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5-LO 5-Lipoxygenase
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1 Einleitung

Trotz intensiven Forschungsbemiihens in den letzten Jahrzehnten, bleiben die Tumorerkrankungen,
oder auch umgangssprachlich Krebs mit Abstand die zweithdufigste Todesursache weltweit — jahrlich
sterben 9.6 Millionen Menschen an bdsartigen Tumoren mit steigenden Prognosen fir die
kommenden Jahre, (1121 B]

Zur Ublichen Therapie zahlt die operative Entfernung des Tumorgewebes sowie Radiotherapie
und/oder Chemotherapie; insbesondere bei fortgeschrittenen Tumorerkrankungen und moglicher
Metastasenbildung ist eine Operation mit Bestrahlung meist nicht ausreichend und deshalb zusétzliche
Chemotherapie notwendig. ¥ Einige der kleineren Wirkstoffmolekiile der letzten Dekade sind
vielversprechend die auller Kontrolle geratenen, wuchernden Zellen zu bekdampfen. Ein groRes
Problem bei der Chemotherapie ist ursachlich darin begriindet, dass Chemotherapeutika weitgehend
unselektiv Tumorzellen ,téten” und so ebenfalls gesundes Gewebe beschadigen. Die Beschadigung
von gesunden Gewebe kann zu teils starken Nebenwirkungen filihren; so ist beispielsweise eine
Schadigung von Herzen, Gehirn oder Innenohr, welche zu einem Verlust des Horens fiihren kann,
moglich. B! Ein zentrales Anliegen aktueller Forschung ist das selektive Fokussieren der Therapeutika
auf Tumorzellen.

Dies kann beispielsweise durch Konjugate mit Nanopartikeln geschehen; mit diesen ist es moglich
geringe Wirkstoffstabilitdten zu umgehen, die Wirkstoffeffizienz, sowie die Spezifitdt zu erhéhen. Des
Weiteren kann auch die Léslichkeit erhoht werden. ' 7 Grundlegend fiir die Erhéhung der Selektivitat
gegenilber Tumoren ist hierbei der EPR-Effekt. Dieser beschreibt die erhéhte Permeabilitdt und
Retention von Makromolekilen oder Nanopartikeln in Tumorgeweben. Die vasculare Permeabilitat
um das Tumorgewebe ist durch Entziindungsreaktionen und vasculdare Effektoren erhoht, sodass
Makromolekiile besser aufgenommen werden. Dies erklart auch teilweise, wieso unselektive
Antitumor-Medikamente starker auf Tumorgewebe wirken. Diese Strategie bezeichnet man auch als
,passive targeting”. Ebenso erhoht die PEGylierung durch den , Stealth-Effekt” die Halbwertszeit und
ermoglicht somit, dass die Nanopartikel in das gewlinschte Gewebe gelangen. Allerdings kann dies
auch die Nebenwirkungen erhéhen. ¥ Bei dem ,active targeting” wird die Strategie verfolgt, durch
Konjugation mit Liganden gezielt dafiir zu sorgen, dass die Tumorzelle den Wirkstoff aufnimmt. ! 10

Neben Nanopartikeln bieten auch Konjugate mit monoklonalen Antikdrpern oder mit anderen
organischen Molekiilen wie mehrfach ungesattigten Fettsauren, Folsdure, Hyaluronsdure oder
Peptiden die Méglichkeit, Wirkstoffe gezielt im Tumorgewebe anzureichern. 11

Insbesondere in letzter Zeit bekommt auch die Klasse der ,Mitocane” (121 131 141 [15] [16] [17] hhere
Aufmerksamkeit als potentielle Chemotherapeutika. Dies hat verschiedene Griinde. Ein Vorteil, der
sich beispielsweise bei lipophilen Kationen ergibt, ist die erhdhte Loslichkeit im wassrigen Medium.
Zum anderen ist ein intrinsischer Vorteil, dass Zelltodkaskaden des Mitochondriums der Tumorzelle
ausgelost werden. Damit ist es moglich, einen programmierten Zelltod der Tumorzelle herbeizufiihren,
sodass starkere Entziindungsreaktionen vermieden werden kdnnen, wodurch der Stress fiir den
Patienten verringert wird. 118 1191 [20]

Eine Vielzahl aktueller Wirkstoffe leitet sich von Naturstoffen ab. Die Natur dient damit seit jeher als
Vorbild. Durch die Identifikation von Naturstoffen ist es maRgeblich moglich, deren Interaktion und
Funktion zu studieren und dadurch abzuleiten, wie bessere Wirkstoffe aufgebaut sein missen. Damit



bilden die Natur und das Verstiandnis Uber die Naturstoffe Grundpfeiler einer modernen
Wirkstoffforschung. 121! 122

Damit ist es moglich aus natlrlichen Leitverbindungen einfachere Wirkstoffe herzustellen, die jedoch
die gleiche Wirkung behalten. Ein Beispiel dafiir stellen die B-Lactam Antibiotika dar.
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Abbildung 1: Von der Natur abgeleitete -Lactam Antibiotika

Hierbei konnen die komplexeren Penicilline, sowie Cephalosporine durch einfacher zugangliche
Nocardicine und Monobactame abgeldst werden. Diese unterscheiden sich jedoch teilweise stark in
ihrer Selektivitdt gegeniiber einzelnen Bakterienstimmen. 23!

1.1. Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe — die Terpene

Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe bilden eine reichhaltige Quelle fiir neuartige Verbindungen und
Leitstrukturen. Eine Analyse von CRAGG et al. ?* der neuen Wirkstoffe von 1981 bis 2010 konnte zeigen,
dass nur 36% rein synthetischen Ursprunges sind, und der GroBteil von 64% Naturstoffe,
Naturstoffderivate und von Naturstoffen abgeleitete Molekiile umfasst.

Damit bilden Naturstoffe auch weiterhin einen wichtigen Grundpfeiler der Wirkstoffforschung, !
sowohl durch die haufig inhdrente Bioaktivitdt aber insbesondere auch durch ihre meist einzigartige
Struktur. Naturstoffe sind oftmals komplex aufgebaut und bilden dadurch eher rdaumlich
ausgedehntere Strukturen, die die entsprechenden Rezeptoren besser ausfiillen. 26! 27] [28]

Zu diesen zahlen auch die Triterpene. Terpene sind aus ,,n“ Isopreneinheiten aufgebaut und lassen sich
danach in Hemiterpene (n = 1), Monoterpene (n = 2), Sesquiterpene (n = 3), Diterpene (n = 4),
Sesterterpene (n = 5), Triterpene (n = 6) und Tetraterpene (n = 8) klassifizieren. Vielen dieser
Verbindungen konnten bereits interessante pharmakologische Wirkungen zugeschrieben werden, und
weitreichende Studien konnten einige Wirkmechanismen dieser Verbindungen aufklaren (Tab. 1).
Diese Verbindungen besitzen ein weitreichendes antitumor Potential — viele Triterpene inhibieren
auch die Effluxpumpen (MDR1, MRP1/MRP2, MXR), die hauptsdchlich fiir multiresistente
Tumorphenotypen verantwortlich sind. 2%



Tabelle 1: Ubersicht einiger apoptotischer Triterpen Wirkmechanismen

Maslinsgure!30 311 1321 [33]

“MCaspase 3; Bildung von ROS; Bax; Cytochrom c; Caspase 9; JNK;
p53; Bid; Caspase 7; Caspase 8
J Bcl-2, mitochondriales Membranpotential, MRP-1

Ursolsdurel34 B33

“NCaspase 3 und Caspase 9, JNK, Ca?* influx
J NF-xB, Bcl-2

Terpenoidel3! (38!

“MMitochondriale Membran Permeabilitidt, Caspase 3 & 9
4 Bcl-2, NF-xB, STAT3, TNF, angiogenesis, PI3K/Akt/mTOR

Erythrodiol, Uvaol®”!

