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Paclitaxel (Taxol l),  ein naturliches Diterpenoid aus der Rin- 
de der Pazifischen Eibe Tuxus brev l f~ l ia~ ' ] ,  ist ekes der erfolg- 
versprechendsten Mittel gegen eine Vielzahl von Tumoren"', da 
es die ungewohnliche Flhigkeit hat, die Zellteilung und andere 
Interphasenprozesse durch Stabilisierung der Mikrotubuli zu 
inhibierenI3]. Dies hat in vielen Laboratorien eine intensive Be- 
schaftigung mit der Chemie und Biochemie dieses aufregenden 
Antitumormittels ausgelost. Inzwischen sind Berichte uber die 
Totalsynthese von T a ~ o l ~ ~ ] ,  seine chemische Modifizierung und 
seine Struktur['] sowie uber die Suche nach neuen Taxoiden rnit 
besseren pharmakologischen Eigenschaften[61 erschienen. Die 
Erforschung des biologischen Wirkprinzips von Taxol ist auch 
zur Entwicklung praktikabler Therapien rnit diesem Wirkstoff 
von BedeutungL7I. Wir haben die Strukturen taxoidinduzierter 
Mikrotubuli in Losung rnit geringer Auflosung[*], das Zusam- 
inenlagern von gereinigtem GDP-Tubulin in Gegenwart von 
Taxoiden und den Zusammenhang zwischen Taxoidbindung 
und Mikrotubul~s-Bildung~~~ beschrieben. Bei diesen Untersu- 
chungen erkannten wir, dab es eine sehr gro8e Hilfe ware, uber 
ein fluoreszierendes und wasserlosliches Taxolderivat zu verfu- 
gen, denn a) wurde es die direkte In-vivo-Untersuchung der 
Ziel-Mikrotubuli in Tumorzellkulturen durch Fluoreszenz- 
Mikroskopie ermoglichen und b) ware es ein lu8erst nutzliches 
Instrument zur Untersuchung der molekularen Mechanismen 
der taxoidinduzierten Mikrotubulus-Bildung, zum Auffinden 
anderer mutmafilicher Taxol-Angriffsziele und fur klinische 
Diagnosen. 

Die Synthese fluoreszierender Taxolanaloga wurde rnit maBi- 
gem Erfolg schon friiher versucht. So erwahnt Kingston ein 
fluoreszierendes Taxolderivat mit einer schwach absorbierenden 
Dansylgruppe, die iiber einen /I-Alanylamino-Spacer an die 7- 
Position gebunden istI5"l; allerdings mu8 die Bioaktivitat dieser 
Verbindung noch gezeigt werden. Ein anderes emittierendes Ta- 
xoid rnit einer metu-Aminogruppe am 2-Benzoylsubstituenten, 
das jedoch weniger aktiv 1st als der ursprungliche Wirkstoff, 
wurde ebenfalls kurz beschriebenl' '1. Ein wenig verwandt mit 
unserem Vorhaben ist die Synthese von photoaktivierbaren 
Taxoiden mit einem Azido-Substituenten an der 3'-Benzoylami- 
nogruppe[l 'I,  die sich als Photoaffinitatsmarkierungen zum 
Identifizieren der Taxoid-Bindungsstelle in Tubulin eignen. 

