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1 Einleitung
1.1 Geschichte der Naturheilkunde

Bereits in prahistorischen Zeiten bedienten sich die Menschen nicht nur auf der Suche
nach Nahrung, Baumaterialien oder Kleidung, sondern auch nach Heilung in der Natur.[*]
Die ersten medizinischen Anwendungen von Pflanzen beruhten dabei auf den
Erfahrungen und Beobachtungen unserer Vorfahren.[? Dieses Wissen wurde in Form von
miindlichen oder schriftlichen Uberlieferungen weitergegeben, was u.a. mesopotamische
Keilschrifttexte mit ca. 15 pflanzlichen Rezepturen aus der Zeit um 3000 v.Chr.
belegen.Bl Der erste schriftliche Beleg Uber die praktizierende Arztin und
Pflanzenheilkundlerin Merit Ptah aus Agypten reicht bis in die Zeit um 2700 v.Chr.
zuriick.? 4 Etwa 700 Jahre spéter entstanden die ersten Uberlieferungen der indischen
Heilkunde (Ayur-Veda) gefolgt von den auf ca. 1600 v.Chr. datierten Funden aus
agyptischen Konigsgrabern. Der Papyrus Eberst®! zihlt dabei zu den beriihmtesten und
mit 877 Rezepten auch zu den umfangreichsten schriftlichen Uberlieferungen.[? Als die
wissenschaftlich anspruchsvollste schriftliche Arzneimittellehre des Altertums z&hlt das
Werk ,,De Materia Medica“ des griechischen Arztes Pedanios Dioskurides (1. Jh n.Chr.).
In dem finfbéndigen Buch sind u.a. Beschreibungen von ca. 800 arzneilichen Pflanzen
enthalten.®! Damit war der Grundstein fiir die Entwicklung der Pflanzenheilkunde gelegt,
welche im Mittelalter ihre Blitezeit erreichen sollte.
Berihmte Personlichkeiten, wie Hildegard von
Bingen (1098-1179), deren Werke wie z.B. die
,Physika der Heilpflanzen“ auch heute noch als
Standardwerke der Pflanzenheilkunde gelten, trieben
die Entwicklung signifikant voran. Dabei waren die
Grinde fir die Wirksamkeit verschiedener |
Heilpflanzen und  Naturstoffe zun&chst noch
unbekannt und deren  Verwendung basierte &=
hauptséchlich auf empirischen Untersuchungen. -

Einer der Ersten, der Heilpflanzen nicht nur

medizinisch verwendete sondern sie auch chemisch  App 1- Arzt und Alchemist
aufbereitete, war der Arzt und Alchemist Paracelsus ~Paracelsus.™
(1493/4-1541, Abb. 1)1 Mit seiner alchemistischen Arzneizubereitung (Spagyrik)

wird er auch als Pionier chemisch hergestellter Arzneimittel angesehen. Er war auch der
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Erste, der die Wirkung von Heilpflanzen auf deren Inhaltsstoffe zuriickfiihrte.[] Damit
waren die Grundsteine flr pflanzliche Naturstoffe und davon abgeleitete Wirkstoffe
gelegt. In der heutigen Forschung bilden Naturstoffe den GroRteil der Inspirationsquellen
fir die Entwicklung neuer Arzneimittel und Wirkstoffe.’! Die statistischen
Untersuchungen nach NEwMAN und CRAGG!Y belegen diese Aussage ebenfalls. Etwa
50% aller im Zeitraum von 1981 bis 2014 neuzugelassenen Wirkstoffe sind demnach

Naturstoffe bzw. naturstoffabgeleitete Derivate.

1.2 Die Krankheit Krebs
1.2.1 Inzidenz und Mortalitat von Krebserkrankungen

Trotz bahnbrechender medizinischer Fortschritte in den letzten Jahrzehnten ist Krebs
weiterhin eine der toédlichsten Krankheiten weltweit. Im Jahr 2018 sind von der
Internationalen Agentur fur Krebsforschung (IARC) weltweit 9.6 Millionen Krebstote
sowie insgesamt 18.1 Millionen Neuerkrankungen geschatzt worden.[** Im Vergleich zur
letzten Schéatzung im Jahr 2012 entspricht das einer Steigerung der Mortalitdt um etwa
17% sowie in etwa 28% mehr Neuerkrankungen.? In Abb. 2 ist die Entwicklung dieser
Schatzungen seit dem Jahr 1990 sowie die Prognosen fiir die kommenden Jahre graphisch

dargestellt.

Anzahl / Mio
[
D

1990 2000 2002 2008 2012 2018 2020 2025 2030 2035 2040
Jahr

=@=—Todesfalle Neuerkrankungen

Abb. 2: Entwicklung der Anzahl krebsbedingter Todesfalle sowie Neuerkrankungen weltweit im Zeitraum
von 1990-2018[11-151 sowie Prognosen bis 2040 nach IARC€],

Darin zu erkennen ist das stetige Ansteigen sowohl der Todesfélle als auch der

Neuerkrankungen. Weiterhin zeigen die Prognosen, dass diese Zahlen bis zum Jahr 2040
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auf 16.4 Millionen krebsbedingte Todesfalle und etwa 29.5 Millionen Neuerkrankungen
ansteigen konnen. Dies verdeutlicht die Dringlichkeit weiterer Forschungen sowohl auf
den Gebieten der Behandlung als auch der Diagnose von Krebs.

Deutschlandweit lagen die Schétzungen fir die Anzahl an krebsbedingten Todesféllen
sowie Neuerkrankungen im Jahr 2018 bei ca. 247462 bzw. 608742.'7] Dabei zéhlte
Lungenkrebs mit einer Mortalitat von 50560 (20%) zu den hé&ufigsten Todesursachen.
Die Krebsart mit den meisten Neuerkrankungen im Jahr 2018 in Deutschland ist
Brustkrebs (71888, 11.8%) dicht gefolgt von Lungenkrebs (66749, 11%). Wie eine
weitere Statistik des Statistischen Bundesamtes Destatis zeigt, war Krebs im Jahr 2016
wie auch schon in den Vorjahren neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweith&ufigste

Todesursache.[®!

1.2.2 Entstehung maligner Tumore

Als Tumor wird in der Medizin eine abnorme Gewebeneubildung bezeichnet, die durch
Defekte in der zellularen Wachstumskontrolle, der Ausdifferenzierung sowie Stérungen
des programmierten Zelltodes ausgelost werden kann. Auf Grundlage der
Wachstumseigenschaften eines Tumors erfolgt die Einteilung in gutartige (benigne) und
bdsartige (maligne) Formen. Benigne Tumore zeichnen sich durch ein langsames und
verdrangendes Wachstum aus. Sie sind nicht zur Invasion umliegenden Gewebes befahigt
und lassen sich haufig mittels therapeutischer MaRnahmen vollsténdig heilen.[* Maligne
Tumore hingegen sind durch ein schnelles, invasiv-destruierendes Wachstum geprégt. Sie
besitzen zudem die Fahigkeit zur Metastasierung in benachbartes Gewebe.[*> 2% Dije
Entstehung maligner Tumore kann u.a. genetisch oder umweltbedingt sein oder durch
chemische, biologische und physikalische Karzinogene verursacht werden, wobei alle
Ursachen von Krebs auf eine Schadigung der Erbsubstanz bzw. Mutation von Zellen

zuriickgefiihrt werden kénnen.[?t 22

1.2.3 Behandlung von Krebserkrankungen

1.2.3.1 Diagnostik malignen Gewebes

Ebenso wichtig wie die Therapie von Tumoren ist deren Diagnostik sowie die exakte
Lokalisierung des betroffenen Gewebes. Je friher ein Tumor diagnostiziert wird und je

genauer die Krebszellen lokalisiert werden kdnnen, desto besser kann eine Behandlung
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mittels geeigneter Therapieformen geplant und durchgefiihrt werden und desto hoher sind
die Chancen auf Heilung.[?®! Zur Diagnose von Tumoren kénnen neben der Anamnese
mit klinischer Untersuchung, Laboranalysen oder Gewebeentnahmen eine Reihe
bildgebender Verfahren angewendet werden. Durch die moderne Bildgebung lassen sich
heutzutage viele wichtige Informationen zu Tumorart, -ausdehnung und -infiltration auf
minimalinvasivem Weg gewinnen.” Zu den haufig angewandten Methoden zahlen
dabei die Magnetresonanztomograpie (MRT), die Single Photon Emission Computed
Tomography (SPECT) oder die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), bei denen

diverse Kontrastmittel oder Tracer zum Einsatz kommen.[?!