MINK
I Mitochondriales Membranpotential

Asiasaurel?® 139

1 p21/WAF1, MAPKs (p38, ERK1/2, but not JNK), Bax, Caspase 9, IKK

4 Bcl-2, NF-xB, cyclinB1, cyclinA, Cdc2, and Cdc25C

AKBAB®! “MCytokine
J VEGF, Src Kinasen, NF-kB, Akt/mTOR, Ribosomale Protein S6 Kinase
TPD (Diol aus Boswellia | NROS und NO, TNF-R1, DR4, Bax, AIF, Smac/DIABLO, Cytochrome c,

serrata)!*”

Caspase 3,8, 9
J/Bcl-2, mitochondriales Membranpotential

Glycyrrhetinsaurel*! 1421

PERK, JNK
L TNF-o,interleukin-1b, NF-kB, Akt/mTOR/STAT3

Oleanolsduremethylester!®?

“MCyctochrome c, Caspase 3/7, ROS
J Mitochondriales Membranpotential

Betulinsdure*4 (431

Zielt auf die “Mitochondrial permeability transition pore” (PTPC)
J cyclin D1, Bcl-2, Zelliberleben, VEGF, VEGFR, EGFR, NF-kB

CDDO/CDDO-Mels! 461 [47]

“MCaspase 3, Bax, Cytochrome ¢

J Mitochondriales Membranpotential,
cyclinD1, COX-2, MMP-9, VEGF, TNF
Apoptose unabhangig von p53

MDR-1, NF-xB. Bcl-2,




1.2. Boswelliasaure

1.2.1. Vorkommen und Bedeutung

Die Boswellia-Arten zdhlen zu den Balsambaumgewéachsen (Burseraceae); sie wachsen in
Trockengebieten des Horn von Afrikas, Indiens oder Arabiens. Die Geschichte des Weihrauchs geht bis
ins Altertum zurlick. So findet das Weihrauchharz beispielsweise im katholischen Gottesdienst als
Rauchermittel Anwendung mit dem Hintergrund, dass der wohlwollende Duft eine tiefere
Verbundenheit mit Gott hervorrufe. Weihrauch findet beispielsweise auch in der Bibel als eine der drei
Gaben an das neugeborene Jesuskind Erwahnung. (481 [49]

Die Zusammensetzung des Weihrauchharzes lasst sich in drei grobe Kategorien einteilen, den
Schleimstoffen (10-23%), den atherischen Olen (5-15%) und den Harzen (55-66%), zu denen auch die
Boswelliasduren zihlen. P Die genaue Zusammensetzung variiert dabei je nach Art. Therapeutisch
relevante Arten sind Boswellia serrata, Boswellia sacra, Boswellia carteri und Boswellia papyrifera.

Boswelliasdure konnte erstmals 1898 von TSCHIRSCH isoliert werden. ¥ Spatere Untersuchungen von
WINTERSTEIN und STEIN (1932) zeigten dann, dass es sich bei der isolierten Verbindung um ein Gemisch
aus o~ und B-Boswelliasdure handelt 5%; diese unterscheiden sich dabei im Triterpengeriist; Die o-
Boswelliasdure wird zu den B-Amyrin gezdhlt, wohingegen die B-Boswelliasdure den a-Amyrinen
zugerechnet wird. Neben diesen Grundstrukturen finden sich auch die acetylierten Formen, die 3-O-
Acetyl-boswelliasdure (ABA), sowie die oxidierte Form, die 11-Keto-boswelliasdure und eine gemischte
Form, die 3-O-Acetyl-11-keto-boswelliasdure (AKBA) beider Grundgeristtypen im Extrakt.
Hauptbestandteil sind die B-Boswelliasduren. 3 Insbesondere bei der fokussierten Synthese von JAUCH
et al. wird nur B-AKBA erhalten. ¥ Die heilende Wirkung des Weihrauchs wird in erster Linie den

Boswelliasduren zugeschrieben. 55 [°6]

Tabelle 2: Prozentuale Anteile von einigen Boswelliaséduren in der Harzsdurefraktion!s”!

B-BA B-ABA B-KBA B-AKBA
ENNET et al. [%8] - - 3.8% 4.2 %
SHAO et al.[>% 211 % 0.05 % 7.7 % 0.2%
MAJEED et al.l?" 10.1 % 6.8 % 5.1 % 3.8%

1.2.3. Pharmakologische Wirkung

Noch heute findet Weihrauch in der ayurvedischen Medizin aufgrund seiner antiseptischen,
antiarthritischen und antiphlogistischen Eigenschaften Verwendung. “® Weihrauchzubereitungen
wurden in der ayurvedischen Medizin schon seit langem als Heilmittel und bei Erkrankungen wie
Blutkrankheiten, chronischen Darmerkrankungen 621621 Entziindung der Eierstocke [®3, Arthritis (64 (6°]
und Erkrankungen der Atemwege 12! %] insbesondere Asthma verwendet. > [7 Dyrch AMMON et.
al. konnte der Zusammenhang der Boswelliasdure und der entziindungshemmenden Wirkung
erschlossen werden.[®® Die entziindungshemmende Eigenschaft beruht hierbei auf der Inhibierung
Leukotriensynthese und fiihrt damit direkt zur Hemmung der Bildung von Entziindungsmediatoren.
Dabei wird die 5-Lipoxygenase (5-LO) durch AKBA mit einem ECso-Wert von 1.5uM inhibiert. Der groRe
Vorteil dieser gezielten Inhibierung im Gegensatz zu anderen entziindungshemmenden
Medikamenten ist, dass die 5-LO selektiv inhibiert wird und die Prostaglandinsynthese weiter
stattfindet, wodurch diese Gewebshormone weiterhin der Signallibertragung dienen und der
Entziindungsreaktion entgegenwirken.



Diese entziindungshemmende Eigenschaft der Boswelliasdauren scheint maRgeblich fir die
,gesunden”-Eigenschaften verantwortlich zu sein und auch protektiv auf Herzgewebe und
Nervenzellen zu wirken. [¢° 70!

Neben diesen positiven Eigenschaften ist AKBA auch antitumor aktiv und kann die Blut-Hirn-Schranke
tiberwinden. Y Ein vermuteter Ansatzpunkt ist vermutlich der Chemokinerezeptor CXCR4, wodurch
AKBA die Invasion und Metastasenbildung von Tumorzellen verhindert 7%; zusatzlich wird der TNFa.-
Faktor verringert. 3 ! Ebenso stehen Entziindungsreaktionen stark mit der Tumorbildung und
Invasion in Zusammenhang, was durch die guten entziindungshemmenden Eigenschaften der
Boswelliasdure gute Therapiemdglichkeiten bietet.

1.3. Targets in der Tumortherapie

In der Tumortherapie gibt es verschiedene Proteine, die als Target fiir Therapeutika interessant
erscheinen. So sind besonders Kinasen PI3K/AKT/mTOR von Interesse, da diese direkt den Zellzyklus
beeinflussen. In vielen Tumorarten ist besonders dieser Signalweg hochreguliert und verhindert
dadurch die Apoptose. 4

Das Hauptziel besteht zumeist darin, einen programmierten Zelltod in Form der Apoptose auszul6sen.
Im Weiteren werde ich kurz auf die Wirkweise der Mitocane und Carboanhydrase IX Inhibitoren in der
antitumor-Therapie eingehen.