Wir berichten nun iiber die Synthese und Charakterisierung 
von zwei neuen, bioaktiven, fluoreszierenden Taxolderivaten, 
von denen das eine deutlich besser wasserloslich ist als Taxol 
selbst, und stellen als Beispiel fur ihre Anwendung die erste 
direkte Visualisierung des Taxol-Mikrotubulus-Systems in Zell- 
kulturen vor. Da sich herausgestellt hat, dafi die biologische 
Aktivitlt von Taxol durch Modifizierung der 7-Hydroxygruppe 
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nicht merklich beeinflufit ~ i r d ~ ' ~ , ' ,  haben wir diese Position 
ausgewahlt, urn uber einen Spacer rnit 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 wasserloslichen Taxoiden be~chrieben['~]. Ausgehend 
von Tax011 besteht diese Synthese aus drei Schritten: 1) Vereste- 
rung der 7- und 2'-OH-Gruppen des Taxolmolekiils rnit der 
N-geschiitzten Aminosaure N-(tert-Butyloxycarbony1)-L-alanin 
(BOC-Alanin), wobei 2',7-Di(BOC-~-alanyl)taxol entsteht ; 2) 
Entschutzen beider Aminogruppen rnit Ameisenslure, was 2',7- 
Di(L-alany1)taxol ergibt ; 3) selektive wa8rige Hydrolyse der 2'- 
Estergruppe, was schlieljlich zu 7-(~-Alanyl)taxol 2 fiihrt1'41. 
Aminosaureester von Taxol mit ungeschutzter NH,-Gruppe 
sind schwierig zu reinigen, weil sie sich wihrend der Aufarbei- 
tung durch Epinierisierung und Seitenkettenspaltung leicht zer- 
se t~en[ '~I .  Es zeigte sich jedoch, da13 das Rohprodukt 2 leicht 
iiber die freie Aminogruppe mit aktivierten Fluoreszenzfarb- 
stoffen, wie den Succinimidylestern von 7-Dimethylaminocu- 
marin-4-essigslure ~' 51 oder 4'-Fluoresceincarbonslure, reagie- 
ren kann, wobei die entsprechenden Verbindungen 3 bzw. 4 in 
guten Ausbeuten entstehen. Die richtige Wahl des Losungsmit- 
tels fur diese Reaktion ist besonders im Fall der Verbindung 4 
schwierig. Die Strukturen der Verbindungen wurden durch Po- 
sitiv-Ionen-FAB-Massenspektrometrie und l H-NMR-Spektro- 
skopie bestatigtl"l. Die Fluorophore wurden ausgewahlt, well 
ihre spektroskopischen und photophysikalischen Eigenschaften 
fur unsere Vorhaben optimal sind : gro8e Absorptionskoeffi- 
zienten bei Wellenllngen, die sich gut von denen der Eigenab- 
sorption des Proteins unterscheiden und zu verfiigbaren Laser- 
Anregungsquellen passen, sowie groDe Emissionsausbeute und 
Anisotropie. Die hier beschriebene Synthesemethode ist allge- 
mein fur die Einfuhrung von Fluorophoren in das Taxolmolekul 
geeignet, und sie kann zum Herstellen einer Familie von neuen 
fluoreszierenden Taxolderivaten genutzt werden. 

Die klinische Anwendung von Taxol ist durch dessen geringe 
Loslichkeit in Wasser ( 5  p ~ ) [ '  begrenzt, und es 1st daher nicht 
iiberraschend, da8 grol3e Anstrengungen zur Synthese von Iosli- 
chen Taxolderivaten unternommen werden. Durch haufig uber 
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Spacer an die 2 -  und/oder 7-Hydroxygruppe gebundene polare 
oder ionische Substituenten["] wurden Wasserloslichkeiten bis 
0.01 ~ [ ~ ~ ~ - ~ l  und, im Fall eines Derivats mit einer 7-Polyethyl- 
englycolkette, von 0.1 M[18f1 erhalten. Jedoch war in vielen Fal- 
len die biologische Aktivitat 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 p~ in Wasser zwar weniger loslich als Taxol, 
doch 4 ist ca. zwei Grobenordnungen besser loslich (0.3 mM). 

Die biochemischen und zellbiologischen Eigenschaften von 4 
werden im folgenden mit denen von Taxol verglichen. Erste 
Ergebnisse deuten an, da13 4 im wesentlichen die gleiche Aktivi- 
tat wie 1 hat und dal3 es das Zusammenlagern von sonst inakti- 
vem GDP-Tubulin zu Mikrotubuli induzieren kann, was das 
besondere Charakteristikum aktiver Taxoide istrgl. Wird diese 
Untersuchung mit PtK2-Epithelzellkulturen durchgefiihrt, ist 
das System der Mikrotubuli ganz einfach unter dem Fluores- 
zenz-Mikroskop zu sehen (Abb. 1). 