1.2.3.2 Mdgliche Therapieanséatze

Im Wesentlichen sind drei wichtige Methoden zur Therapie maligner Tumore in
Anwendung. Neben den beiden lokal wirkenden Therapieformen der Strahlentherapie
und der onkologischen Chirurgie, stellt die systemisch wirksame zytostatische
Chemotherapie eine weitere wichtige Methode der Tumorbehandlung dar.[?8! Daneben
gibt es weitere klinisch relevante Therapieansatze wie z.B. die Hormontherapie oder die
Immuntherapie (Kapitel 1.2.3.4) sowie einige derzeit untersuchte Methoden, wie z.B.
Hyperthermie, Kryochirurgie oder Laserchirurgie.[?”l Je nach Art des malignen Gewebes
und Fortschrittsstadium des Tumors wird eine Methode bzw. geeignete Kombinationen
zur Behandlung gewdhlt. Der medikamentGse Therapieansatz ist dabei in der Lage
sowohl den Primértumor als auch lymphogen oder hdmatogen streuende Tumorzellen,
also Metastasen zu bekdmpfen.[?8] Die zytostatische Chemotherapie ist durch eine Reihe
an Zielpunkten gekennzeichnet. Viele Zytostatika wirken starker auf schnell
proliferierendes Gewebe (z.B. Tumore) als auf Zellen mit normalem Wachstum.?]
Daraus resultiert eine begrenzte Spezifitit beziiglich bestimmter Tumorzellen.[?®! Um ein
Anwachsen des malignen Gewebes einzudammen soll deren Proliferation weitestgehend
gehemmt werden. Weiterhin sollen in den Tumorzellen zytotoxische Effekte wie der
programmierte Zelltod (Apoptose) oder der Zelluntergang (Nekrose) ausgel6st und
gleichzeitig deren Neubildung (Tumorangiogenese) oder Migration (Metastase)
verhindert werden. 2]

Unter Apoptose versteht man den programmierten Zelltod, welcher dazu dient, einzelne
alte und defekte Zellen gezielt zu entfernen. Dabei laufen eine Reihe biochemischer

Prozesse ab, die letztlich im Tod der Zellen enden. Im Gegensatz zur Nekrose werden
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diese Ablaufe nicht von Reaktionen des Immunsystems wie Entzindung oder Schwellung
des Gewebes begleitet.[’l Eine apoptotische Zelle durchlauft dabei verschiedene
morphologische Verdnderungen. Dabei kommt es unter anderem zur Bildung von
Ausbuchtungen bzw. Blasen (Blebs) an der Zellmembran, was auch als ,,Blebbing*
bezeichnet wird (Abb. 3).% Der Prozess der Apoptose wird zudem begleitet von einer
Schrumpfung des Zellkerns, dessen Fragmentierung sowie dem Abbau von DNA und
endet im Zerfall der Zelle in apoptotische Partikel.[2X Durch geeignete biologische Assays

lassen sich diese Merkmale apoptotischer Zellen nachweisen bzw. beobachten.

kleine oberflachliche
Membran-Blebs

Zellkern

e

Fragmentierung
des Zellkerns apoptotische ” « ."

Partikel \G"

grofRe Membran-Blebs

Abb. 3: Bildung von Ausbuchtungen der Zellmembran (Blebbing) sowie Fragmentierung des Zellkerns

wahrend der Apoptose und Zerfall der Zelle in apoptotische Partikel. Abbildung bearbeitet nach SMITH et
al.xa

Die Chemotherapie ist auch heute noch eine der bedeutendsten Methoden zur Behandlung
malignen Gewebes und eine Vielzahl an Antitumortherapeutika findet bereits klinische
Anwendung.®® Ein Grofteil der auf dem Markt erhaltlichen antitumoralen Substanzen

sind dabei Naturstoffe oder Naturstoffderivate.

1.2.3.3 Entwicklung naturstoffbasierter Chemotherapeutika

Die Verwendung von pflanzlichen Naturstoffen zur Entwicklung neuer
Krebsmedikamente begann in den 1950er Jahren mit der Entdeckung der Vincaalkaloide
wie z.B. Vinblastin sowie der Isolierung der Podophyllotoxine (Abb. 4). Daraufhin
wurden im Rahmen eines im Jahr 1960 von dem United States National Cancer Institute
(NCI) initiierten Forschungsprogrammes eine Reihe neuer Naturstoffe mit
vielversprechenden cytotoxischen Eigenschaften entdeckt.® Dazu zéhlen u.a. die
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Naturstoffe Paclitaxel® oder Camptothecin®! (Abb. 4), welche von den Chemikern
MONROE E. WALL und MANSUKH C. WANI erstmals isoliert und untersucht wurden und
heute klinische Anwendung zur Behandlung von malignen Tumoren finden. Darauf
aufbauend, ist ein Grofiteil der heute bekannten antitumoraktiven Wirkstoffe abgeleitet
von natdrlich vorkommenden Molekdlen. Im Zeitraum von 1981 bis 2014 wurden 174
neue Krebsmedikamente zugelassen. Davon waren 85 Substanzen Naturstoffe bzw.

davon abgeleitete Derivate.*"]

/ OH O
Camptothecin Podophyllotoxin

Abb. 4: Strukturformeln der naturstoffbasierten Chemotherapeutika Vinblastin, Taxol, Camptothecin und
Podphyllotoxin.

1.2.3.4 Aktuelle Fortschritte im Kampf gegen Krebs

In den vergangenen Jahren konnten in der Entwicklung neuer Therapieformen zur
Behandlung von Krebs einige bahnbrechende Fortschritte erzielt werden. Im August 2017
wurden die beiden ersten adoptiven Immuntherapien, sogenannte CAR-T-Zell-Therapien
von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen.l*”! Etwa ein Jahr spéter
erfolgte auch die europaweite Zulassung dieser Therapie durch die Europdischen
Kommission.*¥l Diese von der European Medicines Agency (EMA) als Gentherapien
eingestuften Methoden beruhen auf der Modifizierung korpereigener Abwehrzellen.
Dabei werden vom Patienten stammende T-Lymphozyten (T-Zellen) gentechnisch
modifiziert und mit einem Chiméren Antigen-Rezeptor (CAR) verknupft, welcher in der
Lage ist, spezielle Molekile an der Oberflache maligner Zellen zu erkennen und damit
Tumore aufzusplren. Diese modifizierten T-Zellen werden nach Vermehrung und

anschlieBender Qualitatskontrolle dem Patienten injiziert (Abb. 5, links). Dort binden sie



Einleitung |7

an die entsprechenden Tumorzellen und lésen deren programmierten Tod aus.!3” ! Der
von Novartis entwickelte Wirkstoff Tisagenlecleucel (Abb. 5, rechts) ist unter dem
Handelsnamen Kymriah® auf dem Markt und kann dabei zur Therapie von akuter
lymphatischer Leukamie (ALL) oder diffusen groRzelligen B-Zell-Lymphomen
(DLBCL) eingesetzt werden. Das Immunonkologikum Yescarta® der Firma Kite Pharma
(Abb. 5, rechts) enthélt den Wirkstoff Axicabtagenciloleucel und dient ebenfalls zur
Behandlung von Patienten mit DLBCL sowie priméar mediastinalem groB3zelligem B-Zell-
Lymphom (PMBCL).

Leukapherese R Zell-Infusion

’ \ Produktionsstitte (GMP) ) =
Virus s :
Aktivieren der @ . T/(AJ .

Umprogrammierung Expansion
T-Zellen der T-Zellen der CAR T-Zellen CAR T-Zellen ernten

Abb. 5: Ablauf der Chimaren Antigen-Rezeptor T-Zelltherapie bearbeitet nach TrRAN et al.’ und
Infusionsldsungen der beiden CAR-T-Zell-Therapeutika Kymriah® (Tisagenlecleucel)*! und Yescarta®
(Axicabtagenciloleucel) 4,

Das Konzept der Behandlung von Krebserkrankungen durch Aktivierung des
Immunsystems des Patienten ist keine Erfindung der letzten Jahre. Aufbauend auf
friheren Beobachtungen, bei denen ein Ruckgang von Krebs nach einer Infektion
festgestellt wurde, versuchte der New Yorker Chirurg WiLLIAM COLE bereits 1891 durch
Injektion von Bakterien in Tumore eine Immunreaktion auszulésen, die den Tumor
angreifen wiirde.*?l Seitdem wurden viele therapeutische Ansétze verfolgt, um Tumore
durch das kérpereigene Immunsystem zu bekdmpfen.[*®l Zum ersten Mal berichtete 1955
die Forschungsgruppe um MITCHISON Uber ein spezifisches Targeting von Tumorzellen
durch den adoptiven Transfer von Lymphozyten in Mausmodellen.*y Viele dieser
Untersuchungen, wie spezielle Impfstoffe zur Anregung des Immunsystems, schlugen
jedoch fehl oder fuhrten zu keinen verwertbaren Ergebnissen. Die Schwierigkeit dieser
Methoden liegt in den tumoreigenen Defensivmechanismen gegen die zur Immunabwehr
ausgesendeten T-Lymphozyten. Durch sie kdnnen sich Tumore vor den T-Zellen

verbergen oder durch Expression bestimmter Enzyme sogar deren Wirkung inhibieren.
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(21 Ein Durchbruch in der Immuntherapie gelang erst im Jahr 2011 mit Zulassung des
Medikaments Yervoy (Ipilimumab) zu Behandlung von Melanomen.] Dieser Wirkstoff
fungiert als Inhibitor des Checkpoint-Enzyms CTLA-4, welches normalerweise die
Aktivierung der immuneigenen T-Zellen verhindert bzw. steuert. AnschlieBend kénnen
die T-Zellen das Tumorgewebe ungehindert angreifen und bekdmpfen. Dadurch riickten
neue Inhibitoren fur diverse Checkpoint-Proteine, wie z.B. PD-1 in den Fokus weiterer
Forschungen und trieben die Entwicklung neuer immunbasierter Therapieformen gegen
Krebs voran.[*?l Im Jahr 2018 wurden die beiden Wissenschaftler JAMES P. ALLISON und
TAsukU HoNJo fur ihre bahnbrechenden Forschungen auf dem Gebiet der Immuntherapie
von Tumoren mit dem Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin ausgezeichnet.[!