1.3.1. Der programmierte Zelltod

Der programmierte Zelltod spielt eine essentielle Rolle fiir mehrzellige Organismen und ist keinesfalls
zuféllig sondern hochorganisiert. 7! Das Aktivieren der Zelltodsignalwege kann daher zu
morphologischen und biochemischen Veranderungen im Organismus fiihren. So wird beispielsweise
die Separation der Finger durch die Apoptose embryonaler Zellen herbeigefiihrt. ® In einem lebenden
Organismus befinden sich die Zellen jederzeit in einem Gleichgewicht zwischen Leben und Tod;
dadurch ist es fiir den Organismus moglich, dass kleine Anderungen den programmierten Zelltod
ausldsen und so infizierte oder beschidigte Zellen entfernt werden. 7! 781 Dabei unterscheidet man
hauptsdchlich zwischen drei Arten des programmierten Zelltods: Zum einen die Apoptose, bei der eine
Fragmentierung der DNA eintritt, gefolgt von der Bildung von kleinen Vesikeln mit Zellbestandteilen
und zuletzt einer Phagozytose und der Zersetzung dieser apoptotischen Vesikel durch angrenzende
Zellen. "? Und zum anderen die Autophagozytose — hierbei werden Zellbestandteile recycelt. Dabei
werden kleine Vesikel, die Teile des Zytoplasmas und von Organellen enthalten, dem Lysosom
zugefiihrt und dort wiederverwertet. % Der letzte der drei groRen Zelltodmechanismen, welche
allerdings kein programmierter Zelltod ist, ist die Nekrose. Dabei werden von beschadigten Zellen
Zytoplasma und Zellorganellen in den extrazellularen Raum abgegeben, was meistens zu
Entziindungsreaktionen fiihrt. ¥ Dies kann beispielsweise durch ZerreiRen der Membran, Frost-Tau-
Zyklen oder starke osmotische Gradienten herbeigefiihrt werden. Seit 2005 und besonders in der

letzten Dekade vermehren sich aber Befunde, dass es auch kontrollierte Nekrose, die Nekroptose, gibt.
[82] [83]



1.3.2. Mitocane

Das Mitochondrium ist in gewisser Weise der Dreh- und Angelpunkt der Zelle. Sowohl als ,Kraftwerk”
der Zelle spielt es eine entscheidende Rolle in der Energieversorgung aber auch als zentrale
Schalteinheit vieler Signalwege — beispielsweise bei den Zelltod Mechanismen. 77! 84 [18 pjege
Eigenschaft des Mitochondriums — direkt den Zelltod von Zellen zu beeinflussen und Apoptose
auslosen zu kdnnen — macht es zu einem idealen Target fiir die antitumor-Therapie.

Als Mitocane bezeichnet man Zellgifte, die den Zelltod Uber das Mitochondrium auslésen. Dies birgt
insbesondere in Bezug auf Tumorzellen einige Vorteile, was Mitocane zu ausgesprochen interessanten
Verbindungen in Bezug auf die Chemotherapie macht. Bei Tumorzellen sind generell die
Zelltodmechanismen gestort. Dadurch ist es diesen Zellen moglich, unkontrolliert zu wachsen und in
fremdes Gewebe einzudringen. Sie ignorieren die Signale, die den Zelltod auslésen sollten, um dieses
unkontrollierte Wachstum zu stoppen. &

Obwohl Tumorzellen an sich ,,immun® gegen zelltodauslosende Signale zu sein scheinen, kann das
Mitochondrium in Tumorzellen den Zelltod durch Apoptose induzieren. Tumorzellen sind teilweise
dafiir pradeterminiert, sodass die Apoptose , leichter” méglich ist, als bei gesunden Zellen P! — Da dies
eine inharente Selektivitat bedeuten kann, stellen Mitocane sehr interessante Therapeutika dar: Somit
ist es beispielsweise moglich, Apoptose direkt auszulésen indem anti-apoptotische Proteine inhibiert
werden. Dies funktioniert beispielsweise bei den ABT-dhnlichen Inhibitoren (ABT-737, ABT-263), die
die Proteine der BCI-2 Familie inhibieren. 3! 181 8] Ehenso ist bekannt, dass in Tumorzellen der Stress
durch reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) permanent erhdht ist. Somit kdnnen Verbindungen, wie
Triterpene, Resveratrol oder Vitamin E, die einen plotzlichen Anstieg an ROS erzeugen, durch das
Mitochondrium Apoptose auslésen. 7]

Die Zelltodkaskade der Mitochondrien endet immer mit dem Auflésen der Kompartimentierung, also
einer Durchlassigkeit der duBeren mitochondrialen Membran, welches zur Cytochrom c Ausschiittung
fuhrt. An diesem Punkt — der als , Point of no return” bekannt ist — ist der Zelltod unausweichlich. 8



1.3.3. Carboanhydrase IX Inhibition

Die Carboanhydrasen sind eine essentielle Enzymklasse fiir jegliches Leben; sie regulieren das Saure-
Base-Gleichgewicht in Blut und Gewebe durch die Umwandlung von Kohlenstoffdioxid und Wasser zu
Carbonat und Protonen. Wie wichtig die Carboanhydrasen sind, erkennt man auch an ihrer hohen
Turnoverzahl von 200 k-s* bis 1 m-s*®; das bedeutet, dass 200.000 bis 1 Million dieser Umsatze pro
Sekunde stattfinden. Die Acetylcholinesterase, welche essentiell fiir die Funktionen des
Nervensystems verantwortlich ist, besitzt eine geringere Turnoverzahl von 25.000 Umsatzen pro
Sekunde. ¥

Ein weiterer Therapieansatz der letzten Jahrzehnte war der Einsatz von Carboanhydrase IX-Inhibitoren
in der Tumor-Therapie. Y B2 Grundlage hierfiir ist, dass in Tumorzellen — und insbesondere in
hypoxischen Tumorzellen — Carboanhydrase IX Uiberexpremiert ist. Hypoxische Tumoren entstehen
dadurch, dass das Wachstum der Tumorzellen zu schnell ist und durch die mangelnde Blutversorgung
eine Unterversorgung an Sauerstoff entsteht. Dies fihrt zu einer Acidose des extrazelluldren Bereiches
und einen verminderten pH-Wert. Ebenso tragt diese Versdauerung des umliegenden Gewebes dazu
bei, dass das Tumorwachstum, die Proliferation und Invasion von diesen Tumorzellen erhéht 3 ist und
umliegendes Gewebe stirker geschadigt wird. 4 51 ¢l Der Phinotyp hypoxischer Tumore geht
zumeist mit schlechten Prognosen und resistenten Tumorarten einher. 7 %8

Damit stellen Carboanhydrase-Inhibitoren eine interessante Verbindungsklasse dar, um die Tumor-
Therapie zu unterstiitzen. *®! Der Fokus liegt hierbei insbesondere auf den Carboanhydrasen IX und X,
beide sind stark tumor-assoziiert. [100 [101] [102] [103] [104] [105] Amy 7ygrunde liegenden Mechanismus der
Antitumor Aktivitat gibt es jedoch berechtigte Zweifel; so scheinen Carboanhydrase Inhibitoren zwar
die Mikroumgebung des Tumors direkt zu beeinflussen, die Antitumor-Aktivitdt beruht jedoch auf
einem anderen Mechanismus. 1%



2 Zielstellung

Die Naturstoffklasse der Triterpene zeichnet sich durch ihre vielfaltige biologische Aktivitat aus, sodass
sich ein Teilgebiet der Naturstoff- und Wirkstoffforschung intensiv mit Triterpenen befasst.
Insbesondere die im Weihrauch vorkommenden Boswelliasauren erwecken schon lange das Interesse
an ihrer Isolierung und pharmakologischen Nutzbarkeit.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit soll daher auf der Synthese und Isolierung von a-Boswelliasdure liegen,
welche bisher nur schwer zu isolieren ist und wenige pharmakologische Untersuchungen dazu
vorliegen. Ebenso sollen diese auf ihr zytotoxisches Potential im Hinblick auf humane maligne
Tumorzelllinien untersucht werden.

Bei der Synthese soll diese zunachst ausgehend von Oleanolsaure erarbeitet werden. Wobei zunachst
die Synthese von a- und B-Amyrin einen Schlisselschritt darstellt. Im weiteren Verlauf soll eine
zusatzliche Oxidation der Methylgruppen C-23 / C-24 die Grundlage zum Zugang zur Boswelliasiure
liefern.