1 H, 2'-OH), 3.03 (s, 6H, N(CH,),), 2.47 (m, 1 H, H-6a), 2.36 (s, 3H. 4-CH3CO), 
2.32 (m, 2H,  H-14), 2.10 (s, 3H, lO-CH,CO), 1.84 (m. IH.  H-61). 1.79 (s, 3H, 
H-18~,1.76(s,3H,H-19),1.73(s,IH,1-OH),1.19(s,3H,H-I7), 1,13(iiberlappen- 
des d, 3H, CH, von Ala), 1.12 (s, 3H, H-16). 
4: Zu einer Losung von rohem 2 (10 mg, 10.8 mmol) in DMF ( I  mL) und wlRrigem 
Carbonat/Bicarbonat-Puffer (pH 9, 1 mL) wurde eine Losung von Succinimldyl- 
fluorescein-4-carboxylat (7.7 mg, 16.2 mmol) im selben Losungsmittelgemisch 
(1 mL) gegeben. Das Gemisch wurde 2 h geriihrt, anschlieoend wurde das Losungs- 
mittel entfernt und das Rohprodukt 4 durch praparative Diinnschichtchromatogra- 
phie gereinigt (Kieselgel, EssigesterjDichlormethan 114). Ausbeute: 8.0 mg (60%); 
Schmp. >30O"C, HPLC-Reinheit >92% (C-18-Saule, 20-80% Acetonitril in 
Wasser als Elutionsmittel). - FABt-MS (m-NBA): mjr: 1305.50 ( iM + Na+),  
1283.50 (MH'; berechnet f i r  C,,H,,N,O,,: 1282.42); UV/Vis: in Wasser: 
d,",, = 494 nm; in basischem MeOH: ?.,,, ( E )  = 499 nm (70000); Emission (in Was- 
ser, Anregung bei 494 nm): A,,, = 520 nm; 'H-NMR (500 MHz. D,O, 4 0 T ,  
Standard: fi(H,O) = 4.61): d = 8.20 (s, I H, H-3'F), 8.00 (d, J = 8.0 Hz. 3H, o-H 
von Ph(a), H-SF), 7.81 (d, J = 7.9 Hz, 2H, o-H von Ph(c)), 7.68 (t, J = 8.0 Hz, 1 H, 
p-H von Ph(a)), 7.63 (t, J=7.9Hz,  IH ,p -H von Ph(c)), 7.58 (t. J =  8.0Hz, 2H. 
m-H von Ph(a)), 7.54 (t, J =7.9 Hz, 2H, m-H von Phjc)), 7.50 (iiberlappendes d, 
2H, H-IF, H-XF),7.49(~,2H,H-4F,H-5F),7.31 (m, lH,p-HvonPh(b)),7.13(m, 
2H, m-H von Phfb)), 6.69 (d, J = 8.0 Hz, 4H, H-2F, H-7F, o-H von Ph(b)), 6.62 (d, 
J=8.4H~,1H,H-6F),6.34(s,lH,H-10),6.10(t,J=9.0Hz,1H,H-13),5.64(d, 

J =7.7 Hz, 1 H, H-2), 5.52 (m. 1 H, H-7), 5.46 (d, 
J=7.1Hz,lH,H-3'),5.04(m,lH,H-5),4.85(d, 
J = 7 . l  Hz,lH,H-2'),4.73(q,J=7.5Hz,lH,CH 
vonAla),4.24(m,2H,H-20),3.79(d,./=7.7Hz, 
1 H, H-3), 2.64 (m, 1 H, H-61), 2.29 (5, 3 H, 4- 
CH,CO), 2.19 (s, 3H,  10-CH,CO), 1.91 (m, 2H, 

H-18), 1.74 (m, l H ,  H-14/?), 1.45 (d, J=7.5Hz,  
3H, CH, von Ala), 1.16 (s, 6H, H-16. H-17). 

H-6/?, H - I ~ Y ) ,  1.86 (s, 3H, H-19), 1.78 (s, 3H, 

Eingegangen am 18. Juli 1995 [Z X224] 

Stichworte: Antitumormittel . Fluo- 
reszenzmarkierung . Taxol 

[l] M. C. Wani, H. L. Taylor, M .  E. Wall. P. 
Coggon, A. T. McPhail, J Am. Chem. Sot. 
1971, 93, 2325-2321. 

[2] Neuere Ubersichten iiber die Therapie mit Ta- 
xol: a) K. Gelmon, The Lancer 1994, 344, 
1267-1272; b) E. K. Rowinsky, R. C. Done- 
hower, New Engl. J .  Mcd. 1995, 232, 1004- 
1014. 

[3] a) P. B. Schiff, J. Fant, S. 8 .  Horwitz, Nuture 
1979, 277, 665-667; b) P. B. Schiff, S. B. 
Horwitz, Proc. Natl. Acud Sci. US.3 1980, 77. 
1561 -1565. 