1.3 Terpenoide Naturstoffe als Leitstrukturen zur Entwicklung neuer Wirkstoffe

1.3.1 Einfuhrung — Grundlagen der Wirkstoffentwicklung

Als Ausgangsstoffe fur die Entwicklung neuer Wirkstoffe dienen oftmals Substanzen, die
bereits selbst pharmakologische Aktivitdit im Hinblick auf einen bestimmten
therapeutischen Einsatz zeigen. Diese als Leitstrukturen bezeichneten Verbindungen
werden durch gezielte chemische Modifizierungen derivatisiert, um deren inharente
pharmakologische Eigenschaften zu optimieren und dadurch den Einsatz als
Therapeutika zu ermdglichen. Die Optimierungen beziehen sich dabei auf Wirkdauer,
Selektivitat sowie Wirkstarke bei gleichzeitiger Minimierung der Toxizitat und der
Nebenwirkungen. 1 Wie bereits in Kapitel 1.1 erwéihnt bilden Naturstoffe den GroRteil

der zur Entwicklung potentieller Wirkstoffe verwendeter Leitstrukturen.

1.3.2 Kilassifizierung und Geschichte der Terpene

Eine bedeutende Klasse von Naturstoffen, tUberwiegend pflanzlicher Herkunft, sind
Terpene, welche sich aus Isopren Untereinheiten zusammensetzen.[*”1 Je nach Anzahl der
Isopren-Einheiten bzw. Anzahl der Kohlenstoff Atome lasst sich eine Einteilung in Hemi-
(Cs), Mono- (C1o), Sesqui- (Cis), Di- (Ca0), Sester- (Ca2s), Tri- (Cao), Tetra- (Cao) oder
Polyterpene (>Ca40) vornehmen, wobei jede Gruppe wiederum in azyklische und zyklische
Verbindungen unterteilt werden kann.[*®!

Entscheidende Forschungsarbeit auf dem Gebiet der Terpene leisteten die beiden

Chemiker OTTO WALLACH und LEopoLD RuZICKA.[* Bereits im Jahr 1885 begann
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WALLACH mit der Erforschung der Triterpene® und veroffentlichte in den folgenden
Jahren zahlreiche wissenschaftliche Publikationen.*l Anhand seiner Untersuchungen
wurde das Isopren als Untereinheit der Terpene identifiziert, was die Grundlage der von
Ruzicka veroffentlichten ,, Isopren-Regel* bildete.5! Fir seine fundamentalen Beitrage
auf dem Gebiet der Terpene wurde WALLACH im Jahr 1910 mit dem Nobelpreis fur
Chemie ausgezeichnet. LEOPOLD RUZICKA trieb die Forschung an Triterpenen weiter
voran und postulierte 1920 erstmals den strukturellen Zusammenhang zwischen Terpenen
und Steroiden. 1930 gelang ihm zudem die Isolierung von Androsteron aus Urin, welches
er neun Jahre spéter erfolgreich in Testosteron umwandeln konnte. Auch er wurde 1939
fir seine Forschungen an Terpenen mit dem Nobelpreis fiir Chemie geehrt.[*l Die
fundamentalen Forschungen von WALLACH und RuziCKA dienten als Grundlagen
zahlreicher fortfiihrender Forschungen an terpenoiden Strukturen. Neben der
Strukturaufklarung  gewannen auch  zunehmend  Untersuchungen  bezuglich
pharmakologischer Eigenschaften an Bedeutung.

Eine wichtige Gruppe der Terpene, die bereits grolRes Potenzial hinsichtlich ihrer
pharmakologischen Eigenschaften zeigte, stellen die Triterpene, speziell pentazyklische
Triterpene dar.521 Etwa 4000 der bekannten Triterpene leiten sich dabei vom Squalan,
bzw. dem strukturverwandten Squalen ab.®® Wichtige Grundgeriiste der pentazyklischen
Triterpene sind z.B. Lupan, Oleanan und Ursan (Abb. 6).

Lupan Oleanan Ursan

Abb. 6: Strukturformeln einiger wichtiger pentazyklischer Triterpen-Grundgeruste.

1.3.3 Platansaure

Platanséure ist ein bisher nur wenig untersuchtes pentazyklisches Triterpen, welches im
Jahr 1963 durch die Forschungsgruppe um ApLIN et al.®*l erstmals in der Rinde von
Platanus x hybrida nachgewiesen wurde und auf dem Lupan-Grundgerist basiert (Abb.
7). Nur wenige Quellen belegen die inhdrenten pharmakologischen Eigenschaften der

Platansaure. Im Jahr 1994 untersuchten FuJiokA et al.[® die Inhaltsstoffe der Blatter von
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Syszygium claviflorum, wobei sie Betulinsdure und die strukturverwandte Platanséure
isolieren konnten. Bei pharmakologischen Untersuchungen wurden bei beiden
Triterpenen inhibitorische Eigenschaften bezliglich der
Replikation des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV)
nachgewiesen. Weiterhin besitzt Platansaure bzw.
abgeleitete Derivate die Fahigkeit zur Inhibierung der

Enzyme Acetylcholinesterase (AChE) und
Butyrylcholinesterase (BChE).[8! Seit der Postulierung der Abb. 7: Strukturformel der
cholinergen Hypothese durch DAVIES und MALONEY[S?! ~ Platansaure.

gewinnen Cholinesterase-Inhibitoren zunehmend an Bedeutung als Wirkstoffe zur
symptomatischen Behandlung der Alzheimer Krankheit. Weiterhin konnten
SoMMERWERK et al.[® durch Modifikation von Platansdure und anderen Triterpenen am
A-Ring des Grundgerists eine Inhibierung der Carboanhydrase Il beobachten. Ahnliche
Carboanhydrasen, wie CA 1X bzw. deren Uberexprimierung wird in der Literatur haufig
in Zusammenhang mit der Entwicklung tumordsen Gewebes gebracht.[5-621 Weiterhin
gibt es eine Reihe an Publikationen, welche die zytotoxischen Eigenschaften von

Platansaure-Derivaten untersuchen.[63-7]
1.3.4 Weitere Triterpenoide Carbonsauren

Zahlreiche Vertreter aus der Klasse der pentazyklischen Triterpene waren bereits Inhalte
umfassender Forschungen u.a. hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitdten. Weit
vorangeschritten ist dabei die Erforschung der auf dem Lupan-Grundgerust basierenden
Betulinsdure (Abb. 8). In der Literatur finden sich zahlreiche Belege fir zytotoxische
sowie apoptose-induzierende Eigenschaften.[87% Einige Forschungen konzentrierten
sich dabei auf die Untersuchung des Wirkmechanismust™*"3l, wobei bisher noch keine
vollstandige Aufklarung erreicht werden konnte.["]

Weitere wichtige pentazyklische Triterpene abgeleitet vom Ursan oder Oleanan
Grundgeruist sind z.B. Ursol- sowie Oleanol- und Maslinséure (Abb. 8). Diese Naturstoffe
sowie deren Derivate sind bereits vielfach hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat
untersucht worden, wobei zahlreiche interessante pharmakologische Eigenschaften, wie
z.B. antioxidative, antivirale oder antitumorale Effekte beobachtet werden konnten.[4-81]
Auch fur Maslin-, Oleanol- oder Ursolsdure wurden analog zur Betulinséure apoptose-

induzierende Eigenschaften gegeniiber verschiedenen Tumorzellen festgestellt.[82 831
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Ein bisher weniger untersuchtes pentazyklisches Triterpen ist die Asiasaure (Abb. 8),
welche z.B. in Centella asiatica (Indischer Wassernabel) enthalten ist.[®* Bisher wurde
Asiasédure in mehr als 50 verschiedenen Pflanzen als ein wichtiger bioaktiver Bestandteil
nachgewiesen. In der Literatur werden verschiedene Ansatze zur lIsolierung bzw.
Extraktion der Asiasdure aus dem entsprechenden Pflanzenmaterial beschrieben, wobei
Extraktionsmethoden unter Verwendung von superkritischen Fluiden als mogliche
Alternativen zur herkdmmlichen flussigen Ldsungsmittelextraktion zunehmend an
Bedeutung gewinnen.5®1  Asiasdure bietet eine Vielzahl an inhérenten
pharmakologischen Eigenschaften. Neben antioxidativen, anti-inflammatorischen,
hepato-, cardio-, neuro- oder gastroprotektiven sowie antitumor Aktivitaten zeigte sich
zudem die Fahigkeit zur Modulierung diverser Enzyme, Rezeptoren, Wachstumsfaktoren

oder apoptotischer Proteine. 85 88-9]

Lupan-Typ Oleanan-Typ Ursan-Typ

Abb. 8: Strukturformeln verschiedener pentazyklischer Triterpene unter Angabe des zugrundeliegenden
Gerusts (BA = Betulinsdure, OA = Oleanolséure, UA = Ursolsdure, MA = Maslinséure, AA = Asiasdure).
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2 Zielstellung

Triterpene gelten aufgrund ihrer umfangreichen inhédrenten pharmakologischen
Eigenschaften weiterhin als wichtige Leitstrukturen fir die Entwicklung neuer
Wirkstoffe, wobei die Erforschung der verschiedenen pentazyklischen Triterpene
unterschiedlich stark vorangeschritten ist. Die pharmakologischen Aktivitaten einiger
Vertreter, wie Betulin-, Ursol oder Oleanolsdure sind bereits umfassend untersucht und
durch eine Vielzahl an Quellen belegt worden. Andere Triterpene, wie Platan- oder
Asiasaure hingegen sind in der Literatur bisher deutlich weniger vertreten.

Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit, u.a. bisher weniger intensiv erforschte Triterpene
umfassender untersucht werden. Hauptziel bildet dabei die Identifizierung geeigneter
struktureller Modifizierungen zur Verbesserung der zytotoxischen Eigenschaften. Am
Beispiel der Platanséure sollen dabei Struktur-Aktivitats-Beziehungen Ubertragen bzw.
evaluiert werden, die auf friheren Erkenntnissen der Erforschung anderer Triterpen-
Grundgeruste basieren. Dabei sollen hauptsachlich Amino-Substituenten eine
entscheidende Rolle spielen. Neben der Verbesserung der biologischen bzw.
zytotoxischen Aktivitat in vitro soll auch die Optimierung des Selektivitatsverhaltens Ziel
der Derivatisierungen sein. Weiterfiihrende Untersuchungen hinsichtlich der Selektivitat
zwischen malignen und nicht-malignen Zellen sollen auch am Beispiel der Asiaséure
durchgefiihrt werden. Auch hier gilt es, die Ubertragbarkeit der Ergebnisse fritherer
Struktur-Aktivitats-Beziehungen zu prifen.