Ein weiterer Ansatz, bei dem bereits die entsprechenden Strukturmerkmale der Boswelliasdure
vorhanden sind, beschéftigt sich mit Hederagenin und Gypsogenin als Ausgangsmaterialien. Durch die
Umwandlung dieser beiden Verbindungen ineinander und eine Retro-Aldol-Reaktion, ist es moglich
die absolute konfiguration an C-4 im A-Ring so zu beeinflussen, dass entsprechende Vorstufen von a-
Boswelliasdure erhalten werden. Dies legt auch den Grundstein zur Erweiterung der Chemie des
Hederagenins und Gypsogenins.

In Bezug auf die antitumor-Eigenschaften sollen im weiteren Verlauf sowohl Rhodamin B-Konjugate
der Boswelliasdure, als auch weitere Derivate des Rhodamins hergestellt werden, um Riickschliisse auf
die Wirkweise ziehen zu kénnen und neue Ansatzpunkte fiir mitocane Verbindungen zu erhalten. Dazu
sollen sowohl weitere Substanzklassen wie Steroide als Mitocane herangezogen werden aber auch
einfachere Rhodamin B-Derivate synthetisiert werden, die ebenfalls gut zuganglich sind und
interessante Kandidaten fur die Tumortherapie darstellen kénnen.

Zur Behandlung hypoxischer Tumoren soll ebenso daran gearbeitet werden, selektive Carboanhydrase
IX- und Xll-Inhibitoren zu synthetisieren, die auf ihre Selektivitdt der Inhibierung und zytotoxische
Aktivitat gegen Tumorzellen getestet werden sollen.



3 Zusammenfassung und Einordnung der Forschungsergebnisse

3.1. Zur Synthese der Boswellisasaure

Bei der fokussierten Synthese und Extraktion nach JAaucH B4 konnte bisher nur 3-O-Acetyl-B-
boswelliasdure erhalten werden. Die a-Boswelliasdure konnte bisher nicht — mit Ausnahme
aufwendiger chromatographischer Isolierungen — prédparativ dargestellt werden, obwohl diese je nach
Art des Weihrauchs in groBen Mengen vorhanden sein sollte. Daher sollte eine Partialsynthese zur
Darstellung der a-Boswelliasdure erarbeitet werden.

Die Partialsynthese ausgehend von Oleanolsaure gliedert sich in drei Transformationen (Abb. 2)

Oleanolsaure o-Boswelliasaure

Abbildung 2: Transformation von Oleanolsédure zu a-Boswelliasédure

Zunéchst muss die Carbonsdurefunktion an C-28 der Oleanolsaure (Abb. 2; orange) zur Methylgruppe
reduziert werden, dies beugt auch dem Verwenden einer Schutzgruppe vor. In einem weiteren
Syntheseschritt muss die Methylgruppe C-24 am A-Ring (Abb. 2; griin) zur Carbonsdure oxidiert
werden. Die letzte Transformation ist notwendig zur Inversion der Hydroxygruppe an C-3 (Abb. 2;
blau). Wie dieses erreicht werden konnte, ist im Folgenden dargestellt.

Ein weiterer Ansatz besteht in der Inversion der Stereozentren am A-Ring. Dabei wird zunachst wie bei
der in Abb.2 beschriebenen Synthese die Carbonsdure des Gypsogenins reduziert (Abb. 3, A). Im
weiteren Verlauf soll dann durch eine Retro-Aldol-Reaktion die absolute Konfiguration an C-4 des A-
Rings invertiert werden um so eine Vorstufe der a-Boswelliasdure zu erhalten, die dann im Folgenden
unter milden Bedingungen zur a-Boswelliasdure oxidiert wird.

Abbildung 3: Transformation von Gypsogenin zu a-Boswelliasédure



3.1.1. Die Partialsynthese von a- und B-Amyrin 1207

Die pentacyclischen Triterpene der Amyrine gehéren zu den am haufigsten vorkommenden
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen. Sie bilden die Ausgangsstoffe der Biosynthese von Oleanol- und
Ursolsaure und finden sich in der Cuticula vieler Pflanzen, wie Tomaten [, Orangen und Pfeffer [1°9,
wo sie die erste Schutzschicht gegen die feindliche Umwelt durch ihre antimikrobielle % und
antifungale Y Wirkung darstellen.

Weiterhin zeichnen sich die Amyrine durch eine Vielzahl
weiterer pharmakologisch interessanter Eigenschaften aus; sie

[112] [113] [114], anti-

wirken  entziindungshemmend
schmerzwahrnehmend ¥, gastroprotektiv [*®! und zeigen

Potential durch Derivatisierung. [**”)

Ungeachtet dessen, dass die Amyrine allgegenwartig sind, ist es
dennoch problematisch groRere Mengen a- und B-Amyrin zu

erhalten. (118

Dies liegt mitunter an der schwierigen
Aufreinigung dieser Gemische; daher ist es auch noch immer
von Bedeutung a- und B-Amyrin besser zuganglich zu machen.
[113] [119) pije erste Partialsynthese von B-Amyrin wurde bereits
1968 von BARTON durchgefiihrt. 29 Ebenso gelang COREY die
erste Totalsynthese einiger 3-Aymrin Triterpene, sowie die des
B-Amyrins 1993. 121 vijele synthetische Ansitze beschiftigten
sich in erster Linie mit der Synthese von Triterpenen des [3-
Amyrin Typs, und bis 2017 war keine Synthese von a-Amyrin
bekannt. 122 [1231 1241 2017 gelang es CHEN et al. durch eine
geschickte Verkettung von Reduktion und Oxidation aus

Ursolsdure a-Amyrin herzustellen. 2%

Da groRRere Mengen a- und B-Amyrin fir die weitere Synthese
notwendig waren, sollte die Synthese weiter verbessert
werden.  Durch  Reduktion von  Oleanolsdaure  mit

Lithiumaluminiumhydrid wurde Erythrodiol (EO) in sehr guten
Ausbeuten erhalten. Der Schlisselschritt stellt im Folgenden die
selektive lodierung der primaren Hydroxygruppe an C-28 dar, Abbildung 1: Synthese von -

B-Amyrin

dies wurde durch Reaktionsbedingungen analog der APPEL- Amyrin ausgehend von
Reaktion erreicht. Eine Optimierung hin zu sehr kurzen Oleanolséure
Reaktionszeiten bei hoher Temperatur ermoglichte die selektive

lodierung, ohne dass nennenswerte Mengen des 3-lod-Erythrodiols gebildet wurden. Das
chromatographisch aufgereinigte 28-lod-B-Amyrin (EO-I) wird im Folgenden mit Zink in Essigsaure
reduziert. Nachdem das Zink abfiltriert wurde, erhdlt man durch Ausfallen reines B-Amyrin in 81%
Gesamtausbeute und damit beinahe doppelt so viel wie bei CHEN et al. 1%

Fir die Synthese von a-Amyrin musste die Synthesestrategie abgewandelt werden; es war aufgrund
der verdanderten Position der Methylgruppe am o-Amyrin-Typ und der damit resultierenden
geringeren Reaktivitdt der Hydroxygruppe nicht moglich, die lodierung an C-28 selektiv durchzufiihren.
Ahnliche Schwierigkeiten traten bei der Tosylierung auf. Das Mesylat lieR sich nicht mit
Lithiumaluminiumhydrid reduzieren.
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Einzig das Triflat war reaktiv genug und konnte sowohl gebildet, als auch reduziert werden. Dies
erforderte jedoch eine Schutzgruppenstrategie fiir die Hydroxygruppe an C-3. Somit wurde diese
zundchst als Silylether geschiitzt, damit bei der Umsetzung mit Trifluormethansulfonsaureanhydrid
und anschlieBender Reduktion die Hydroxygruppe an C-3 erhalten bleibt. Damit war es mdglich, -
Amyrin mit 64% Gesamtausbeute zu erhalten.