[4] Die Totalsynthese von Taxol wurde unabhin- 
gig voneinamder von den Arbeitsgruppen von 
Nicolaou und Holton beschrieben: a) K .  C. 
Nicolaou, Z. Yang, J. J. Liu, H Ucno, P. G. 
Nantermet, R. K .  Guy, C. F. Clairhorne, J 
Renaud, E. A .  Couladouros, K. Paulvannan, 
E. J. Sorensen, Nature 1994, 367, 630-634; 
K. C. Nicolaou, P. G. Nantermet, H. Ueno, 
R. K. Guy, E. A. Couladouros, E.  J. Soren- 

sen, J Am. Chem. SOC. 1995,117,624-633;K. C. Nicolaou, J.-J. Liu. Z. Yang, 
H. Ueno, E. J. Sorensen, C. F. Clairborne, R. K. Guy, C.-K. Hwang. hyl Naka- 
da, P. G. Nantermet, ibid. 1995, 117, 634-644; K.  C. Nicolaou, Z. Yang, JLJ. 
Liu, P. G. Nantermet, C. F. Clairborne, J. Rendud, R.  K. Guy, K.  Shibayama, 
%id. 1995, i f  7,645~- 652; K. C. Nicolaou, H. Ueno, J.-J. Liu, P. G. Ktmtermel. 
Z. Yang, J. Renaud, K. Paulvannan, R. Chadha. ibid. 1995, //7,653-659; siehe 
auch K. C. Nicolaou, R. K. Guy, Angew, Chem. 1995, 107, 2247: Angex. 
Chem. In?. Ed. Engl. 1995,34,2079: b) R. A. Holton, C. Somoza, H.-B. Kim, 
F. Liang, R. J. Biediger, P. D. Boatman, M. Shindo, C. C. Smith. S. Kim, H. 
Nadizadeh, Y Suzuki, C. Tao, P. Vu, S. Tang, P. Zhang, K. K. Murthi, L. N. 
Gentile, J. H. Liu, J .  Am. Chem. SOC. 1994, 116, 1597-1598; R. A .  Holton. 
H.-B. Kim, C. Somoza, F. Liang, R. .I. Biediger, P. D. Boatman, M. Shindo, 
C. C. Smith, S. Kim, H. Nadizadeh, Y Suzuki, C. Tao, P. Vu, S .  Tang, P. 
Zhang, K. K. Murthi, L. N. Gentile, J. H. Liu, ibid. 1994, 116, 1599 -1600. c) 
Eine kommentierende Diskussion der heiden Syntheseansatze ist: L. Wessjo- 
ham, Angew. Chem. 1994, 106, 1011; Angeu.  Chem. Int. Ed. Engl. 1994, 33, 
959-961; S. B. Horwitz, Nuture 1994, 367, 593-594. 

[5] Ausgewahlte Ubersichten iiber die Chemie und Biologie von Taxol sind: a) 
D. G. I. Kingston, Phurmucol. Ther. 1991, 52, 1-34; b) Pendr Biotechnol. 
1994, 12, 222-227; c) K. C. Nicolaou, W.-M. Dai, R. K. Guy, Angtw. Chem. 
1994,106.38; Angeh.. Chem. Int. Ed. Engl. 1994,33,15-44. Zur Konforrnation 
von T~xol  in ciner Reihe organischer Losungsmittel siehe S .  V. Balasubrama- 
man, J. L. Alderfcr, R. M. Straubinger, J.  Phnrm. Sci. 1994, 83, 1470-1476. 

