaften
fiir unsere Vorhaben optimal sind: groBe Absorptionskoeffi-
zienten bei Wellenldngen, die sich gut von denen der Eigenab-
sorption des Proteins unterscheiden und zu verfiigbaren Laser-
Anregungsquellen passen, sowie groBe Emissionsausbeute und
Anisotropie. Die hier beschriebene Synthesemethode ist allge-
mein fiir die Einfiihrung von Fluorophoren in das Taxolmolekiil
geeignet, und sie kann zum Herstellen einer Familie von neuen
fluoreszierenden Taxolderivaten genutzt werden.

Die klinische Anwendung von Taxol ist durch dessen geringe
Laslichkeit in Wasser (5 uM)™ 7! begrenzt, und es ist daher nicht
iiberraschend, dafB3 grole Anstrengungen zur Synthese von 16sli-
chen Taxolderivaten unternommen werden. Durch hiufig itber
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Spacer an die 2'- und/oder 7-Hydroxygruppe gebundene polare
oder ionische Substituenten!!®! wurden Wasserlslichkeiten bis
0.01 M8~ ynd, im Fall eines Derivats mit einer 7-Polyethyl-
englycolkette, von 0.1 M! 8 erhalten. Jedoch war in vielen Fl-
len die biologische Aktivitédt dieser Wirkstoffe im Test an ganzen
Zellen gegeniiber der der Ausgangsverbindung 1 stark vermin-
dert. Von den hier beschriebenen fluoreszierenden Derivaten 3
und 4 ist 3 mit ca. 1 uM in Wasser zwar weniger 16slich als Taxol,
doch 4 ist ca. zwei GroBenordnungen besser 16stich (0.3 mm).

Die biochemischen und zellbiologischen Eigenschaften von 4
werden im folgenden mit denen von Taxol verglichen. Erste
Ergebnisse deuten an, daB 4 im wesentlichen die gleiche Aktivi-
tdt wie 1 hat und daB es das Zusammenlagern von sonst inakti-
vem GDP-Tubulin zu Mikrotubuli induzieren kann, was das
besondere Charakteristikum aktiver Taxoide ist’®.. Wird diese
Untersuchung mit PtK2-Epithelzellkulturen durchgefiihrt, ist
das System der Mikrotubuli ganz einfach unter dem Fluores-
zenz-Mikroskop zu sehen (Abb. 1).

Abb. 1. Visualisierung der Mikrotubuli in PtK2-Epithelzellkulturen mit dem fluoreszierenden Taxolderivat 4 [19]. A)
Eine typische Ansicht von Interphasen-Zellen. B) VergroBerung einer leuchtenden Mitosespindel in einer sich teilen-
den Zelle. Die Balkenldnge entspricht jeweils 10 pm.

Experimentelles

3: Zu einer Losung von rohem 2 (10 mg, 10.8 mmol) und Et,N (15 pL, 108 pmol)
in Dioxan (1 mL) wurde eine Lsung von Succinimidyl-7-dimethylaminocumarin-
4-acetat (5.6 mg, 16.2 pmotl) in Dioxan (0.5 mL) gegeben. Das Gemisch wurde 24 h
unter LichtausschluBl bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend wurde das L6-
sungsmittel entfernt. Das Rohprodukt 3 wurde durch priparative Diinnschicht-
chromatographie gereinigt (Kieselgel, Essigester/Dichlormethan 1/1). Ausbeute:
9.5 mg (77 %), Schmp. 182-185°C, HPLC-Reinheit >96% (C-4-Siule, 20-80%
Acetonitril in Wasser als Elutionsmittel). — FAB*-MS (m-NBA): m/z: 1176.50
(M +Na*), 115450 (MH"; berechnet fiir C,Hg,N;0,: 1153.44); UV/Vis
(MeOH): A, (&) = 376 nm (20200); Emission (Anregung bei 376 nm): A, =
462 nm. 'H-NMR (500 MHz, CDCl,, 30°C, TMS): 6 = 8.10 (d, / =7.3 Hz, 2H,
o-H von Ph(a)), 7.75 (d, J =7.3 Hz, 2H, o-H von Ph(c)), 7.61 (t, J =7.5 Hz, 1H,
p-Hvon Ph(a)), 7.50 (m, 6H, H-5C, m-H von Ph(a), 0-H von Ph(b), p-H von Ph(c)),
7.41 (m, 4H, m-H von Ph(b), m-H von Ph(c)), 7.35 (t, J=7.3 Hz, 1H, p-H von
Ph(b)), 6.98 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 3-NH), 6.67 (d, / = 8.9 Hz, 1 H, NH von Ala),
6.59 (dd, J =24, 8.9 Hz, 1H, H-6C), 6.48 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, H-8C), 6.17 (1,
J =85Hz, 1H, H-13), 6.12 (s, 1 H, H-3C), 6.09 (s, 1 H, H-10), 5.78 (dd, J = 2.4,
9.0 Hz, 1H, H-3), 5.65(d, J = 6.7 Hz, 1 H, H-2), 5.60 (dd, J =7.3, 10.4 Hz, 1 H,
H-7),4.89 (d, J = 8.9 Hz, 1 H, H-5), 4.78 (dd, J = 2.4, 5.1 Hz, 1H, H-2'), 4.68 (m,
1H, CH von Ala), 4.30 (d, J = 83 Hz, 1H, H-200), 4.16 (d, /=83 Hz, 1H, H-
204, 3.88 (d, J = 6.7 Hz, 1 H, H-3), 3.65 (s, 2H, CH,CONH), 3.56 (d, J = 5.1 Hz,
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1H, 2-OH), 3.03 (s, 6H, N(CHj,),), 2.47 (m, 1 H, H-64), 2.36 (s, 3H, 4-CH,CO},
2.32 (m, 2H, H-14), 2.10 (s, 3H, 10-CH,CO), 1.84 (m, 1 H. H-6f), 1.79 (s, 3H,
H-18),1.76 (s, 3H,H-19),1.73 (s, 1 H, 1-OH), 1.19 (s, 3H,H-17), 1.13 (iiberlappen-
des d, 3H, CH; von Ala), 1.12 (s, 3H, H-16).