3.1.2. Umwandlung von Hedragenin und Gypsogenin [*2¢!

Hederagenin und Gypsogenin sind Triterpene mit B-Amyrinstruktur, die zumeist als Saponin in
verschiedenen Pflanzen vorkommen. 1271 1281 [129] Hederagenin wurde zuerst von L. POSSELT im Jahre
1849 130 jsoliert und findet sich in verschiedenen Pflanzen, wie beispielsweise den Heckenkirschen
(Lonicera) 34, Clematis (Clematis) *32! und der Luzerne (Medicago sativa) 33, Hederageninsaponine
zeigen neben anti-inflammatorischen 3* viele weitere pharmakologisch interessante Eigenschaften.
[134] 1351 Besonders interessant ist Hederagenin aufgrund seiner antitumor Eigenschaften. [34
Gypsogenin wurde hingegen erst im Jahre 1927 entdeckt 3¢ und aus Gypsophila paniculata und
Saponaria officinalis isoliert. 137! Obwohl auch Gypsogenin allgegenwirtig ist und beide Triterpene
haufig gleichzeitig vorkommen, kénnen die Konzentrationen jedoch stark variieren. Das Saponin des
Gypsogenins ist industriell von groBem Interesse und gut zuganglich. 38 Im Gegensatz dazu l3sst sich
Hederagenin, beispielsweise aus dem Fruchtgehiuse von Sapindus saponaria gewinnen. (13

4-epi-Hedragonic acid (4eHe)

Hederagenin (He)

Abbildung 5: Synthese von fS-Amyrin ausgehend von Oleanolséure

Gypsogenin (Gy) und Hederagenin (He) wurde nach bekannten Methoden gewonnen. 49 13 pije
Reduktion des Gypsogenins mittels Natriumborhydrid verlief mit guten Ausbeuten von 78%. Die
Oxidation des Hederagenins, um selektiv den Aldehyd an C-23 zu erhalten, flihrte zunachst nicht zum
gewiinschten Produkt (Gy).
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Verschiedene Reaktionsbedingungen und Oxidationsmittel (PDC, PCC, BAIB/DMP (+TEMPO),
NaClO,/H,0,, NaOCI/TEMPO, KBr, FeCls/TEMPO/NaNQ,/0O; lieferten nicht das gewlinschte Ergebnis.
Mittels IBX war es letztlich moéglich, Gypsogenin selektiv mit 84% Ausbeute zu erhalten.

Ein grolRes Problem bei der Oxidation durch DMP ist, dass sich Gypsogenin bildet, dieses aber zumeist
bevor ein guter Umsatz eintritt weiter oxidiert. Das Zersetzungsprodukt bei Uberoxidation konnte
ebenso isoliert werden und wurde als 4-epi-Hedragonsdure (4eHe) identifiziert. Die
Reaktionsbedingungen lassen sich auch entsprechend anpassen, sodass nur 4-epi-Hedragonsaure
erhalten wird. Die Bildung lasst sich auf die Bildung von 3-oxo-Gypsogenin zurickfiihren, welches
durch syn-Decarboxylierung in 4-epi-Hedragonsdure Uberfihrt wird (Abb. 5). Die Zwischenstufe ist
oxidationsempfindlich, sodass sie nicht isoliert werden konnte. Das Epimer der 4-epi-Hedragonsaure
konnte auch bereits 1972 in Pflanzen gefunden werden % und zeigt einige interessante
pharmakologische Eigenschaften — so ist es aktiv gegen Magenkrebs und ein Ligand des Rezeptors

Farnesoid X. [142) [143] [144]
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3.1.3. Die Problematik der Boswelliasduresynthese
Im zeitlichen Rahmen der Arbeit konnte die Synthese der Boswelliasdure nicht fertiggestellt werden.
Im Folgenden sind einige Probleme bei der Synthese erldutert.

5 Stufen e
- . +
05— ho-n AcO-N e
1 OAc
Hauptprodukt
2 3 4

Abbildung 6: Synthese der a-Boswelliasdure iber Cyclopalladierung

Das Hauptproblem der Synthese der a-Boswelliasdure stellt die Cyclopalladierung dar (Abb. 6, A).
Hierbei bildet sich Verbindung 2 als Hauptprodukt mit 80%. Verbindung 3, welche die Vorstufe der a-
Boswelliasdure darstellt, wird nur mit 15% Ausbeute gebildet. Dies ist konsistent mit der Literatur und
kann umgangen werden, in dem Position 2 des A-Rings hydroxyliert wird. %*! Die Hydroxylierung an
Position 2 des A-Rings, sowie die Deoxygenierung nach der Cyclopalladierung stellen zuséatzliche
Synthesestufen dar. Dieser Syntheseaufwand lohnt sich nicht um die Ausbeute von 15% an Verbindung
3 signifikant zu erhdhen.

Aufgrund der genannten Probleme wurde sich fir die Alternativvariante Gber die Retro-Aldol-Reaktion
(Abb. 7) an Gypsogenin entschieden. Hierbei sollte ausgehend von Hederagenin zunichst die
Carbonsaurefunktion an C-28 reduziert werden. Daraufhin erfolgt die Oxidation zum Gypsogenin
Analogon (5) und die Retro-Aldol-Reaktion zu den entsprechenden Diastereomeren. Als Modelreaktion
wurde die Retro-Aldol-Reaktion an Gypsogenin getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch
Zugabe von HMPA alle vier Diastereomere (Abb. 7, Verbindung 6-9) entstehen. Dabei stellt Verbindung
9 den Vorldufer der a-Boswelliasdure dar und lieRe sich im Folgenden zur a-Boswelliasdure oxidieren.

Hederagenin

a-Boswelliasaure
6 Steps
Oxidation
THF, HMPA,
LIHMDS
_—

Abbildung 7: Synthese der a-Boswelliasdure (iber die Retro-Aldol-Reaktion

Das Hauptproblem dieser Synthese stellte sich dadurch heraus, dass die Schutzgruppen des 1,3-Diols
des A-Rings nicht stabil gegeniber den reduktiven Bedingungen sind. Sowohl TBDMS-Ether, Allyl-Ether
und das Isopropylidenketal sind nicht stabil und resultieren in undefinierten Produkten. Diese
Synthesestrategie scheint vielversprechend, da die falschen Diastereomere (Verbindung 6, 7 und 8)
wieder zu Verbindung 9 isomerisiert werden kdnnen. Eine Durchfiihrung war jedoch aus zeitlichen
Grinden nicht mehr moglich.
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3.2. Targeting Tumors

Es gibt eine Vielzahl an Moglichkeiten Tumor Erkrankungen mittels Wirkstoffen zu therapieren. Dabei
werden diese Molekiile meistens von den Zellen aufgenommen und inhibieren Enzyme oder
Signalwege, die zu einem Zelltod fiihren. Eine neuere Wirkstoffklasse stellen die sogenannten
,Mitocane” dar.1146] 11471 [148] 11491 Hiarpej stellt das Mitochondrium der Zelle den Wirkort der
Therapeutika dar, wodurch dieses dann den Zelltod auslést. Man unterscheidet zwischen
verschiedenen Klassen von Mitocanen, 14

Tabelle 3: Klassifizierung der ,Mitocane” nach Neuzil [14¢

Klasse Zielort Beispiele

Klasse 1 Hexokinase 3BP, 2DG

Klasse 2 BCI-2 Proteinfamilie ABT-737, a-TOS

Klasse 3 Thiol-redox Isothiocyanate

Klasse 4 und VDAC/ANT Lonidamine, Steroidanaloga

Klasse 5 Elektronen Redoxkette a-TOS, MitoVES, Tamoxifen

Klasse 6 Innere  Zellmembran (Lipophile | Rhodamin-Konjugate
Kationen)

Klasse 7 Zitronensaure Zyklus DCA, 3BP

Klasse 8 mtDNA Vitamin K3, MitoVES

Klasse 9 Unbekannter Wirkort Betulinsdure!*”

3.2.1. Steroidale Mitocane 11

Aus friiheren Arbeiten ist bereits bekannt, dass Rhodamin-Konjugate mit Triterpenen mit ECso-Werten
um die 28 nM stark zytotoxisch sein und dennoch eine gute Selektivitat gegenliber Tumorzellen
erreichen kénnen. [ Neben den Piperazinamiden des Rhodamins, die stark zytotoxisch sind, wurden
auch entsprechende Triterpen-Ester des Rhodamins synthetisiert, die im nanomolaren Bereich aktiv
sind. (1521 [153] 154 \Weiterhin konnte auch durch WIEMANN et al. gezeigt werden, dass auch Diterpene,
die mittels einer Ugi-Multikomponentenreaktion mit einem Rhodamin verknilipft wurden eine
deutliche Aktivitatssteigerung zeigten. > Damit eignet sich Rhodamin B als Leitstruktur um
Verbindungen gezielt zum Mitochondrium zu transportieren. Dieses Konzept der ,Mitocane” sollte
nun auf steroidale Terpene Ubertragen werden, um zu untersuchen, ob auch bei diesen Konjugaten
sowohl die Selektivitat wie auch die Aktivitdat gegen Tumorzellen erhéht werden kann.