Untersuchung an weiteren pentazyklischen Triterpenen, wie Oleanol-, Ursol-, Maslin-
und Betulinsdure sollen weitestgehend auf der Synthese von Aminocarboxamiden
basieren und ebenfalls eine Verbesserung der zytotoxischen Aktivitdt zum Ziel haben.
Hierbei soll weiterhin der Einfluss verschiedener Substituenten sowohl an der Amid-
Einheit als auch am Grundgerist auf die zytotoxischen Eigenschaften betrachtet werden.
Einige der hergestellten Carboxamide sollen zudem mit dem in der medizinischen
Diagnostik angewandten DOTA verknuUpft werden. Ziel dieser Verknupfung soll die
Erhaltung bzw. Verbesserung zytotoxischer Eigenschaften unter moglicher Erweiterung

des Anwendungsgebietes auf die Diagnostik von Tumorgewebe sein.
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3 Diskussion und Einordnung der Forschungsergebnisse

3.1 Derivatisierung von Platansaure

3.1.1 Amino Substituierte Platansaure-Derivate

Ausgehend von der Platanséure wurden eine Reihe an Struktur-Aktivitats-Beziehungen
untersucht. Dabei stand die Einfiihrung von diversen Stickstoff-Substituenten im Fokus
der Untersuchungen. Dazu zahlten neben Oximen, Isocyanaten oder Carbonsdureamiden
hauptsachlich  Aminogruppen. Grundlage dieser Modifikation waren Forschungen,
welche verbesserte zytotoxische Eigenschaften nach Anbringen einer Aminogruppe am
A-Ring diverser Triterpencarbonséuren feststellen konnten.[®**4 Anhand der Platanséure
wurde zundchst versucht diese Beobachtungen zu reproduzieren. Weiterhin wurde in
SRB-Assays untersucht, welchen Einfluss die Position des Amino-Substituenten am
Grundgerust auf die Antitumoraktivitdt haben kann. Platansdure bildet einen idealen
Ausgangspunkt fir diese Untersuchung, da sie drei strukturelle Ansatzpunkte fiir die

Einfihrung von Aminogruppen aufweist (Abb. 9).

Abb. 9: Mdgliche Ansatzpunkte zur Einfilhrung von Amino-Substituenten am Beispiel der Platanséure.

Neben der in der Literatur bereits untersuchten Position C-3 am A-Ring eignen sich daftr
ebenfalls die Positionen C-20 sowie C-17 bzw. C-28 am E-Ring des Grundgerusts. Die
Untersuchungen dahingehend konnten die Beobachtungen der Literatur bestatigen. Fur
3-Amino-substituierte Platansdure-Derivate (P1-29 und P1-30) wurden niedrige ECso
Werte im Bereich zwischen 1.5 und 3.6 uM festgestellt. Das 34-Derivat P1-30 zeigte
dabei eine deutlich hohere zytotoxische Aktivitat als das analoge 3a-Derivat P1-29 (Abb.
10). Durch Einfiihrung der Amino-Funktion an Position 20 des Grundgerists konnte die
Zytotoxizitat bis zu Spitzenwerten von ECso = 1.3 uM weiter gesteigert werden. Dabei
zeigten Substituenten an C-28 zusatzlichen Einfluss auf die zytotoxischen Eigenschaften.

20-Amino substituierte Platanséure-Derivate mit einer Benzylester-Funktion an Position
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28 (P1-21 und P1-22) zeigten deutlich bessere Zytotoxizitdten als entsprechende
Methylester-Derivate (P1-17 und P1-18). Weiterhin scheint auch an Position C-20 die
Konfiguration des Stereozentrums einen entscheidenden Einfluss auf die Zytotoxizitét zu
haben. Die 20R konfigurierten Derivate (P1-17 und P1-21) zeigen signifikant hdhere
ECso-Werte als die entsprechenden 20S konfigurierten Verbindungen (P1-18 und P1-22).
Das durch Curtius-Abbau der C-28 Carbonylgruppe hergestellte 17-Amino-Derivat P1-
27 wurde als inaktiv eingestuft, da in den SRB-Assays ECso-Werte grofer als 30 uM fir
die meisten der getesteten Tumorzelllinien festgestellt wurden. In Abb. 10 sind die
Ergebnisse der Amino-substituierten Platansdure-Derivate am Beispiel der HT-29

Tumorzelllinie vergleichend dargestellt.
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Abb. 10: ECso-Werte der Amino-substituierten Platansaure-Derivate und Einfluss der Position des Amino-
Substituenten auf die Zytotoxizitat gegeniiber HT29 Tumorzellen.

Weiterhin  zeigten vom Ethylendiamin abgeleitete Amide der Platansdure
vielversprechende Ergebnisse in den biologischen Untersuchungen (ECsp = 1.4-5.1 uM)
und bestatigten damit einen weiteren in der Literatur!®! beobachteten Trend, der zugleich
auch Grundlage fir weitere Untersuchungen sein sollte (vgl. Kapitel 3.2.2). Zusatzlich
wurden pro-apoptotische Screenings durchgefuhrt, um den Wirkmechanismus der
aktiven Substanzen P1-17 und P1-38 zu untersuchen. Dabei konnten bei der Behandlung
von A2780 Tumorzellen mit Verbindung P1-17 Anzeichen fiir eine apoptotische

Wirkung festgestellt werden (vgl. Kapitel 1.2.3.2).
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Detaillierte Synthesevorschriften, ausfiihrliche Beschreibungen zur Vorgehensweise bei
allen biologischen Untersuchungen sowie Ubersichten aller ECso-Werte und Ergebnisse
sind in der Publikation P1 ,,Platanic acid: A new scaffold for the synthesis of cytotoxic
agents” zusammengefasst.

Ein weiteres Kriterium zur Beurteilung der zytotoxischen Eigenschaften einer
Verbindung stellt deren Selektivitat zwischen malignen und nicht-malignen Zellen dar.
Diese Eigenschaft wird durch den Selektivitatsindex (SI) beschrieben, welcher sich wie
folgt berechnen lasst: SI = ECso (maligne Zellen)/ECso (nicht-maligne Zellen).

Viele der aktiven Platansdure-Derivate zeigen zwar niedrige ECso-Werte gegentiber
diversen Tumorzellen, allerdings wirken sie auch auf nicht-maligne Zellen zytotoxisch,
d.h. sie sind wenig selektiv. Daher sind weitere Forschungen im Hinblick auf eine

Verbesserung der Selektivitat notwendig.
3.1.2 Weiterfuihrende Untersuchungen zur Selektivitat

Zusétzlich zu den bereits verdffentlichten Untersuchungen
zur Platansdure wurde weiterhin versucht, die Selektivitat //Z
zytotoxischer  Platansdure-Derivate  zu  verbessern.
SOMMERWERK et al.[®! konnten im Jahr 2016 nachweisen,

dass Augustussaure-Derivate deutlich bessere

Selektivitaten zwischen malignen und nicht-malignen

Zellen zeigen als analoge Derivate der Oleanolséure. Beide

Triterpene sind strukturell sehr &hnlich und unterscheiden >
sich lediglich im Substitutionsmuster des A-Ringes. l
Augustussaure besitzt zwei Hydroxygruppen an den HO2
Positionen 2 und 3 wéhrend Oleanolséure lediglich eine o

OH-Gruppe an Position 3 aufweist. Demnach scheint die
zweite Hydroxyl-Funktion einen entscheidenden Beitrag
zur selektiven Wirkung der Substanzen beizutragen. Um die

Ubertragbarkeit dieser Erkenntnisse auf die Platansaure zu

untersuchen, sollte eine zweite OH-Gruppe am A-Ring
eingefigt werden. Die Synthese erfolgte analog zur Abb. 11: Syntheseschema zur

. . . . Darstellung des Augustussaure-
97
Literatur®1 und ist in Abb. 11 dargestellt. Weitere Analogon der Platanséure.

Forschungen von SIEWERT et al.l®®l untersuchten die der
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Ausgustussaure strukturell sehr &hnliche Maslinsaure. Dabei konnte das entsprechende
Benzylamid (EM2) als aktive und gleichzeitig auch selektive antitumoraktive Substanz
identifiziert werden. Demzufolge wurden entsprechende Benzylamide der Platansaure
und von Verbindung PA-2 hergestellt und hinsichtlich ihrer zytotoxischen Eigenschaften
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 dargestellt. Dabei lassen sich &hnliche Trends
wie in der Literatur beobachten. Das Anbringen einer weiteren OH-Gruppe allein (wie in
PA-2) beeinflusst die antitumoraktiven Eigenschaften noch nicht (ECso >30 uM). Erst
nach Acetylierung und anschlieender Umsetzung zum Benzylamid oder Benzylester
kommt es zu einer Verringerung der cytotoxischen Aktivitat. Die ECso-Werte liegen
unterhalb von 10 pM, wobei die besten Werte von 2.4 + 1.6 pM (PA-5) bzw.
3.7+x1.4uM (PA-7) gegeniiber Ovarialkarzinom Zellen (A2780) erreicht wurden.
Gleichzeitig kann eine enorme Steigerung der Selektivitat beobachtet werden, da die
genannten Verbindungen nicht toxisch gegeniiber nicht-malignen Mausfibroblasten sind
(ECs0 > 30 uM).

