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Emmanuel Nicolaou Pitsinos und Wolfgang Wrasidlo

Taxol 1 (Abb. 1a) ist ein neues Antitumormittel, das ur-
spriinglich aus der Pazifischen Eibe (Tuxus brevifolia)!! isoliert
wurde. Er hat infolge seiner erheblichen biologischen Aktivitit
in vivo!? intensive Forschungsbemithungen von Chemi-
kern!®~7), Biologen!? % und Medizinern' ausgelost. Trotz sei-
nes klinischen Einsatzes bei der Behandlung von Patientinnen
mit Eierstockkrebs und ungeachtet der Tatsache, daB es als
groBerer Fortschritt in der Krebs-Chemotherapie gefeiert wird,
ist ein grofer Nachteil von Taxol seine extrem geringe Wasser-
16slichkeit (<35 % 107¢ ™). Sie ist der Grund dafiir, daB es in
einer Mischung mit Cremaphor (einem polyoxyethylierten Rizi-
nusdl) und Ethanol verabreicht wird. Diese Darreichungsform
1ost hdufig signifikante Nebenwirkungen aus, zu denen starke
Uberempfindlichkeitsreaktionen gehdren!®. Obwohl einige die-
ser klinischen Probleme durch medikamentdse Vorbehandlung
und langsame Infusion des Medikaments iiber lingere Zeitab-
stinde umgangen werden kdnnen'), ist es eher mithsam, das
vollstindige Behandlungsprotokoll zu erstellen; einc umfassen-
de Uberwachung der Prozeduren und der Patienten ist erforder-
lich!'®1, Die klinische Anwendung des Medikaments wurde we-
gen seiner beeindruckenden Wirksamkeit trotz dieser Mangel
vorangetrieben. Mit einer wasserldslichen Form von Taxol
konnten diese Schwierigkeiten vollig vermieden werden und so-
wohl seine Anwendungsmoglichkeiten erweitert als auch sein
pharmakologisches Profil drastisch verbessert werden.

Es sind zahlreiche Versuche unternommen worden, die L&s-
lichkeit und die pharmakologischen Eigenschaften des Taxols
zu verbessern!'! 7171 Zy den bemerkenswertesten Taxolderiva-
ten, die bisher synthetisiert wurden, gehoren jene, bei denen die
C-2'- und die C-7-Hydroxygruppe des Molekiils funktionalisiert
sind und die bei In-vivo-Aktivierung unter Freisetzung von Ta-
xol zerfallen. Verbindungen dieser Art, also solche, bei denen
der Wirkstoff erst im Korper freigesetzt wird, werden als Pro-
drugs bezeichnet. Infolge fortdauernder Schwierigkeiten mit der
Loslichkeit und der Bioverfiigbarkeit konnte sich keines dieser
Prodrugs in der klinischen Anwendung durchsetzen. Um diese
Verbindungen mit Erfolg einsetzen zu kénnen, miissen ihre Ei-
genschaften gleichsam auf Messers Schneide stehen: Einerseits
miissen sie fiir die Verabreichung hydrophil sein, andererseits
miissen sie fiir thcrapeutische Zwecke lipophil sein. Dariiber
hinaus miissen sie sich schrell von der hydrophilen in die lipo-
phile Form umwandeln, um eine Ausscheidung iiber die Nieren
zu vermeiden.