Derivate sollten daher sowohl von Prednison (R2) und Abirateron hergestellt werden, da diese bereits
in der Tumortherapie von Prostata und lymphatischen Tumoren Anwendung finden. [°¢ Prednison-
und Abirateronacetat-Kombinationspraparate werden seit 2018 zur Behandlung von
metastasierenden Prostatakrebs eingesetzt. Dadurch, dass diese Verbindungen den Zelltod durch das
Mitochondrium auslésen, haben sie das Potential die beschadigten Zelltod-Signalkaskaden von
Tumorzellen zu umgehen. Als Gegenbeispiele wurden ebenso die Rhodamin-Konjugate von
Cholesterol und Testosteron (R1) hergestellt, die keine direkte Anwendung in der Tumortherapie
besitzen (Abb. 8).
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Testosteron

Cholesterol

Abirateron

Prednison O

R2 ECg5q (MCF-7) 0.24 + 0.02 uM

Abbildung 8: Mitocane abgeleitet von Steroidhormonen

Neuere Ansatze zielen ebenso auf sogenannte ,,ABT-Type” Inhibitoren ab, diese Inhibitoren inhibieren
das Protein Bcl-2, welches anti-apoptotisch wirkt. Wird Bcl-2 inhibiert, kbnnen andere Proteine der
Bcl-Familie sich in der mitochondrialen Membran einlagern, welches zu einer Membranéffnung und
somit zum Zelltod flihrt. Daher wurde auch Bexaroten als Rhodamin-Piperazin-Konjugat synthetisiert,
um die Konzentration von Bexaroten am Mitochondrium zu erhéhen und somit eine starkere
Inhibierung von Bcl-2 zu erreichen. Die Synthese der Derivate verlief sehr geradlinig Gber das
entsprechende Saurechlorid des Rhodamins.

Das Cholesterol- sowie das Bexaroten-Derivat waren unter den Bedingungen des SRB-Assays nicht
|6slich. Insbesondere das Testosteron-Konjugat zeigte die héchste Aktivitdt mit einem ECso-Wert von
60 nM gegen MCF-7 Brust-Adenocarcinom-Zellen. Allerdings zeigte dieses Derivat nur
Selektivitatswerte von Sy 3t3/rapu = 1.1 bis Snin stamce7 = 3.1 und war damit sehr unselektiv. Ebenso
zeigten sich beim Annexin V-FITC/PI Assay, dass das Testosteron-Konjugat 20% nekrotische Zellen nach
24h ausloste und nur 5% Apoptose. Das Abirateron-Derivat zeigte zwar eine leichte Erhéhung der
Aktivitat zu 0.1 bis 0.3 uM war aber unselektiv.

Dem gegenliber zeigte das Prednison-Derivat hingegen sowohl gute Aktivitatswerte von 0.2 bis 0.9 uM
als auch eine Selektivitat gegen MCF-7 Tumorzellen von Sniv 3t3ymcr-7 = 7.3. Der Annexin V-FITC/PI Assay
konnte zeigen, dass dieses Derivat keine Nekrose auslost und schon nach 24 h zu 48% apoptotischen
Zellen und 14% spatapoptotische Zellen fihrte.
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3.2.2. Mitocane ,einfacher Rhodamine” [*>7)

Rhodamin und einige Derivate werden hiufig benutzt um das Mitochondrium anzufirben. 158 (159 Ays
anderen Arbeiten ist bekannt, dass Rhodamin-Triterpen-Konjugate direkt das Mitochondrium als Ziel
haben und sehr gute Zytotoxizitit gegen Tumorzellen aufweisen. [17! (1521 [1531 [155] Fhanso konnte dies,
wie in Kapitel 3.2.1 erwdhnt, auch fiir einige Rhodamin-Steroid-Konjugate gezeigt werden. 15 Bej
Triterpenen stellt auch die Loslichkeit eine groRe Herausforderung fir das wassrige Mileu der
Tumorzellen dar, was jedoch durch die Rhodamin-Konjugation verbessert wird. [1601 [161] (162]
Insbesondere einfache Rhodamin B Derivate lassen sich sehr giinstig in groBen Mengen herstellen,
sodass diese Art an Verbindungen sehr interessante Kandidaten fir die antitumor Therapie darstellen
wiirden. Auch ist es hierbei moglich sich innerhalb der Parameter der Lipinski Regeln [163] (1641 zy
bewegen, welches diese Verbindungen auch zu interessanten ,Lead“-Verbindungen macht, bei denen
weder ein groRes Loslichkeitsproblem auftritt und unter Umstanden gute Ergebnisse erzielt werden

wirden.
o) N~
0L g@ %QN(\\)
e S S s H\ 0
i N N

hohe Aktivitat
hohe Selektivitat

Abbildung 9: Cytotoxische Rhodamin B Derivate

Dazu wurden die Ethyl, Hexyl und Eicosylester, sowie die vom Piperidin abgeleiteten Amide aus
Morpholin, Thiomorpholin, 2,6-Dimethylmorpholin, N,N-Dimethylamin und Piperazin hergestellt (Abb.
9). Die Verbindungen lieBen sich in guten bis sehr guten Ausbeuten von 48 bis 92% aus dem
Rhodaminacylchlorid erhalten.

Insbesondere der Ethylester zeigte mit einer Zytotoxizitdt von 0.15 £ 0.02 uM sehr gute ECso-Werte.
Die Zytotoxizitdtswerte des Eicosylesters waren dabei mit ECso-Werten >20 uM unerwartet hoch,
obwohl zu erwarten sei, dass der Eicosylrest hinsichtlich seiner Lipophilie den Triterpenen ahnlicher
sei. Ebenso ist bekannt, dass hydrophobe Reste sogar schneller die Membran passieren als hydrophile.
[165] [166] [167] E5 f3llt ebenso auf, dass die Rhodamin B Ester keinerlei Selektivitit gegeniiber den
Tumorzellen aufweisen.

Die Rhodamin B Amide zeigen sowohl gute ECso-Werte zwischen 0.27 £ 0.01 pM und 17.34 £ 0.8 uM.
Hierbei fallt unter anderem auch auf, dass das Rhodamin B Piperazinamid ECso-Werte >30 uM zeigt
und damit deutlich inaktiver als die anderen Derivate ist. Weiterhin zeigen die Rhodamin B Amide gute
Selektivitatswerte gegen MCF-7 (Brustkrebs) und A2780 (Eierstockkrebs) Zellen. Das Morpholinderivat
sticht hier mit guten Selektivitatswerten von S = 19.5 gegen MCF-7 und S = 18.1 gegen A2780 Zellen
hervor.
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3.2.3. Ureidobenzenesulfonamide als Carboanhydrase Inhibitoren [168
Die entsprechenden Sulfonamide 1 — 19 konnten Uber die Reaktion von Sulfonamid mit den
entsprechenden Isocyanaten dargestellt werden (Abb. 10).