Tab. 1: Ergebnisse der SRB-Assays zur Untersuchung der zytotoxischen Eigenschaften der Platansaure-
Derivate PA bis PA-7. ECso-Werte sind in UM angegeben. * bisher unverdffentlichte Ergebnisse:
experimentelle Daten enthalten in der Bachelorarbeit von Hr. N. Heise; n.l. nicht 16slich in den mit dem
SRB-Assay kompatiblen Lésungsmitteln.

Verbindung  R? R? HT29 MCF-7  NIH 3T3

PAL H H >30 >30 >30
PA-1[ Ac H >30 >30 >30
PA-2197] H OH >30 >30 >30

PA-3* Ac OAc >30 >30 9.6+35

PA-4* Ac H f\ n.l. n.l. n.l. n.l.

N
PA-5* Ac OAc H© 24+16 72+43 52+21 >30

PA-6[% Ac H f’j\o >30 >30 >30 >30
PA-7* Ac  OAc /\© 3.7+14 74+x21 84+19 >30
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3.2 Derivate weiterer triterpenoider Leitstrukturen
3.2.1 Selektivitatsuntersuchungen am Beispiel der Asiasdure

Wie bereits in Kapitel 3.1.2 diskutiert, scheint das Substitutionsmuster am A-Ring des
triterpenoiden Grundgerists einen entscheidenden Einfluss auf die Selektivitat
zytotoxischer Derivate zu haben. Es wurde sowohl in der Literatur® %191 als auch durch

die weiterfiihrenden Untersuchungen der Sl = 67.60
Platansdure analog zu Kapitel 3.1.2 34Jf -Yo
gezeigt, dass das Vorhandensein einer B o
zweiten Hydroxyl-Funktion am A-Ring z /10
des Triterpengerists positive Effekte auf w0 |

die cytotoxischen Eigenschaften sowie s,/

auch auf deren Selektivitat zur Folge hat. = 4 [

Dieser Fakt legt die Vermutung nahe, dass g 7 L

das  Anbringen  einer  weiteren R 6 |
Hydroxygruppe diese Effekte weiter B s |

,,Jransformation of asiatic acid into a

mitocanic, bimodal-acting rhodamine B

verstarken kann und bildete u.a. die 4T
Grundlage fir die Publikation P2 37 A2780
) v

conjugate of nanomolar cytotoxicity“. Um EM2 p2-2

diese Vermutung zu Uberprifen, wurde — aph. 12: Vergleich der Aktivitat und Selektivitat
der Verbindungen EM2 und P2-2 beziglich
Ovarialkarzinom Zellen (A2780) und nicht-

Triterpen mit drei OH-Gruppen am A- malignen Mausfibroblasten (NIH 3T3).

Ring, als Leitstruktur gewéhlt. Um Vergleiche hinsichtlich Zytotoxizitat und Selektivitat

Asiasaure, ein natdrlich vorkommendes

mit dem literaturbekannten Maslinsaure Derivat EM2€ vornehmen zu kénnen wurde
das Benzylamid der Asiasdure (P2-2) hergestellt. Die Ergebnisse der biologischen
Evaluierung der SRB-Assays zeigen eine signifikante Verbesserung der zytotoxischen
Eigenschaften mit einhergehender Selektivitat zu malignen Zellen. Im Vergleich zu dem
Bezylamid der Maslinsdure (EM2) zeigt sich jedoch eine deutlich niedrigere Selektivitét
(Abb. 12). Weiterhin wurden, aufbauend auf den Ergebnissen kurzlicher Untersuchungen
zu Rhodamin B-Konjugaten diverser Triterpene, weitere Untersuchungen durchgefihrt.
SOMMERWERK et al.%! konnten ECso-Werte im nanomolaren Bereich und fiir das von der

Maslinsdure abgeleitete Konjugat auch eine gesteigerte Selektivitat feststellen. Um eine
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mdogliche Steigerung dieser Eigenschaften zu erzielen, wurde ein vergleichbares
Rhodamin B Konjugat der Asiasdure (Abb. 13, P2-11) synthetisiert und hinsichtlich
seiner zytotoxischen Eigenschaften untersucht. Dieses Derivat zeigte ebenfalls ECso-
Werte im nanomolaren Bereich wie das analoge Maslinséure-Derivat (Abb. 13, P2-10),

allerdings verringerte sich die Selektivitét in etwa um den Faktor 2.

P2-11
EC50 (A2780) = 7 nM ] EC50 (A2780) = 8 nM
EC50 (NIH 3T3) =334 nM O o EC50 (NIH 3T3) =178 nM
SI=47.7 /\’= SI=223

Abb. 13: Strukturformeln zweier Rhodamin B-Konjugate abgeleitet von Maslinsaure (P2-10) und
Asiasdure (P2-11) und Vergleich der zytotoxischen Eigenschaften beziiglich ausgewéhlter Zelllinien.

3.2.2 Ethylendiamin-abgeleitete Amide von Triterpencarbonsauren

Wie bereits in Kapitel 3.1.1 erwéhnt, wurden von HELLER et al.®! die zytotoxischen
Eigenschaften von Ethylendiamin-abgeleiteten Carboxamiden der Oleanolséure
nachgewiesen. Durch entsprechende Derivatisierungen an der Platanséure konnten diese
Ergebnisse auf ein weiteres triterpenoides Grundgerust Ubertragen werden. Ausgehend
davon wurden analoge Derivate von diversen pentazyklischen Triterpenen synthetisiert
und gescreent, um sowohl den Einfluss des Grundgerists, als auch von terminalen
Substituenten oder der Alkylkettenldange der Oligomethylendiamin-Einheit zu
untersuchen. Als Ausgangsstoffe dienten hierbei Ursol-, Betulin-, Oleanol- und
Maslinsdure. Die daraus resultierenden Ergebnisse sowie experimentelle Daten sind in
den beiden Publikationen P3 ,,Ethylenediamine Derived Carboxamides of Betulinic and
Ursolic Acid as Potential Cytotoxic Agents* und P4 ,,The cytotoxicity of oleanane derived
aminocarboxamides depends on their aminoalkyl substituents” veroffentlicht worden.
Die Synthese erfolgte dabei ber eine Amidierung durch in situ Erzeugung der
triterpenoiden Carbonsdurechloride mittels Oxalylchlorid und anschlieRender Umsetzung
mit den entsprechenden Oligomethylendiaminen. Am Beispiel der Oleanolséure konnte
dabei eine begrenzte Steigerung der Zytotoxizitdt mit Verlangerung der Alkylkette bis
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n =5 (P4-6) bzw. n = 6 (P4-7) beobachtet werden (Abb. 14). Beide Verbindungen zeigten
einen ECso-Wert von ca. 1.2 uM beztiglich kolorektaler Karzinome (HT-29). Eine weitere

Steigerung der Kettenldnge hatte jedoch eine Verringerung der Zytotoxizitét zur Folge.

P4-6

P4-7

ECso (HT-29) = 1.2 uM NH; ECso (HT-29) = 1.2 uM

NH,

Abb. 14 Allgemeine Strukturformel oligomethylendiamin-abgeleiteter Amide der Oleanolséure sowie der

Verbindungen P4-6 und P4-7.

Wie bereits erwahnt, wurde auch der Einfluss der terminalen Substituenten an der

Ethylendiamin-Einheit auf die Zytotoxizitit untersucht. Eine Ubersicht der strukturellen

Variationen ist in Abb. 15 dargestellt. Bei zytotoxischer Untersuchung der synthetisierten

Derivate mittels SRB-Assays konnte allerdings kein
signifikanter Einfluss des terminalen Substituenten auf die ECso-
Werte festgestellt werden. Vergleicht man jedoch die
ethylendiamin-abgeleiteten Amide der verschiedenen Triterpene
untereinander, so lassen sich einige interessante Trends
beobachten. Die mit Abstand aktivsten Derivate sind die von der
Betulinsdure abgeleiteten Amide. Ein GroBteil dieser
Verbindungen zeigte ECso-Werte unterhalb von 1 pM, wobei
Spitzenwerte von bis zu 0.2 uM erreicht wurden. P3-25 ist eine
der aktivsten Verbindungen und zeigte einen ECso-Wert von
0.2 £ 0.01 uM gegenuber Ovarialkarzinom-Zellen (A2780). Die
entsprechenden Amide der Oleanol- und Ursolsdure zeigen
ebenfalls gute zytotoxische Eigenschaften. Deren ECso-Werte
unterschreiten einen Minimalwert von ca. 1.5 uM nicht und sind

damit im Vergleich zu analogen Betulinséure-Derivaten deutlich

;‘!\/\O/\/NHZ

Abb. 15: Ubersicht der
terminal substituierten
Carbonséureamide  der
verschiedenen Triterpene.

hoher. Vergleicht man ausgewéhlte Amide der verschiedenen acetylierten Triterpene und

deren ECso-Werte bezuglich Ovarialkarzinom-Zellen (A2780) kann man folgende
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Reihenfolge der Grundgeriste feststellen: Platansédure > Ursolséure > Oleanolséure >
Maslinsdaure > Betulinsdure (Abb. 16, dunkelblaue Balken). Weiterhin lassen sich in Abb.
16 auch Unterschiede zwischen acetylierten und nichtacetylierten Derivaten erkennen. Je
nach Grundgerust Uben die Acetylgruppen unterschiedlich starken Einfluss auf die
zytotoxischen Eigenschaften aus. Im Fall der Platan- (P1-35, P1-36) oder Oleanolséaure-
Amide (P4-14, P4-18) ist diese Beeinflussung vernachldssigbar klein. Bei den analogen
Ursolsaure-Derivaten (P3-4, P3-11) ist eine geringe Steigerung der ECso-Werte nach
Entfernen der Acetylgruppe beobachtbar. Dieser Effekt ist bei den entsprechenden
Derivaten der Maslinséure (P4-22, P4-26) deutlich starker ausgepragt. Hier resultiert die
Abspaltung beider Acetylgruppen in einer Verringerung der zytotoxischen Aktivitat um
den Faktor 3. Die analogen Betulinsaure-Derivate zeigen genau den entgegengesetzten
Trend. Hier ist eine deutliche Verbesserung der zytotoxischen Eigenschaften nach
Abspaltung der Acetylgruppe beobachtet worden. Das deacetylierte Derivat P3-25
(ECs0 = 0.2 £0.01 uM, A2780) zeigt einen in etwa um den Faktor 5.5 verringerten ECso-
Wert im Vergleich zu seinem acetylierten Analogon P3-18 (ECso = 1.1 £ 0.05 uM,
A2780).