Im Rahmen eines Arbeitsprogramms, dessen Ziel der Entwurf
und die chemische Synthese neuer C-2'- und C-7-Derivate des
Taxols ist, stellten wir Taxol-2'-methylpyridiniumacetat, Taxol-
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2: Taxol-2'-methylpyridiniumacetat
(Taxol-2'-MPA)
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Abb. 1. a) Formeln von Taxol 1 und Taxol-2'-MPA 2; b) Synthese von Taxol-2'-
MPA 2; und ¢) méglicher Mechanismus der Freisetzung von Taxol 1 aus Taxol-2'-
MPA 2. Methode: Taxol (10.2 mg, 0.012 mmol) wurde in Dichlormethan (0.4 mL})
gelost und bei Raumtemperatur unter trockenem Argon nacheinander mit frisch
destilliertem Triethylamin (5 uL, 0.036 mmol, 3 Aquiv.) und 2-Fluor-1-methylpyri-
diniumtosylat (10.0 mg, 0.035 mmol, 2.9 Aquiv.) versetzt. Die klare. farblose L3-
sung nahm schnell eine schwach getbe Firbung an. Nach 30 min Rithren bei Raum-
temperatur war die Reaktion vollstindig (kein Taxol mehr vorhanden). Die
anschlieBende HPLC-Analyse (Vydak 22.5 mm x 250 mm C18-Siule, Gradient aus
10 mm NH,OAc-Puffer (pH 6.0)/Methanol, 9 mLmin~*, UV, R;: Taxol-2-MPA,
26.2 min; Taxol, 28.2 min) zeigte nur eine Verbindung. Das Rohprodukt wurde mit
HPLC gereinigt und ergab nach Entfernung des Ldsungsmittels im Vakuum Pro-
dukt 2 (11 mg) in 90% Ausbeute. 'H-NMR (CDCl,, 500 MHz): § = 1.07 (s, 3H,
C16-H), 1.11 (s, 3H, C17-H), 1.62 (s, 3H, C19-H), 1.76 (s, 3H, C18-H), 1.85 (m,
1H, C6-p-H), 2.00 (s, 3H, C10-OAc), 2.1-2.2 (bm, 2H, C14-H), 2.2 (s, 3H, C4-
0Ac), 2.53 (s und m iiberlagert, 4 H, C6-H, Gegenion QAc), 3.67 (d,1H, J =7.0 Hz,
C3-H). 4.05 (s, 3H, N-CH3), 4.10(d, 1H, J = 8.5 Hz, C20-H, A von AB), 4.22 (d,
1H, J = 8.5, C20-H, B von AB), 4.31 (dd, 1H, J = 8.7, 10.7 Hz, C7-H), 4.87 (dd,
1H,J=1.0,7.7,C5-H), 5.50 (d, 1H, C2-H, J =7.0}, 5.70 (bt, 1H, J = 8.0, C2'-H),
5.95 (dd, 1H, J =1.0, 8.0, C13-H), 6.20 (s, 1H, C10-H), 6.46 (bd, 1H, J =10.0,
C¥-H), 7.08 (t, 1H, N-H, J =7.5), 7.33--7.45 (m, TH, Ar-H), 7.57 (t, 2H, J = 8,
Ar-H), 7.69 (d, 2H, J = 9.0, Hz, Ar-H), 7.79 (d, 1 H, / = 9.0Ar-H), 8.01 (dd, 2H,
JF=1.0,80, Ar-H), 814 (d, 1H, J = 8.0, Ar-H), $.29 (4, 2H, /=70, Ar-H), 8.41
(t,1H,J =7.0, Py-H), 10.48 (d, 1 H, J =7.0, Py-H). IR (in Substanz, KCI-PreBling)
“fem ] = 3640-3120 (bm), 30302870 (bm), 2320 {m), 1720 (s}, 1630 (m), 1560
(m}, 1500 (m), 1360 (s). 1160 (m), 1070 (m), 700 (m). UV/VIS (CHCL}):
Aue [nm] = 254, 280. FAB-HRMS: ber. fir M+ C,,H,,0,,N,: 945.3810; gef.
945.3810.
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2'-MPA 2, her (Abb. 1a), eine Verbindung, die ziemlich reaktiv
gegeniiber einem nucleophilen Austausch sein sollte!'®!. Die
Synthese dieser Verbindung gelang nach der Methode von Mu-
kaiyama et al. aus Taxol 1 und 1-Fluor-1-methylpyridinium-
tosylat (1.2 Aquiv.) in Dichlormethan (25 °C, 0.5 h)1*®1. Reini-
gung iiber Umkehrphasen-Hochdruckflissigkeitschromatogra-
phie (RP-HPLC) und nachfolgendes Lyophilisieren unter Aus-
tausch des Gegenions (Tosylat gegen Acetat) ergab reines
Taxol-2'-MPA 2 als weiflen, amorphen Feststoff in einer Aus-
beute von 90% (Abb. 1b). Spektroskopische und analytische
Daten stimmen mit Struktur 2 {iberein. Erste Untersuchungen,
die nachstehend beschrieben werden, zeigten, da} diese Verbin-
dung eine Reihe von wichtigen Eigenschaften hat: Hydrolyse-
stabilitdt, hohe Wasserldslichkeit, die Fihigkeit, in menschlichem
Plasma schnell Taxol freizusetzen, Cytotoxizitit und Antitumor-
eigenschaften dhnlich denen des Taxols sowie die Fahigkeit zur
Selbstorganisation.