RNCO,
HoNO2S MeCN HNOS o)
\©\ NJ\N’R
NH H H
1-19

Abbildung 10: Carboanhydraseinhibitoren 1-19;1 Naphthalen-1-yl, 2 4-benzylphenyl, 3 2-
benzylphenyl, 4 4- methoxy-[1,1'-biphenyl]-3-yl, 5 4-methoxyphenyl, 6 3-methoxyphenyl, 7 2-
methoxyphenyl, 8 4-fluorophenyl, 9 3-fluorophenyl, 10 2-fluorophenyl, 11 ethyl, 12 isopropyl,
13 butyl, 14 hexyl, 15 phenyl, 16 benzoyl, 17 ethyl 4- benzoat, 18 4-benzoic acid, 19 5-chloro-

2-phenoxyphenyl.

Sowohl durch Docking Experimente als auch ein bCA Il Assay konnte gezeigt werden, dass es sich um
gute Inhibitoren fir die Carboanhydrase Il handelt. Insbesondere die Verbindungen 1, 2 und 3 — also
jene mit zusatzlichem aromatischen System zeigten sehr gute ECso-Werte mit Inhibierungen von 72%
bis 85% und Ki-Werte von 0.4 uM, 2.95 uM und 0.58 uM, die mit Acetazolamid (ECs0:93%, Ki: 0.37 uM)
vergleichbar sind.

Im SRB-Assay wurden diese Verbindungen zusatzlich auf ihre zytotoxische Wirkung gegen
Tumorzellinien getestet. Dabei wurde festgestellt, dass fast alle Verbindungen inaktiv (ECso-Werte > 30
MM) sind. Eine Ausnahme hierbei stellte Verbindung 2 dar, die mit ECso-Werten von 7.4 £ 0.8 uM gegen
518A2-Zellen (Melanom) und 2.1 + 0.5 uM gegen HT29-Zellen (Darmkrebs) zytotoxisch ist. Damit ist
Verbindung 2 auch sehr selektiv gegeniiber diesen Tumorarten. Spatere Untersuchungen in
Kooperation mit SUPURAN et al. konnten zeigen, dass Verbindung 2 auch sehr selektiv die
Carboanhydrase IX und Xl im Vergleich zu Carboanhydrase Il inhibiert (Vgl. Tab. 4).

Tabelle 4: Untersuchungen in Kooperation mit SUPURAN et al. gegen CA IX und CA XlI|

Cmp |hCAl |hCAIl |hCAIX |S(1/1X) |S(n/1X) |hCAXI |s(1/X11) |S(1/X)
1 242.8 |33.5 42.9 5.66 0.78 15.5 15.66 2.16
2 785.2 |356.2 |15.2 51.66 |23.43 |64 122.69 |55.66
3 78.3 61.5 8.2 9.55 7.50 1 78.30 61.50
4 6650 |5034 |188.6 [35.26 [26.69 |[32.9 202.13 |153.01
5

6

9

94.4 |56.5 149.7 |0.63 0.38 79.6 1.19 0.71
845 |56.8 2104 |0.40 0.27 90.4 0.93 0.63
263.3 [53.6 165.3 |[1.59 0.32 6.7 39.30 8.00
11 871.6 |595.2 |134.3 |6.49 4.43 86.5 10.08 6.88
12 447.7 |98.6 183.7 |2.44 0.54 45.9 9.75 2.15
13 86.2 |(84.9 84.9 1.02 1.00 2.9 29.72 29.28
14 693.9 (497.1 |57.7 12.03 |8.62 6.8 102.04 |73.10
16 948.5 (209.2 |207.7 |4.57 1.01 63.9 14.84 3.27
17 773.3 |63.5 216.7 |3.57 0.29 60.7 12.74 1.05
18 368.1 [84.4 1749 |(2.10 0.48 53.4 6.89 1.58
19 591.1 (300.4 |161.4 |3.66 1.86 14.2 41.63 21.15
AAZ |250 12.1 25.8 9.69 0.47 5.7 43.86 2.12
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4 Zusammenfassung der Dissertation

Seit vielen Jahrzehnten bilden Naturstoffe die Grundlage der modernen Wirkstoffsuchforschung und
sind haufig die Inspiration flir neue Wirkstoffleads. Die pentacyclischen Triterpene befinden sich hier
schon lange im Forschungsfokus, da diese viele pharmakologisch relevante Eigenschaften vereinen.
Ein Vertreter stellt die Boswelliasaure dar, die auch durch ihre entziindungshemmenden Eigenschaften
von Interesse ist.

Im ersten Teil der Arbeit sollte eine Partialsynthese erarbeitet werden um o-Boswelliasdure zuganglich
zu machen. Zu dieser gibt es bisher nur wenige Untersuchungen; die meisten Derivate und
Untersuchungen wurden bislang an B-Boswelliasdure durchgefiihrt.

Es konnte im ersten Teil der Arbeit eine sehr gute Methode fiir die Reduktion der Carbonsaurefunktion
an C-28 entwickelt werden, wodurch auch a-Amyrin und B-Amyrin sehr gut aus Oleanolsdure und
Ursolsdure zuganglich sind. Weiterhin stellt dies den ersten Schlisselschritt bei der Synthese der
Boswelliasdure dar. Damit ist es moglich, B-Amyrin in nur drei Stufen mit 81% Gesamtausbeute aus
Oleanolsaure zu gewinnen und a-Amyrin in finf Stufen mit 64% Gesamtausbeute aus Ursolsdure.
Beide Reaktionen lassen sich auch gut in groBen MaBstab durchfiihren, sodass gréRere Mengen des
Materials zuganglich sind und eine mehrstufige Synthese gut durchgefiihrt werden kann.

Ein Problem bei der Synthese der Boswelliasdure war die C-H Funktionalisierung der nicht aktivierten
Methylgruppen C-23 bzw. C-24 am A-Ring. Bei der Cyclopalladierung, wodurch eine Oxidation der
genannten Methylgruppen stattfindet, ist die absolute Konfiguration zum gewiinschten Produkt
invertiert und die ,,falsche” Methylgruppe wird bevorzugt oxidiert. Dies Problem lasst sich nicht ohne
weiteres umgehen und aufgrund der folgenden Synthesestufen ware sehr viel Ausgangsmaterial
notwendig um dennoch zur Boswelliasdure zu gelangen. Es wurde daher eine Alternativroute
entwickelt.

Ausgehend von Hederagenin wurden Bedingungen fiir eine selektive Oxidation der primaren
Hydroxygruppe erarbeitet, um Gypsogenin zu erhalten. Dies stellt einen Schlisselschritt fur die
Synthese der Boswelliasdure dar. Durch die Umwandlung von Hederagenin und Gypsogenin ineinander
ist es damit moglich, diese Verbindungen als Ausgangsstoffe fiir die Synthese der Boswelliasdure
heranzuziehen. Gypsogenin lasst sich leicht aus dem Saponin gewinnen. Ebenso war es durch
Modifikation der Methode moglich, 4-epi-Hedragonsaure zu erhalten, welche eine interessante
Ausgangsstruktur fiir weitere A-Ring-modifizierte Triterpene darstellt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Gypsogenin einer Retro-Aldol-Reaktion unterzogen werden
kann. In diesem Gleichgewicht bildet sich die entsprechende Vorstufe mit korrekter absoluter
Konfiguration an C-4 zu der Boswelliasaure.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Fokus darauf, antitumor aktive Verbindungen herzustellen. Zunachst
wurden hierbei Carboanhydrase IX-Inhibitoren auf der Basis von Sulfonamiden synthetisiert. Die
hergestellten Inhibitoren wurden sowohl auf ihre Inhibition gegen humane Carboanhydrase |, II, IX und
XIl, wie auch auf ihre zytotoxische Aktivitat gegen humane Tumorzelllinien im SRB-Assay untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass eine dieser Verbindungen selektiv die Carboanhydrase IX und XII
inhibiert und selektiv gegen 518A2 Tumorzellen sowie HT29 Tumorzellen wirkt. Hierbei bestatigt sich
auch die Beobachtung von MBOGE et al. (%!, dass hier ein anderer Wirkmechanismus zu Grunde liegen
muss und die Carboanhydrase-Inhibition nicht alleine fiir die Selektivitat und antitumor-Aktivitat
verantwortlich sein kann.