4: Zu einer Lésung von rohem 2 (10 mg, 10.8 mmol) in DMF (1 mL) und wiBrigem
Carbonat/Bicarbonat-Puffer (pH 9, 1 mL) wurde eine Lésung von Succinimidyl-
fluorescein-4'-carboxylat (7.7 mg, 16.2 mmol) im selben Losungsmittelgemisch
(1 mL) gegeben. Das Gemisch wurde 2 h geriihrt, anschlieBend wurde das Lsungs-
mittel entfernt und das Rohprodukt 4 durch priparative Dilnnschichtchromatogra-
phie gereinigt (Kieselgel, Essigester/Dichlormethan 1/4). Ausbeute: 8.0 mg (60%);
Schmp. >300°C, HPLC-Reinheit >92% (C-18-Sdule, 20-80% Acetonitril in
Wasser als Elutionsmittel). — FAB*-MS (m-NBA): mj/z: 1305.50 (M + Na*),
1283.50 (MH*; berechnet fiir C, HgN,O,,: 1282.42); UV/Vis: in Wasser:
Amax = 494 nm; in basischem MeOH: A _,, (¢) = 499 nm (70000); Emission {(in Was-
ser, Anregung bei 494 nm): 4., = 520 nm; ‘H-NMR (500 MHz, D,0, 40°C,
Standard: 6(H,Q) = 4.61): 6 = 8.20 (s, 1 H, H-3'F), 8.00 (d, / = 8.0 Hz, 3H, ¢o-H
von Ph(a), H-5F), 7.81 (d,J =7.9 Hz, 2 H, 0-H von Ph{c)), 7.68 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
p-H von Ph(a)), 7.63 (t, J=7.9 Hz, 1H, p-H von Ph(c)), 7.58 (t, J = 8.0 Hz, 2H,
m-H von Ph(a)), 7.54 (t, J =7.9 Hz, 2H, m-H von Ph(c)), 7.50 (tiberlappendes d,
2H, H-1F, H-8F), 7.49 (s, 2H, H-4F, H-5F), 7.31 (m, 1 H, p-H von Ph(b)}, 7.13 (m,
2H, m-H von Ph(b)), 6.69 (d, J = 8.0 Hz, 4H, H-2F, H-7F, o-H von Ph{b}), 6.62 (d,
J=84Hz 1H,H-6'F),6.34 (s, 1H, H-10), 6.10 (t, / = 9.0 Hz, 1 H, H-13), 5.64(d,
J=7.7Hz, 1H, H-2), 5.52 (m, 1 H, H-7), 546 (d,
J =7.1Hz, 1H, H-3), 5.04 (m, 1H, H-5), 4.85(d,
J=71Hz,1H,H-2),473(q,/ =75 Hz, t H,CH
von Ala), 4.24 (m, 2H, H-20), 3.79(d, / =7.7 Hz,
1H, H-3), 2.64 (m, 1H, H-62), 2.29 (s, 3H, 4-
CH,CO), 2.19 (s, 3H, 10-CH,CO), 1.91 (m, 2H,
H-68, H-14x}, 1.86 (s, 3H, H-19), 1.78 (s, 3H,
H-18), 1.74 (m, 1H, H-14f), 1.45 (&, / =75 Hz,
3H, CH, von Ala), 1.16 (s, 6 H, H-16, H-17).
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[19] Auf Objekttrigern gewachsene PtK2-Zellen wurden ca. 12 h mit dem Taxolde-
rivat 4 (1 pm) kultiviert, zweimal mit Phosphat-gepufferter Salzldsung gewa-
schen. ohne Fixierung in einem 0.13 M Glycin-Puffer (pH 8.6, 0.20 M NaCl.
70% Glycerin) anfgezogen und beobachtet. Die Zellen wurden wie bei C. de
Inés, D. Leynadier, I. Barasoain, V. Peyrot, P. Garcia, C. Briand, G. A. Ren-
ner. C. Temple, Cancer Res. 1994, 54, 7584, beschrieben kultiviert und photo-
graphiert.
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Herstellung von Oligosaccharid-Bibliotheken
durch Zufalls-Glycosylierung**
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Die Anwendung der Kombinatorischen Chemie in der Wirk-
stofforschung zur raschen gleichzeitigen Synthese von Verbin-
dungen oder Gemischen aus einer Vielzahl von Verbindungen
ist eine neue Herausforderung fiir die Organische Chemie.
Gewaltige Erfolge wurden zundchst bei Oligopeptiden und
-nucleotiden sowie deren Analoga, dann aber auch bei kleinen
organischen Molekilen erreicht!™). Trotz der méglichen Bedeu-
tung!?! von Oligosaccharid-Bibliotheken sowohl fiir die Entdek-
kung von kohlenhydratbindenden Rezeptoren als auch fir die
Identifizierung von neuen Leitstrukturen (z. B. von Zellad-
hésionsinhibitoren) wurde die Herstellung solcher Bibliotheken
bislang kaum in Angriff genommen. Dies ist wahrscheinlich auf
die erheblichen Schwierigkeiten zuriickzufithren, die auftreten
wiirden, wenn man mit den gegenwirtig verfiigbaren Glycosy-
lierungs- und Schutzgruppentechniken mehrwertige Monosac-
charide zu brauchbaren Oligosaccharidgemischen umsetzen
wollte.