Taxol-2'-MPA 2 ist sowohl in festem Zustand als auch in wiBri-
gen Losungen sehr stabil. Bei allen Untersuchungen wurden als

0044-8249/94/1515-1672 8 10.06+.25/0 Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 15/16

1-Methylpyridinon



ZUSCHRIFTEN

alleinige Zersetzungsprodukte Taxol 1 und das Pyridinon, das bei
der Hydrolyse des Pyridiniumsalzes entsteht (Abb. 1¢), nachge-
wiesen. Infolge der unterschiedlichen Retentionszeiten unter den
angewendeten HPLC-Bedingungen und der unterschiedlichen
UV-Absorptionsmaxima (A4,g0/4,s, =1.6 fiir 2 und 0.3 fiir 1),
konnte die Stabilitat von 2 leicht mit HPLC unter UV-Detek-
tion gepriift werden. Taxol-2'-MPA 2 ist in festem Zustand bei
Raumtemperatur mindestens 30 Tage vollig stabil. In Wasser,
Sproz. Dextrose- oder 0.9proz. Salzlésung ist 2 bei Raumtempe-
ratur einige Tage stabil (Abb. 2), eine langsame Zersetzung setzt
nach 4 Tagen ein. In Phosphat-gepufferter Salzldsung (PBS)

|

l steriles Wasser oder
PBS (pH 6.2) oder
5% Dextrose-Lésung

0.94

0.8
0.7+
0.6
0.5+
0.4

l—— menschliches Serum

0.3

0.2

[freies Taxol-2'-MPA]/[Taxoi]

0.14

c 1 1 T 1 1] T 1 T i T
120 180 240 300 360 420 430 540 600 66O

tls] —

T
0 60

Abb. 2. Geschwindigkeit der Freisetzung von Taxol aus Taxol-2'-MPA 2 in wilri-
gen Losungen bei 25 °C. In Wasser und wiBrigen Pufferldsungen (horizontale Linic)
151 2 slabil. Dagegen beweist die Dichlormethan-Extraktion von Plasma, das mit 2
behandelt worden war, daB 2 in diesem Medium innerhalb von 10 min vollstindig
in Taxol 1 umgewandelt wird (Kurve, 20% der Gesamtmenge wurde bei dieser
Extraktion zuriickgewonnen). Methode: Taxol-2-MPA 2 wurde mit ciner fiinfmi-
niitigen Ultraschallhehandlung im wiBrigen System geldst. Zu den angegebenen
Zeiten wurden Proben entnommen, in Dichlormethan gegeben (um die Reaktion
abzubrechen) und mit einem Waters-Maxima-HPLC-Geriit analysiert, das mit ei-
nem Autoinjektor bestiickt war [3.9 x 300 mm C18-Sédule mit einer Vorsdule be-
stiickt; FlieBgeschwindigkeit 1.5mLmin~*; Elutionsmittelgradient A-B iiber
30 min, wobei A 80% 80 mmM Ammoniumacetat (pH 6.0) und B 100% Methanol;
UV-Dioden-Array-Detektor]. Das Verhiltnis von 2 (R; =16.2 min) zu Taxol (1,
R; =16.8 min) wurde aus den relativen Flichen der Signale bestimmt (nach Nor-
mierung mit zuvor bestimmten Eichkurven). Die Stabilitdtsuntersuchungen in wiB-
rigen Losungen wurden iiber einen Zeitraum von iiber zwei Wochen fortgesetzt.
Dabei trat in den gepufferten Losungen geringfiigig Zersetzung auf.