18



Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Konjugation mit Rhodamin B. Dadurch erhdlt man
lipophile Kationen, die gezielt das Mitochondrium adressieren und so die Mdglichkeit bieten den
Zelltod auszuldsen. Es ist bereits durch frithere Arbeiten der Arbeitsgruppe Csuk [17:152-1%5I hekannt, dass
Triterpenkonjugate sehr gute Aktivitaten bis in den nanomolaren Bereich aufweisen. Eine weitere
Klasse der Terpene sind die Steroide; daher wurden einige Steroid-Rhodamin B Konjugate hergestellt,
um zu untersuchen, wie sich Aktivitat und Selektivitat verhalten.

Dabei konnte gezeigt werden, dass diese Derivate auch ein sehr gutes Potential fiir mogliche
antitumor-Therapeutika besitzen. Hervorzuheben ist dabei das Prednison-Rhodamin B- Derivat,
welches fast ausschlieRlich Apoptose in den Tumorzellen ausgel6st hat und dabei deutlich aktiver war
als reines Prednison. Auch das Abirateron und Testosteron Derivat waren aktiver als Konjugat mit
Rhodamin B — das Testosteron Derivat sogar im nanomolaren Bereich. Damit stellen auch Steroid-
Rhodamin B-Konjugate sehr vielversprechende Verbindungen fiir die antitumor-Therapie dar.

Um dieses Konzept weiter zu verallgemeinern, wurden , triviale” Derivate des Rhodamin B hergestellt.
Dies ist besonders interessant im Hinblick auf Therapeutika, da diese sehr glinstig in groReren Mengen
herstellbar sind. Dabei konnte im SRB-Assay gezeigt werden, dass selbst sehr einfache Derivate des
Rhodamin B schon ECso-Werte unter 1 uM aufweisen. Hierbei ist besonders interessant, dass auch die
sehr einfachen Rhodamin B-Amide, welche von Morpholin bzw. Piperazin abgeleitet sind,
Selektivitatswerte gegenlber den Tumorzellen im Vergleich zu nicht-malignen Zellen von >20
aufweisen.

Mit diesen Verallgemeinerungen lasst sich sagen, dass das Rhodamin B eine interessante Leitstruktur
ist um Mitocane mit verschiedenen zytotoxischen Eigenschaften herzustellen, bei denen man sowohl
Einfluss auf die Aktivitdit nehmen kann, sehr gute Aktivitdtswerte erhdlt aber auch sehr gute
Selektivitatswerte erreichen kann. Ein weiterer Vorteil spiegelt sich darin wider, dass sehr hohe Werte
an Apoptose ausgeldst werden.
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Publikation P-1

An Improved Scalable Synthesis of a- and B-Amyrin
Immo Serbian, René Csuk Molecules 2018, 23(7), 1552

Abstract

The synthesis of a- and B-amyrin was accomplished starting from easily accessible starting materials,
oleanolic, and ursolic acid. The procedures allow the preparation of f-amyrin in an exceptionally
short scalable manner via selective iodation and reduction. For a-amyrin, a different synthetic
approach had to be chosen providing access to a-amyrin in medium-to-large scale.

Keywords: a-amyrin; B-amyrin; partial synthesis

DOI: 10.3390/molecules23071552

Publikation P-2

Interconversion of hederagenin and gypsogenin and accessing 4-epihedragonic acid
Immo Serbian, Dieter Stréhl, René Csuk Phytochem. Lett. 2020, 39, 35-38

Abstract

Gypsogenin (1) and hederagenin (2) were isolated by extracting the powdered roots of Saponaria
officinalis and the pericarp of Sapindus saponaria, respectively. While the gypsophila derived saponin
can be obtained easily and in large quantities as a technical product, the plant material from Sapindus
saponaria is difficult to obtain in Europe and the North-Americas, whereas in Latin America it is readily
available (unlike the gypsophila saponin). In order to achieve a better accessibility of both aglycones,
gypsogenin (1) and hederagenin (2), a simple synthesis for their interconversion was developed.
Modification of the reaction conditions led to the first synthesis of 4-epi-hedragonic acid (3).

Keywords: Hederagenin, Gypsogenin, Epi-hedragonic acid, Interconversion

DOI: 10.1016/j.phytol.2020.06.005



Publikation P-3

Synthesis of some steroidal mitocans of nanomolar cytotoxicity acting by apoptosis
Immo Serbian, Sophie Hoenke, René Csuk Eur. J. Med. Chem. 2020, 199, 112425

Abstract

Several steroids (abiraterone, prednisone, testosterone, cholesterol) and the BCL-2 inhibitor
bexarotene were used as starting materials to synthesize iperazinyl-spacered rhodamine B conjugates.
The conjugates were screened for their cytotoxicity in SRB assays against several human tumor cell
lines and found to be active in a low uM to nM range. The conjugate derived from testosterone held
an ECso = 59 nM against MCF-7 tumor cells and acted mainly by necrosis. The prednisone conjugate,
however, was less cytotoxic but acted mainly by apoptosis and held a moderate selectivity against
MCF-7 tumor cells.

Keywords: Prednisone, Steroids, Apoptosis, Rhodamine B, Synthesis, Cytotoxicity

DOI: 10.1016/j.ejmech.2020.112425

Publikation P-4
Ester and amide derivatives of rhodamine B exert cytotoxic effects on different human tumor cell
lines

Immo Serbian, Sophie Hoenke, Oliver Kraft & René Csuk Med. Chem. Res.. 2020, 29, 1655-1661

Abstract

Three esters of rhodamine B (1-3) differing in their alkyl chain lengths as well as several rhodamine B
amides (4-9) were synthesized in good yields and tested for their cytotoxicity in SRB assays employing
several human tumor cell lines. The rhodamine B esters were unselective but showed cytotoxicity of
as low as ECso=0.15 £ 0.02 uM. The rhodamine B amides were slightly less cytotoxic but showed good
selectivity against MCF-7 and A2780 tumor cell lines. Especially a morpholinyl derivative 4 was ~20
time more cytotoxic for MCF-7 than for nonmalignant NIH 3T3 cells.

Keywords: Rhodamin B, Rhodamin B amide, Rhodamine B esters, cytotoxicity, SRB assay

DOI: 10.1007/s00044-020-02591-8



Publikation P-5

Ureidobenzenesulfonamides as efficient inhibitors of carbonic anhydrase Il

Immo Serbian, Philipp Schwarzenberger, Anne Loesche, Sophie Hoenke, Ahmed Al-Harrasi, René Csuk
Bioorg. Chem. 2019, 91, 103123

Abstract

Sulfonamides represent an important class of drugs because of their inhibitory effect on carbonic
anhydrases (CAs). We therefore synthesized several ureidobenzenesulfonamides and evaluated their
bCA Il inhibition for their potential use as anti-glaucoma gents. Since these compounds must not show
cytotoxic effects, their cytotoxic potential against several human tumor cell lines and non-malignant
fibroblasts was investigated. Several fluorophenyl substituted sulfonamides were efficient inhibitors
of bCA II. Only one benzylphenyl substituted sulfonamide, however, showed a remarkable selectivity
for HT29 colorectal carcinoma cells while being significantly less cytotoxic to non-malignant fibroblasts.

Keywords: Carbonic anhydrase, Inhibitor, Urea, Ureidobenzenesulfonamide, Glaucoma

DOI: 10.1016/j.bioorg.2019.103123
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