Wir berichten hier tiber erste Resultate, mit einer neuen Stra-
tegie zur Zufalls-Glycosylierung Oligosaccharid-Bibliotheken
zuerhalten. Das Ziel ist dabei, Produktgemische (typischerweise
aus Trisacchariden) herzustellen, in denen jedes der moglichen
gewiinschten Oligosaccharide vorhanden ist und die ihrerseits
durch einen biologischen Test zu bewerten sind. In Abbildung 1
ist die Strategie der Zufalls-Glycosylierung der der klassischen
mehrstufigen Synthese'! am Beispiel der Herstellung von einer
systematischen Reihe von Trisacchariden gegeniibergestellt. In
diesem hypothetischen Beispiel sollen alle sechs a-fucosylierten
BGal(1 — 3)BGIcNAc-OR hergestellt werden. Einige dieser Tri-
saccharide sind Blutgruppen-Antigene!?, die mit Antikérpern,
Enzymen und Rezeptoren wechselwirken. Die konventionelle,
mehrstufige Synthese wiirde die einzelnen Fucosyl-Trisacchari-
de liefern: Ausgehend vom ungeschiitzten Disaccharid-Glycosid-
acceptor 1 mit sechs freien OH-Gruppen wiirden zunichst
12—-15 Reaktionsschritte benotigt, um die sechs entsprechend
geschiitzten Acceptoren fiir die unabhéngigen «-Fucosylierun-
gen zu erhalten. Zur anschlieBenden Entfernung der Schutz-
gruppen waren fiir jedes Trisaccharid erneut — je nach Zahl der
verwendeten, unterschiedlichen Schutzgruppen — mehrere Stu-
fen erforderlich. Die Schutzgruppenchemie wire bei jedem wei-
teren Disaccharid-Acceptor eine andere. So wiirde die Synthese-
sequenz zum Ankniipfen der Schutzgruppen erheblich linger,
wenn in 1 statt Gal etwa Glc vorldge. Von Nachteil ist auch, daf3
nach beinahe jeder Stufe in diesem Syntheseansatz eine chroma-
tographische Reinigung erforderlich ist.

Im Unterschied dazu wird bei der Zufalls-Glycosylierung
(Abb. 1) das ungeschiitzte Disaccharid 1 direkt und nur bis zu
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