oder Ammoniumacetat-Puffern mit pH 6.0 bis 7.3 ist 2 bei
Raumtemperatur mindestens 21 Tage stabil. In Sproz. HCI
(pH 1.1), Kochsalzlosung (ca. 6 M wiBrige NaCl-Lésung),
ebenso wie in wiiirigen ethanolischen Losungen ist Taxol-2'-
MPA 2 in unterschiedlichem MaBe begrenzt stabil. Am wichtig-
sten ist jedoch, daB} 2 sich schnell in Taxol 1 umwandelt, wenn es
bei 37 °C mit menschlichem Plasma behandelt wird (< 10 Minu-
ten, Abb. 2). Auch mit reinem Albumin wird schnell Taxol 1
freigesetzt. Dariiber hinaus wurden nach Verabreichung von
tritiiertem 2 an Mduse nur 5% der Verbindung als Taxol iiber
die Nieren ausgeschieden, ein Ergebnis, das in vélliger Uberein-
stimmung mit dem Verhalten von Taxol selbst steht!2°]. Diese
Ergebnisse weisen nachdriicklich darauf hin, daB 2 in vivo als
ein Prodrug von Taxol fungiert. Es ist zu beachten, daB die
ausgezeichnete Bioverfligbarkeit von 2 im Gegensatz zu einer
Reihe bekannter Protaxole!!® steht, die schnell iiber die Nieren
ausgeschieden werden™!l. Die Freisetzung von Taxol aus 2 ist
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vermutlich das Ergebnis eines nucleophilen Angriffs von Wasser
oder einem anderen Nucleophil auf die 2-Position der Pyri-
diniumeinheit, wie er in Abbildung 1¢ gezeigt ist. Unklar ist
noch, ob diese schnelle Reaktion in menschlichem Plasma
Enzym-unterstiitzt verlauft.

Die Loslichkeiten und Verteilungskoeffizienten von Taxol-2'-
MPA 2 und Taxol 1 wurden mit HPLC bestimmt. In 100 mm
Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung (PBS) betrug die Loslich-
keit von 2 1.5mM, und der Verteilungskoeffizient (Octanol/
Wasser) betrug 50 (Taxol: <0.0015 mM bzw. 10000). Die Los-
lichkeit von Taxol liegt an der Nachweisgrenze des verwendeten
HPLC-Geriits und bildet somit einen oberen Grenzwert. Die
Loslichkeit von 2 dagegen reprisentiert einen unteren Grenz-
wert, weil eine Konzentration gewihlt wurde, bei der die Lésung
klar und nicht kolloidal war. Verbindung 2 zeigt in mehreren
Puffersystemen im pH-Bereich von 6.2 bis 7.4 dhnliche Loslich-
keiten. In reinem Wasser scheint die Loslichkeit nur durch die
Bildung klarer, farbloser Gele bei hohen Konzentrationen
(> 20 mmM) begrenzt zu sein. Diese Daten zeigen deutlich, da3 2
in Wasser um GroBenordnungen besser 18slich ist als die
Stammverbindung Taxol 1. Die Ldslichkeiten von 2 in einer
Reihe von wibBrigen Systemen sind betrichtlich hoher als die
klinisch relevanten Dosen (3—30 pM) von Taxol.

Mikrotubuli-Polymerisation/Depolymerisations-Experimen-
te?! mit Taxol-2'-MPA 2 zeigten Effekte, die denen sehr ih-
neln, die mit Guanosin-5'-triphosphat(GTP)-Kochsalzlosungen
in Kontrollversuchen beobachtet wurden. Sie unterscheiden
sich aber drastisch von den Effekten, die von Taxol hervorgeru-
fen werden. So stabilisierte 2 die Mikrotobuli bei Zugabe von
CaC(l, nicht, was die fehlende intrinsische Aktivitit der Verbin-
dung und ihre chemische Stabilitdt im Versuchsmedium wider-
spiegelt. Dieser Befund stimmt mit dem Verhalten anderer 2'-
substituierter Derivate iiberein!?3~ 2], Taxol 1, das aus mensch-
lichem Plasma zuriickgewonnen wurde, zu dem Verbindung 2
zugegeben worden war, zeigte die erwartete Stabilisierung der
Mikrotubuli, was beweist, daf 2 als Prodrug fiir Taxol fungiert.