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

Experimentelles 
3: Zu einer Losung von rohem 2 (10 mg, 20.8 mmol) und Et,N (15 pL, 108 pmol) 
in Dioxan (1 mL) wurde eine Losung van Succinimidyl-7-dimethylaminocurnarin- 
4-acetat (5.6 mg, 16.2 pmol) in Dioxan (0.5 mL) gegeben. Das Gemisch wurde 24 h 
unter LichtausschluD bei Raumtemperatur geriihrt, anschliefiend wurde das Lo- 
sungsmittel entfernt. Das Rohprodukt 3 wurde durch praparative Diinnschicht- 
chromatographie gereinigt (Kieselgel, EssigesterlDichlormethan 1/11, Ausbeute: 
9.5 mg (77%); Schmp. 182-185"C, HPLC-Reinheit >96% (C-4-Saule, 20-80% 
Acetonitril in Wasser als Elutionsmittel). - FAB+-MS (m-NBA): m / r :  1176.50 
( M  + Na+),  1154.50 ( M H ' ;  berechnet fur C,,H,,N,O,B: 1153.44); UVjVis 
(MeOH): i,,,, ( e )  = 376 nm (20200); Emission (Anregung hei 376 nm): i,,,, = 
462 nm. 'H-NMR (500 MHz, CDCI,, 30"C, TMS): 6 = 8.10 (d, J = 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, IH ,  
p-H von Ph(a)), 7.50 (m, 6H, H-5C, m-H von Ph(a), o-H von Ph(b),p-H von Ph(c)), 
7.41 (m, 4H,  m-H von Ph(b), m-H von Pb(c)), 7.35 (t, J =7.3Hz, IH,  p-H von 
Ph(b)), 6.98 (d, J = 9.0 Hz, 1 H, 3'-NH), 6.67 (d, J = 8.9 Hz, 1 H, NH von Ala), 
6.59 (dd, J = 2.4, 8.9 Hz, 1 H, H-6C), 6.48 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, H - K ) ,  6.17 (t. 
.I=8.5H~,lH,H-13),6.12(~,1H,H-3C),6.09(~,1H,H-10),5.78(dd,J=2.4, 
9.0H~~,lH,H-3'),5.65(d,J=6.7H~,lH,H-2),5.60(dd,J=7.3,10.4H~,lH, 
H-7),4.89(d,J=8.9Hz,lH,H-5),4.7X(dd,J=2.4,5.1Hz,lH,H-2'),4.68(m, 
lH,CHvonAla),4.30(d,J=8.3Hz,lH,H-20a),4.16(d,J=8.3Hz,1H,H- 
20p) ,  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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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 fur die Organische Chemie. 
Gewaltige Erfolge wurden zunachst bei Oligopeptiden und 
-nucleotiden sowie deren Analoga, dann aber auch bei kleinen 
organischen Molekiilen erreicht[’’. Trotz der moglichen Bedeu- 
tungl” von Oligosaccharid-Bibliotheken sowohl fur die Entdek- 
kung von kohlenhydratbindenden Rezeptoren als auch fur die 
Identifizierung von neuen Leitstrukturen (z. B. von Zellad- 
hasionsinhibitoren) wurde die Herstellung solcher Bibliotheken 
bislang kaum in Angriff genommen. Dies ist wahrscheinlich auf 
die erheblichen Schwierigkeiten zuriickzufiihren, die auftreten 
wurden, wenn man mit den gegenwartig verfugbaren Glycosy- 
lierungs- und Schutzgruppentechniken mehrwertige Monosac- 
charide zu brauchbaren Oligosaccharidgemischen umsetzen 
wollte. 

Wir berichten hier iiber erste Resultate, mit einer neuen Stra- 
tegie zur Zufalls-Glycosylierung Oligosaccharid-Bibliotheken 
zu erhalten. 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 Synthe~e[~]  am Beispiel der Herstellung von einer 
systematischen Reihe von Trisacchariden gegenubergestellt. In 
diesem hypothetischen Beispiel sollen alle sechs a-fucosylierten 
PGal( 1 + 3)PGlcNAc-OR hergestellt werden. Einige dieser Tri- 
saccharide sind Blutgruppen-AntigenerZ1, die mit Antikorpern, 
Enzymen und Rezeptoren wechselwirken. Die konventionelle, 
mehrstufige Synthese wurde die einzelnen Fucosyl-Trisacchari- 
de liefern : Ausgehend vom ungeschiitzten Disaccharid-Glycosid- 
acceptor 1 mit sechs freien OH-Gruppen wiirden zunachst 
12- 15 Reaktionsschritte benotigt, um die sechs entsprechend 
geschiitzten Acceptoren fur die unabhangigen a-Fucosylierun- 
gen zu erhalten. Zur anschlieRenden Entfernung der Schutz- 
gruppen waren fur jedes Trisaccharid erneut - je nach Zahl der 
verwendeten, unterschiedlichen Schutzgruppen - mehrere Stu- 
fen erforderlich. Die Schutzgruppenchemie ware bei jedem wei- 
teren Disaccharid-Acceptor eine andere. So wurde die Synthese- 
sequenz zum Anknupfen der Schutzgruppen erheblich Ianger. 
wenn in 1 statt Gal etwa Glc vorlage. Von Nachteil ist auch, daB 
nach beinahe jeder Stufe in diesem Syntheseansatz eine chroma- 
tographische Reinigung erforderlich ist. 

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