- O
os | TR mRea
T <\>N
\
T T=MA )
55 T T=MA
I N
5t T=UA
L7 1-pa
45 +( T=PA

35 +

EC,, (A2780) / uM

25 +
15 1

0,5 T

0+ \C N\ N\ 2R\ %
P1-35 P1-36 P3-4 P3-11 P4-14 P4-18 P4-22 P4A-26 P3-18 P3-25

Abb. 16: Zytotoxizitaten ausgewahlter Carbonséureamide der verschiedenen triterpenoiden Grundgeriste
(PA = Platansaure, UA = Ursolséaure, OA = Oleanolsadure, MA = Maslinsdure, BA = Betulinsdure)
beziiglich Ovarialkarzinom Zellen (A2780).
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Um Aussagen Uber Selektivitaten treffen zu kénnen, wurden alle Substanzen zusétzlich
hinsichtlich  ihrer  zytotoxischen  Eigenschaften  gegenliber  nicht-malignen
Mausfibroblasten (NIH 3T3) getestet. Auch
hierbei zeigten die verschiedenen triterpenoiden
Grundgeruste unterschiedliche Eigenschaften.
In Abb. 17 ist das Selektivitatsverhalten
ausgewahlter Amide am Beispiel der malignen
Zelllinie A2780 wund den nicht-malignen
Mausfibroblasten NIH 3T3 vergleichend
dargestellt. Darin fallt auf, dass die R —
Selektivitatsindices ~ der  entsprechenden ., L oids
Betulin- (P3-18), Oleanol- (P4-14) und ‘T:“A’ﬂ
Ursolsdure-Derivate ~ (P3-4)  nur  sehr o122 ol ars
geringfiigig von 1 abweichen. Diese ‘T=""A)h

Verbindungen wirken somit auf nicht-maligne

Zellen im gleichen MaRe zytotoxisch wie auf  =rn) D $1=0.37
Tumorzellen. Im Fall des Platansdure-Amids ————

P1-35  wurde  sogar ein inverses ECs / UM
Selektivitdtsverhalten beobachtet. Der ECso- Abb. 17: Zytotoxizititen ausgewahiter
Wert fur NIH 3T3 ist in etwa um den Faktor 3 ~ Carbonsaureamide ~ der  verschiedenen
triterpenoiden Grundgeriste (PA = Platansdure,
kleiner als der ECso-Wert fur A2780 UA = Ursolsaure, OA = Oleanolsaure, MA =

L Maslinsaure, BA = Betulinsédure) bezlglich
Tumorzellen. Das entsprechende Maslinsaure  Ovarialkarzinom Zellen (A2780) und nicht-

Derivat P4-22 hingegen zeigt mit einem g}alzigEné:o (NI:AHa%Sng;E%?;t(%?SgIH ™
Selektivitatsindex von 2.75 eine deutliche

Verbesserung der Selektivitét. Dieses Verhalten stimmt mit den in den Kapiteln 3.1.2 und
3.2.1 sowie in der Literaturl® % 11 gewonnenen Erkenntnissen iberein. Einige der
Triterpen-Amide wurden zusétzlich in pro-apoptotischen Screenings untersucht, um
deren Wirkmechanismus aufzuklaren. Dabei kamen verschiedene Methoden, wie
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen nach Anfarbung mit Propidiumiodid bzw.
Acridinorange oder ein kombinierter Annexin-V/Propidiumiodid-Assay zum Einsatz. Fiir
einige Derivate, wie P3-25, P4-6 oder P4-23 konnten deutliche Hinweise auf einen
programmierten Zelltod (Apoptose), wie z.B. Membran-Blebbing (vgl. Kapitel 1.2.3.2),

beobachtet werden.
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3.2.3 DOTA-Konjugate der Ursolsaure

Weiterfuhrende strukturelle Modifizierungen der in Kapitel 3.2.2 diskutierten Amide
wurden am Beispiel der entsprechenden Ursolsdure-Derivate durchgefihrt. Die
Grundidee dabei war nach wie vor die Herstellung antitumoraktiver Derivate und damit
potentieller Chemotherapeutika unter Berlcksichtigung der Selektivitat. Gleichzeitig
wurde diese Intention im Hinblick auf zusétzliche Anwendungsmadglichkeiten erweitert.
Durch Wahl eines geeigneten, Kklinisch relevanten Pharmakophors und dessen
Verkniupfung mit zytotoxischen Ursolsdure-Derivaten konnte das Anwendungsspektrum
der hergestellten Verbindungen méglicherweise erweitert werden. Ein mehrfach in der
Literatur beschriebenes Molekil, welches in einer Vielzahl bildgebender Verfahren in der
Tumordiagnose, wie PET, MRT oder SPECT (vgl. Kapitel 1.2.3.1) medizinische
Anwendung findet, ist der makrozyklische Chelator 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
1,4,7,10-tetraessigsaure (DOTA).[201-16] \v/je bereits in Kapitel 1.2.3.1 erwdhnt wurde, ist
neben der Therapie von Tumoren, deren Diagnose ein ebenso bedeutender Punkt in der
Behandlung. Daher wurde eine Verknipfung zytotoxischer Ursolsaure-Derivate mit dem
diagnostisch angewandten DOTA als sinnvoll erachtet. Die daraus resultierenden
Konjugate konnten neben der potentiellen Anwendung in der Tumortherapie

mdoglicherweise auch diagnostische Anwendungsmaglichkeiten erdffnen.

P5-24

Abb. 18: Vereinfachtes Syntheseschema zur Darstellung der Ursolsédure-DOTA-Konjugate ausgehend von
Ursolséure (UA) und Cyclen am Beispiel der Verbindung P5-24.
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In der Literatur finden sich zum aktuellen Zeitpunkt keinerlei Referenzen fur eine
Verknlpfung des DOTA mit einem pentazyklischen Triterpen-Grundgerust. Lediglich
die Synthese eines auf Oleanolsdure basierenden Konjugats mit dem strukturverwandten
Chelator NOTA wird in der Literatur beschrieben.['1 Die Synthese der Ursolséure-
DOTA-Konjugate erfolgte uber mehrere Stufen, wobei beide Komponenten vor
Verkntpfung jeweils chemisch modifiziert wurden. Das vereinfachte Syntheseschema
zur Herstellung der Ursolsaure-DOTA-Konjugate ist am Beispiel der Verbindung P5-24
in Abb. 18 dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung des Syntheseweges ist in der
Publikation P5 ,,Synthesis and cytotoxicity evaluation of DOTA-conjugates of ursolic
acid” zu finden. Als sinnvolle Ausgangsverbindung zur Herstellung der DOTA-
Komponente wurde Cyclen gewahlt. Drei der vier sekundéren Amino Funktionen dieser

Verbindung wurden dabei mit

-Ami DOTA-K
Acetatgruppen verknUpft. Das Spacer-Amine ° omponente
entstehende Derivat P5-6 verfugt noch HNTY ROTO

NH I\ OR
uber eine freie, sekunddre Aminogruppe, N N/\Xg
welche als reaktives Zentrum fiir die HaN—NH, 3\\/N \_H/Nj
anschlieRende Verkniipfung zur RO

HN/\

Verfigung steht (Abb. 18, lila). Die  “No~y, R= ©/\/

Vorbereitung der Ursolsdure erfolgte 5
AU S
zundchst durch Acetylierung an Position 3 FN NH, ></ N

und anschlieRender Amidierung mit dem  Abb. 19: Ubersicht der verwendeten Spacer-Amine
und Substituenten der DOTA-Komponente.