Taxol-2'-MPA 2 wurde auf seine Cytotoxizitit gegeniiber einer
Auswahl von Zellinien gepriift, zu denen Leukdmie-, Eierstock-,
Lungen- und Brustcarcinome und Melanomzellen gehérten
(Abb. 3). Die Cytotoxizititsprofile von 2 wurden mit denen von
Taxol verglichen. Sie sind recht dhnlich, obgleich einige Unter-
schiede zu erkennen sind. Beide Verbindungen zeigten 1C,,-
Werte im Bereich von 107% bis 1072 M und Mittelwerte nahe
1 nM. Extrem hohe Cytotoxizitit wurde fiir menschliche Leuk-
dmie, metastasierende Melanome und cervicale Carcinome ver-
zeichnet. Insgesamt — und wie fir ein Taxol-Prodrug zu erwar-
ten —zeigt 2 die gleiche bemerkenswerte Tumorzellenselektivitit
und Zellinienspezifitdt wie Taxol.

Die vielversprechenden In-vitro-Ergebnisse und das Ldslich-
keitsprofil von Taxol-2'-MPA 2 veranlaBten uns, sein In-vivo-
Verhalten zu untersuchen und es mit dem von Taxol zu verglei-
chen. Dazu wurden nackte Méduse mit menschlichen Prostata-
carcinom-Xenotransplantaten verwendet (Abb. 4). Im Gegen-
satz zu Taxol 1 wurde Verbindung 2 ohne Cremaphor in steriler
Sproz. wiBriger Dextroselosung verabreicht. Damit wurde bewie-
sen, daf} die Verbindung einfach in Form einer Pille verabreicht
werden kann und somit ein erster Vorteil gegeniiber der Stamm-
verbindung aufgezeigt. Mehrere Experimente mit Miusen bele-
gen, daf} Taxol-2'-MPA die gleiche wachstumshemmende Wir-
kung auf Tumore hat wie Taxol bei gleicher molarer Konzentra-
tion; dabei haben beide Verbindungen deutliche Antitumor-Ei-
genschaften, wie der Vergleich mit Kontrollversuchen zeigt
(Abb. 4). Am beeindruckendsten ist ein Befund aus Untersu-
chungen mit dquimolaren Dosierungen bei der maximal tole-
rierten Dosis (MTD) Taxol: Wihrend die Taxolgruppe deutlich
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Chinese hamster ovary cells (CHO)
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toxisch war (vier von acht Tieren am Ende
der Studie tot), zeigte Taxol-2'-MPA kei-
ne sichtbare Toxizitdt (vier von acht Tie-
ren dieser Gruppe waren am Ende dieser
Studie zusétzlich tumorfrei).

Die ungewdhnliche Struktur von Ta-
x0l-2’-MPA und seine hohe Loslichkeit in
wilBrigen Medien veranlaBte uns, zu un-
tersuchen, ob diese Verbindung die Fahig-
keit zur Selbstorganisation hat. Moleku-
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Abb. 3. Cytotoxizititen von Taxol-2'-MPA 2 und Taxol 1 gegeniiber einer Reihe von Zellinien. Methode: Die
Zcllen wurden auf Gewebekulturplatten (96 Vertiefungen) mit den folgenden Kontrollen aufgebracht: keine
Zellen und toxische Kontrolle (1 x 10~ * m Natrium-dodecylsulfat(SDS). Der Wirkstoff wurde in die erste Reihe
der Vertiefungen gegeben und nach Standardverdiinnungsmethode ausgehend von diesen Vertiefungen ver-
diinnt. Die Triiger wurden 72 h bei 37°C, unter 3% Kohlendioxid in steriler Luft, in einem feuchtgehaltenen
Brutschrank belassen. AnschlieBend wurde in jede Vertiefung eine Losung (50 uL) von 2,3-Bis(methoxy-4-nitro-
5-sulfophenyl)-3-[{phenylamino)carbonyl]-2 H-tetrazoliumhydroxid XTT, 1 mgmL ™!} in PBS (100 mM) gege-
ben. In Anwesenheit von lebensfahigen Zellen wird diese farblose klare Losung enzymatisch umgewandelt, was
zu einer Rosafirbung fiihrt. Dic Gewebekulturplatten wurden bei 450 nm mit einem Mikroplattenleser (Molecu-