entsprechenden  Spacer-Amin.  Dabei

wurden einige der bereits in Kapitel 3.2.2 diskutierten Verbindungen verwendet. Durch
Umsetzung der terminalen Aminogruppe mit Chloracetylchlorid entsteht das
kupplungsbereite Derivat P5-20, dessen endstandige Chlormethylgruppe als reaktives
Zentrum im weiteren Syntheseverlauf fungiert (Abb. 18, lila). Die anschlielende
Verkntpfung der beiden Precursor-Molekiile P5-6 und P5-20 erfolgt durch nukleophile
Substitution der Aminogruppe der DOTA-Komponente und der Chlormethylgruppe des
Triterpen-Derivats unter Bildung des Konjugats P5-24. Die synthetisierten Konjugate
konnen dabei durch eine generalisierte Strukturformel beschrieben werden, welche aus
drei Teilen zusammengesetzt ist: Das Ursolsédure-Grundgerist (Abb. 18, orange) und die
DOTA-Komponente (Abb. 18, blau), welche Uber einen Spacer (Abb. 18, grin)
miteinander verknipft sind. Dabei kamen sowohl unterschiedliche Spacer-Amine als

auch verschiedene Substituenten der DOTA-Komponente zum Einsatz (Abb. 19).
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Die synthetisierten Konjugate wurden in SRB-Assays bezuglich lhrer zytotoxischen
Eigenschaften untersucht. Dabei wurde fir einen Grofteil der Verbindungen ein
schlechtes Loslichkeitsverhalten festgestellt, weshalb diese Derivate nicht genauer
untersucht werden konnten. Bei den restlichen untersuchbaren Konjugaten konnten
jedoch einige interessante Ergebnisse beobachtet werden. Die Verbindungen zeigten
ECso-Werte in einem Bereich zwischen 1.5 und 6.0 uM gegenuber malignen Zelllinien.
Die beiden aktivsten Konjugate P5-22 und P5-24 erreichten Spitzenwerte von 1.5 + 0.4
UM (P5-22, A375) bzw. 1.7 £ 0.1 uM (P5-24, A2780). Beide Substanzen wurden mittels
erweiterter Tests basierend auf fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen, einem
kombinierten Annexin-V/Propidiumiodid-Assay sowie der Evaluierung des Zellzyklus*
beziglich des Wirkmechanismus® untersucht. Dabei konnten fur Verbindung P5-24
deutliche Hinweise auf eine apoptotische Wirkung, wie z.B. Membran-Bebbling oder
DNA-Fragmentierung (vgl. Kapitel 1.2.3.2) festgestellt werden. Eine detaillierte
Beschreibung der experimentellen Daten sowie die Ergebnisse der SRB-Assays und
weiterfiihrender Untersuchungen hinsichtlich des Wirkmechanismus® sind in der
Publikation P5 ,, Synthesis and cytotoxicity evaluation of DOTA-conjugates of ursolic

acid” veroffentlicht worden.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit bildete die Synthese zytotoxischer bzw.
antitumoraktiver Triterpen-basierter Derivate. Die dabei erhaltenen
Forschungsergebnisse sind in insgesamt funf Publikationen verdffentlich worden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden strukturelle Modifizierungen an dem pentazyklischen
Triterpen Platansdure vorgenommen, um deren zytotoxische Eigenschaften zu
verbessern. Im Fokus der Derivatisierung lag dabei die
Einflhrung diverser Stickstoff-Substituenten an
verschiedenen Positionen des triterpenoiden Grundgerusts.

Dabei resultierten aus der Einfihrung primarer

AcO
Aminogruppen an den Positionen C-3 oder C-20 signifikant p1.17
erhohte Zytotoxizitaten. Das entsprechende an Position C-17 ECso (A2780) = 4.7 pM
- : . o ECso (NIH 3T3) = 5.6 uM
substituierte Derivat wurde hingegen als inaktiv eingestuft. SI=1.19

Weiterhin fiihrten Ethylendiamin-abgeleitete Substituenten  aApb. 20: Strukturformel des
an der Carboxylgruppe C-28 zu verbesserten zytotoxischen Platansaure Derivats P1-17.
Eigenschaften. Bei Untersuchung des Wirkmechanismus von P1-17 (Abb. 20) konnten
zudem Hinweise auf pro-apoptotische Eigenschaften festgestellt werden.

Die meisten der aktiven Platanséure-Derivate zeigten
allerdings eine geringe Selektivitat zwischen malignen
und nicht-malignen  Zellen, weshalb  weitere
strukturelle Modifizierungen durchgefiihrt werden

mussten. Durch die Einflhrung einer zweiten

Hydroxygruppe am A-Ring der Platansaure nach dem

ECso (A2780) = 2.4 uM

ECso (NIH 3T3) =>30 uM Vorbild Maslin- bzw. Augustussaure sowie der
SI=>12.5

Umsetzung zu Benzylamiden, konnte dabei eine
Abb. 21: Strukturformel des o
Platansdure Derivats PA-5. Verbesserung  der  Selektivitdt  entsprechender
Platansdure-Derivate erreicht werden (Abb. 21).
Um eine mogliche weitere Steigerung der Selektivitat durch eine dritte Hydroxygruppe
am A-Ring eines triterpenoiden Grundgerists zu untersuchen, wurden entsprechende
Derivate ausgehend von Asiasaure hergestellt, da diese bereits in ihrer natirlich
vorkommenden Form drei OH-Gruppen am A-Ring aufweist. Dabei zeigte sich zwar eine

teilweise Steigerung zytotoxischer Eigenschaften, allerdings konnte keine weitere
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Verbesserung der Selektivitdt im Vergleich zum analogen Maslinsdure-Derivat
beobachtet werden (Abb. 22).

P2-2

ECso (A2780) = 0.11 uM

ECso (NIH 3T3) = 4.6 uM
SI=41.81

Abb. 22: Strukturformel des Asiasaure-Derivats P2-2.

Die vielversprechenden zytotoxischen Eigenschaften der Ethylendiamin-abgeleiteten
Platansdureamide dienten als Basis fur weiterfihrende Studien unter Ausweitung auf
weitere pentazyklische Triterpene, wie Ursol-, Oleanol-, Maslin- und Betulinsdure. Alle
Amide zeigten gesteigerte Zytotoxizitdten, wobei einige Unterschiede zwischen den
einzelnen Grundgerusten festgestellt werden konnten. Als aktivste Substanzklasse
wurden dabei die Betulinsdure-Derivate, wie z.B. P3-25
(Abb. 23) identifiziert. Bei Untersuchungen ausgehend von
Oleanolséure flhrte eine Verldngerung der Alkylkette des
Ethylendiamin-Substituenten bis zu einer Lange von sechs

Methylen-Einheiten (Hexamethylendiamin) zu steigenden

ECso-Werten, wahrend die Substitution der terminalen P3-25
) . ) . ) ECso (A2780) = 0.2 pM
Aminogruppe keinen erheblichen Einfluss zu haben scheint.

Das Anbringen oder Abspalten von Acetylgruppen am A- Qﬁ’tﬁ'.iiigffg”éte‘i{@{? §'3d§§
Ring resultierte abhéngig vom jeweiligen Grundgerist in

gesteigerten oder verringerten ECso-Werten. Das beste Selektivitatsverhalten zeigten
entsprechende Derivate der Maslinséure.

Im abschlielenden Teil dieser Arbeit wurden weiterfiihrende strukturelle
Modifizierungen ausgehend von Ursolsdureamiden vorgenommen. Intention war dabei
die Herstellung antitumoraktiver Substanzen unter in Zukunft moglicher Erweiterung des
Anwendungsspektrums im Bereich der Tumordiagnose. Die durch Verknipfung der
Ursolsdureamide mit dem diagnostisch angewandten Chelator DOTA hergestellten
Derivate wurden beziiglich ihrer zytotoxischen Eigenschaften in SRB-Assays sowie in
pro-apoptotischen Screenings untersucht. Einige der Substanzen zeigten dabei niedrige

ECso-Werte unterhalb von 6 uM. Die Ergebnisse der Annexin V-Assays und Zellzyklus-
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Evaluierung deuteten speziell fir Verbindung P5-24 (Abb. 24) auf eine apoptotische
Wirkung hin.

P5-24
ECso (A2780) = 1.7 pM

Abb. 24: Strukturformel des Ursolsdure-DOTA Konjugats P5-24.

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation haben gezeigt, dass es moglich ist,
mit vergleichsweise einfachen Synthesestrategien aktive Substanzen herzustellen.
Allerding ist die Fahigkeit der synthetisierten Verbindungen zwischen malignen und
nicht-malignen Zellen zu unterscheiden hadufig nicht zufriedenstellend ausgeprégt.
Weiterhin ist noch nicht vollkommen klar, welche strukturellen Modifizierungen einen
positiven Einfluss auf die Selektivitat ausiiben. Daher sollte die weitere Optimierung des
Selektivitatsverhaltens zytotoxischer Substanzen Inhalte zukinftiger Forschungen
darstellen. Weiterhin ist die Uberpriifung einer moglichen Anwendung der synthetisierten
Ursolsaure-DOTA-Konjugate in bildgebenden Verfahren der Tumordiagnostik, wie z.B.
PET ein interessanter Ansatzpunkt fir weiterfiihrende Untersuchungen. Erste
Untersuchungen hierzu sind bereits anhand eines Oleanolsdure-NOTA-Konjugats in der

Literatur beschrieben worden.[1%7]
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Publikation P1

Platanic acid: A new scaffold for the synthesis of cytotoxic agents

M. Kahnt, L. Heller, P. Grabandt, A. Al-Harrasi, R. Csuk, Eur. J. Med. Chem. 2018, 143,
259-265.

Graphical Abstract

29 R'=NH, R2=H;
ECso = 1.9 uM (MCF-7)
30 R'=H R2=NHj,
ECso= 1.5 uM (HT29)

Platanic acid (PA) ECs, 17 ECs = 4.7 uM (A2780)
(several human tumor
cell lines): > 30 uM

Abstract

Thirty-seven different derivatives (2-38) have been prepared from platanic acid, a natural
occurring triterpenoid. Main emphasis was the introduction of several N-containing
functional groups such as amines, amides and oximes and their screening for cytotoxic
activity employing several human tumor cell lines using SRB assays. In these SRB assays,
nearly all compounds showed good cytotoxicity for these human tumor cell lines. Two
compounds (17 and 38), however, were submitted to extended biological testing and
investigated with respect to their mode of action using fluorescence microscopy and FACS
analysis. Compound 17, a methyl (3B, 20R) 3-acetyloxy-20-amino-30-norlupan-28-oate,

induced apoptosis in A2780 ovarian carcinoma cells.