lar Devices Thermomax) gelescn.
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Abb. 4. Tn-vivo-Wirksamkeit von Taxol-2-MPA 2 im Modell mit nackten Méiusen
mit Prostatatumor-Xenotransplantaten: 5% Dextrose (@), Taxol (A) und Taxol-2'-
MPA (o). Methode: Das Tumormeodell wurde aus einer ATTC-PC-3-Prostatatu-
morzellinie erzeugt, die unter Standard-Zellvermehrungsbedingungen gehalten
wurde (37°C, 5% Kohlendioxid in steriler Luft). Jede Gruppe bestand aus acht
zufillig ausgewihlten weiblichen nackten Mausen, so daB sich eine Gesamtpopula-
tion von 24 ergibt. Mit einem Hidmocytometer gezihlte Zellen, die in Hanks Me-
dium (Gibco, Grand Island, NY) suspendiert wurden, wurden subkutan implantiert
(10% Zellen in 0.4 mL je Maus). Das Wachstum der festen Tumore wurde jeden
dritten Tag kontrolliert und das Volumen gemiB der Gleichung (Lidngex
Breite)?(0.5) bestimmt. Aquimolare Mengen der Testverbindungen (1.0 um) wurden
an den Tagen 1, 3, 5, 7. 9 und 11 intraperitoneal injiziert, wobei folgende Medien
benutzt wurden: Kontrolle, 5% Dextrose in Wasser (D5W); Taxol, suspendiert in
Cramaphor/D5W (5/95, 18.0 mgkg ™! Korpergewicht des Tieres); Taxol-2'-MPA,
geldst in DSW (23.9 mg/kg K orpergewicht des Tieres). Die Verfahren zur Aufrecht-
erhaltung von Tumoren und experimentelle Einzelheiten entsprachen den Protokol-
len, die vom Developmental Therapeutics Program des National Cancer Institute
(NCI) veroffentlicht werden. Folgerungen iiber die Wirksamkeit warden mit ANO-
VA (Varianzanalyse) gezogen, gefolgt vom t-Test (statistisches Verfahren). Zum
Beispiel: Tag 9 (schlimmster Fall): Nachdem ANOVA auf 0.06-Nivcau cine signifi-
kante Varianz zeigt, ergibt der t-Test, daB Taxol und Taxol-2’-MPA sich auf 0.04-Ni-
veau deutlich von den Kontrollen unterscheiden. Nach Tag 9 ist jeder Datensatz bei
einer Vertrauensgrenze von iiber 0.05 deutlich verschieden von den anderen. Die
Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt.
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W Taxol lare Selbstorganisation ist ein Phdnomen
von betrichtlichem aktuellen Interesse.
Ein erheblicher Reiz riihrt von der Mog-
— T lichkeit her, mit diesem Prozefl Nano-
9 -10 -11 -12 -13 strukturen mit potentiellen Anwendungen

in der Materialforschung und in der Me-
dizin aufzubauen!?®~28), Tnmitten dieser
Untersuchungen stehen die Beitrige der
Chemie, die den Entwurf und die Synthese
selbstorganisierender Molekiile beinhal-
ten, zu denen auf Lipiden basierende!*!
und H-verbriickte Strukturen geho-
ren®%. Auch lebende Systeme bedienen
sich zum Aufbau von Nanostrukturen in
weitreichendem Ausmaf} der Selbstorga-
nisation. Ein bekanntes Beispiel sind die
Mikrotubuli, das Ziel von Taxol in der
Zelle311,