Keywords

Triterpenes; Platanic acid; Cytotoxicity

DOI: 10.1016/j.ejmech.2017.11.046
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Transformation of asiatic acid into a mitocanic, bimodal-acting

rhodamine B conjugate of nanomolar cytotoxicity

M. Kahnt, J. Wiemann, L. Fischer, S. Sommerwerk, R. Csuk, Eur. J. Med. Chem. 2018,
159, 143-148.

Graphical Abstract

Asiatic acid 3 steps
ECso - 28.2 MM J— .

Selectivity: 1.1
EC5o (518A2, melanoma) = 6 nM

Selectivity (518A2/NIH 3T3): 30

improvement in activity: 4700
improvement in selectivity: 27

Abstract

Based on their biological activity natural products continue to represent optimal lead
structures for the development of novel drug candidates. We focused on the syntheses of
several derivatives of the triterpene asiatic acid and on the evaluation of their cytotoxic
activity in a photometric sulforhodamin B assay. Especially, benzamide 2 and rhodamine B
conjugate 11 show a distinct cytotoxicity for several human tumor cell lines, e.g. ECso
(A2780)=110+ 1 nM and ECs0 (A2780) = 8 + 2 nM, respectively. Interestingly, compound
11 showed for two human tumor cell lines (HT29 and 518A2) non-linear, bimodal dose-

response relationships.

Keywords

Asiatic acid; Triterpene; Cytotoxicity; Mitocan; Rhodamine B; Bimodal

DOI: 10.1016/j.ejmech.2018.09.066
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Ethylenediamine Derived Carboxamides of Betulinic and Ursolic Acid as

Potential Cytotoxic Agents
M. Kahnt, A. Al-Harrasi, R. Csuk, Molecules 2018, 23, 2558.

Graphical Abstract

25 ECg, = 0.3 uM Betulinic acid 26 EC5, = 0.2 uM
(MCF-7 tumor cells) EC5p =10.2 uM (MCF-7 tumor cells)
(MCF-7 tumor cells)

Abstract

Two easily accessible, natural occurring triterpenoids, betulinic and ursolic acid, were used
as starting materials for the synthesis of novel cytotoxic agents. A set of 28 ethylenediamine-
spacered carboxamides was prepared holding an additional substituent connected to the
ethylenediamine group. The compounds were screened in SRB assays to evaluate their
cytotoxic activity employing several human tumor cell lines. Betulinic acid-derived
carboxamides 17—-30 showed significantly higher cytotoxicity than their ursolic acid analogs
3-16. In particular, compounds 25 and 26 were highly cytotoxic, as indicated by ECso values

lower than 1 pM.

Keywords

ursolic acid; betulinic acid; cytotoxicity; triterpenoids

DOI: 10.3390/molecules23102558



Anhang - Publikation P4 | A-5

Publikation P4

The cytotoxicity of oleanane derived aminocarboxamides depends on

their aminoalkyl substituents
M. Kahnt, A. Loesche, I. Serbian, S. Hoenke, L. Fischer, A. Al-Harrasi, R. Csuk,
Steroids 2019, 149, 108422.

Graphical Abstract

ACO/,,

AcO

ECs = 1.5 uM (A2780)
ECsp = 4.6 uM (NIH 3T3)

Abstract

Several oligo-methylene diamine derived carboxamides of oleanolic and maslinic acid have
been prepared, and substitutions of the terminal primary amine as well as variations of the
length of alkyl chain of the diamine moiety were made. Biological evaluation of their
cytotoxic activity was performed using photometric sulforhodamin B assays employing a
panel of different human cancer cell lines. These experiments showed most of the
carboxamides to be cytotoxic with EC50 values below 10 uM. Prolongation of the alkyl
chainlength initially reduced EC50 values to a minimum, but a decrease in cytotoxicity was
observed for longer alkyl chains. Variation of substituents at the terminal nitrogen atom,
however, did not influence EC50 values at all. Noteworthy results were obtained particularly
for compounds 4, 6 and 23 as indicated by EC50 values lower than 2 uM, and in case of a
maslinic derivative 23 even an increased tumor/non-tumor cell selectivity was observed.
These compounds were further investigated using fluorescence microscopy and flow

cytometry analysis, which revealed 6 to show indications of apoptosis.

Keywords
Oleanolic acid; maslinic acid; cytotoxicity; triterpenoids, carboxamides

DOI: 10.1016/j.steroids.2019.05.014
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Synthesis and cytotoxicity evaluation of DOTA-conjugates of ursolic acid

M. Kahnt, S. Hoenke, L. Fischer, A. Al-Harrasi, R. Csuk, Molecules 2019, 24, 2254.

Graphical Abstract

Abstract

In this study, we report the synthesis of several amine-spacered conjugates of ursolic acid
(UA) and 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid (DOTA). Thus, a total of
11 UA-DOTA conjugates were prepared holding various oligo-methylene diamine spacers
as well as different substituents at the acetate units of DOTA including tert-butyl, benzyl,
and allyl esters. Furthermore, three synthetic approaches were compared for the
ethylenediamine-spacered conjugate 29 regarding reaction steps, yields, and precursor
availability. The prepared conjugates were investigated regarding cytotoxicity using SRB
assays and a set of human tumor cell lines. The highest cytotoxicity was observed for
piperazinyl spacered compound 22. Thereby, ECso values of 1.5 uM (for A375 melanoma)
and 1.7 uM (for A2780 ovarian carcinoma) were determined. Conjugates 22 and 24 were
selected for further cytotoxicity investigations including fluorescence microscopy, annexin

V assays and cell cycle analysis.

Keywords
Uroslic acid; DOTA,; triterpenoids; cytotoxicity

DOI: 10.3390/molecules24122254



Anhang - Publikation P5 | A-7



Anhang - Lebenslauf

Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Staatsangehorigkeit:

| A-8

Michael Kahnt
21.02.1991
Schkeuditz
deutsch

Bildungsweg

Seit 11/2015

10/2013 - 09/2015

10/2010 - 10/2013

2001 - 2009

Praxiserfahrung

Promotionsstudium unter der Leitung von Prof. Dr. René Csuk
Institut fir Chemie im Bereich Organische Chemie,
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Master of Science Chemie (1,2)
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Bachelor of Science Chemie (1,7)

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Allgemeine Hochschulreife (1,4)

Roman Herzog Gymnasium Schmélin

12/2016 - 07/2017

01/2016 - 03/2016

Wissenschaftliche Hilfskraft
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg (Institut flr Chemie)

Wissenschaftliche Hilfskraft
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg (Institut flr Chemie)



Anhang - Publikationsliste | A-9

Publikationsliste

,,Synthesis and cytotoxicity evaluation of DOTA-conjugates of ursolic acid”
M. Kahnt, S. Hoenke, L. Fischer, A. Al-Harasi, R. Csuk, Molecules 2019, 24, 2254,

»The cytotoxicity of oleanane derived aminocarboxamides depends on their aminoalkyl
substituents”

M. Kahnt, A. Loesche, I. Serbian, S. Hoenke, L. Fischer, A. Al-Harasi, R. Csuk, Steroids
2019, 149, 108422.

., T riterpene-Based Carboxamides Act as Good Inhibitors of Butyrylcholinesterase”
A. Loesche, M. Kahnt, I. Serbian, W. Brandt, R. Csuk, Molecules 2019, 24, 948.

,Ethylenediamine Derived Carboxamides of Betulinic and Ursolic Acid as Potential
Cytotoxic Agents”
M. Kahnt, A. Al-Harrasi, R. Csuk, Molecules 2018, 23, 2558.

,, Transformation of asiatic acid into a mitocanic, bimodal-acting rhodamine B conjugate of
nanomolar cytotoxicity”

M. Kahnt, J. Wiemann, L. Fischer, S. Sommerwerk, R. Csuk, Eur. J. Med. Chem. 2018,
159, 143-148.

,,Platanic acid-derived methyl 20-amino-30-norlupan-28-oates are potent cytotoxic agents
acting by apoptosis”

M. Kahnt, L. Heller, A. Al-Harrasi, R. Schéfer, R. Kluge, C. Wagner, C. Otgonbayar, R.
Csuk, Med. Chem. Res. 2018, 27, 1757-17609.

,,Platanic acid: A new scaffold for the synthesis of cytotoxic agents”
M. Kahnt, L. Heller, P. Grabandt, A. Al-Harrasi, R. Csuk, Eur. J. Med. Chem. 2018, 143,
259-265.



Anhang - Posterbeitrage | A-10

»Amino derivatives of platanic acid act as selective and potent inhibitors of
butyrylcholinesterase”

L. Heller, M. Kahnt, A. Loesche, P. Grabandt, S. Schwarz, W. Brandt, R. Csuk, Eur. J.
Med. Chem. 2017, 126, 652-668.

Posterbeitrage
M. Kahnt, L. Fischer, R. Csuk: Novel betulinic carboxamides as potential cytotoxic agents,
EFMC International Symposium on Medicinal Chemistry, 02.-06.09.2018, Ljubljana,

Slowenien.

M. Kahnt, L. Heller, R. Csuk: Platanic acid derivatives with promising cytotoxic activity,
18" Tetrahedron Symposium, 27.-30.06.2017, Budapest, Ungarn.



Anhang - Selbststdndigkeitserklarung | A-11

Selbststandigkeitserklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig und nur unter
Verwendung der von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verfasst habe. Die aus den
benutzten Werken, wortlich oder inhaltlich, entnommenen Stellen sind als solche kenntlich
gemacht. Die Arbeit wurde bisher in gleicher oder ahnlicher Form keiner anderen Universitat

oder Hochschule zur Erlangung eines akademischen Grades eingereicht.

Halle (Saale), den 19.06.2019 Michael Kahnt