Taxol-2'-MPA 2 organisiert sich — abhingig von der Natur
des Mediums — zu mehreren Arten von Molekiilverbinden, dar-
unter reguldre Helices und Micellen. Dieser eher zufillige Be-
fund iberrascht nicht, denn die molekulare Struktur von 2 ist
ideal zur Selbstorganisation geeignet!327 341 Sje verbindet ein
stark hydrophobes Segment (Taxolgeriist) mit einem polaren
Teil (Pyridiniumeinheit), eine charakteristische Eigenschaft
mehrerer selbstaggregierender Molekiile. Dieses Verhalten
kennt man von planaren Amphiphilen wie dem antiasthmatisch
wirkenden Dinatriumcromoglycat; bei kugelformigen Molekii-
len wie dem hier diskutierten ist es unseres Wissens nach unbe-
kannt. Dariiber hinaus induziert die Chiralitit der Struktur al-
lem Anschein nach eine Helicitét in den langen Nanostrukturen,
die aus diesem Bauelement aufgebaut werden'®*~ 381, Wihrend
wiBrige Losungen von 2 bei allen untersuchten Konzentrationcn
(<1x1073 M) optisch klar waren, zeigten gepufferte Losungen
mit Konzentrationen iiber 1 x 10~ M mit dem bloBen Auge be-
trachtet einen blauen Schimmer und eine diffuse Streuung mo-
nochromatischen Lichts, beides charakteristische Eigenschaften
von Kolloiden. Bei hdheren Konzentrationen bilden sich kollo-
idale Gele. UV-Absorptionsmessungen bei 340 nm, einer Wel-
lenldnge, bei der 2 nicht absorbiert, zeigten einen exponentiellen
Anstieg der optischen Dichte (OD) iiber 4 x 10™* M. Auch dieser
Befund ist charakteristisch fiir die Bildung eines Kolloids.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bestitigte die
Anwesenheit von supramolekularen Strukturen in diesen Lo-
sungen. So zeigten 1 mm Losungen von 2 in PBS bei TEM-Un-
tersuchungen cinheitliche Aggregate von fibrillirer Struktur
(Abb. 5A) mit helicalen Konformationen. Diese Nanostruktu-
ren waren unterschiedlich lang (bis zu 80 nm), wiesen aber einen
konsistenten Durchmesser von ca. 8§ nm mit einer helicalen Dre-
hung von etwa sieben Einheiten pro Windung (Abb. 5, Ein-
schub). Zusitzlich enthielten frisch beschallte wiBrige Losun-
gen von 2 (1 mm) sphirische Strukturen (Abb. 5B) mit einem
einheitlichen Durchmesser von etwa 5 nm, wihrend hochkon-
zentrierte Losungen (kolloidal, ca. 2 x 10™3 M) eine komplizier-
tere molekulare Architektur offenbarten. Die urspriinglichen
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Abb. 5. A) Dic TEM-Aufnahme von Taxol-2'-MPA 2 (1 mM in 100 mM PBS) bei
25000facher VergroBerung (Negativfarbungen mit Phosphowolframat) zeigt die
helicalen fibriltiren Nanostrukturen, die in gepufferten Losungen dieser Verbin-
dung obcrhalb der kritischen Aggregationskonzentration (CAC) vorliegen. B) Die
TEM-Aufnahme von Taxol-2-MPA 2 (1 mm in H,0) bei 45000facher Vergrofe-
rung (Negativfarbung mit Uranylacetat) zeigt die sphirischen Nanostrukturen, die
in nicht-gepufferten Losungen dieser Verbindung iiber der CAC vorliegen. Ein-
schub: Die VergroBerung einer der Fibrillen von Teilbild A zeigl die helicale Verdril-
lung.

Fiden hatten sich zu weiteren Uberstrukturen zusammengela-
gert (Abb. 6).

Wir haben die neuen physikalischen, chemischen und biologi-
schen Eigenschaften von Taxol-2’-MPA 2 beschrieben, einer
Verbindung, die in einem Schritt in hoher Ausbeute aus Taxol 1
zuginglich ist. Diese Verbindung 2 ist, sowohl in Bezug auf die
Léslichkeit in wiBrigen Medien als auch beziiglich des In-vivo-

“‘iu\ 18 i
L N

Abb. 6. TEM-Aufnahme von Taxol-2-MPA 2 (2mM in 100 mM PBS) bei
10000facher Vergroferung.

Verhaltens gegeniiber Tumor-Xenotransplantaten, der Stamm-
verbindung Taxol 1 als Antitumormittel iiberlegen. Die hier
prisentierten Daten lassen vermuten, daB Taxol-2-MPA 2 ein
Hauptkandidat fir die Entwicklung zum Antitumormittel ist.
Andere Taxane, z.B. Taxotere!*”), konnten analog modifiziert
werden, um zu effektiveren Wirkstoffen zu gelangen. Dariiber
hinaus kdnnten andere funktionelle Gruppen dhnlich der Pyri-
diniumeinheit an den 2'-, 7- oder anderen geeigneten Positionen
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der Taxane eingefiihrt werden, um die neuen Einheiten mit sol-
chen Eigenschaften auszustatten. Die beeindruckenden Eigen-
schaften dieses Wirkstoffs kénnten seiner Fahigkeit zugeschrie-
ben werden, sich in wilrigem Medium selbst zu Nano-
strukturen zu organisieren. Momentan versuchen wir, den Zu-
sammenhang zwischen Nanostruktur und Wirkstoffaktivitit
aufzukliren.
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