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Einleitung

1 Einleitung

Auch heutzutage zahlt Krebs immer noch zu den am weitesten verbreiteten Krankheiten —
allein im Jahr 2012 wurden 8,2 Millionen Todesfalle registriert die auf Krebs zurtickzufiihren
sind. Prognosen zufolge steigt diese Zahl innerhalb der ndchsten 20 Jahre auf 13 Millionen
an."? Bei der Diagnose ,,Krebs* sind die Behandlungsméoglichkeiten oft auf eine operative
Entfernung, Radiotherapie oder Chemotherapie bzw. deren Kombination beschrankt. Die
meisten Chemotherapeutika, die sich in klinischer Anwendung zur Bekdmpfung von Krebs
befinden, besitzen jedoch immer noch ein zu hohes Mal} an unselektiver Toxizitat. So weist
z.B. Cisplatin eine hohe Aktivitat gegen Tumore auf;® der Einsatz ist jedoch aufgrund der
nephro- und neurotoxischen Nebenwirkungen stark eingeschrankt.* Bei der zukiinftigen
Entwicklung moderner Chemotherapeutika muss also der Fokus darin bestehen, Tumorzellen
moglichst selektiv zu bekdmpfen, ohne dabei die gesunde Zellpopulation zu beeintrachtigen.
Fur diese Herausforderung liefert z.B. die Naturstoffchemie ein breites Spektrum an poten-
tiellen Arzneimitteln, die fir eine gezieltere Anwendung in der Chemotherapie geeignet
erscheinen.® Bereits heute zahlen nahezu die Halfte (48 %) aller Anitumormittel, die seit dem
Beginn der klassischen Chemotherapie fur die Krebsbekampfung eingesetzt werden, zu den
Naturstoffen bzw. leiten sich von diesen ab. Werden Arzneimittel hinzugezéhlt die eine oder
mehrere Eigenschaften von natlrlichen Substraten nachahmen, steigt der prozentuale Anteil
sogar auf 66 % an.® Diese Zahlen verdeutlichen den tiberaus hohen Stellenwert von Natur-

stoffen in der modernen Medizin, aber auch das enorme Potential fir die Zukunft.

1.1 Pentacyclische Triterpene

Als typische Vertreter der Naturstoffe stellen auch pentacyclische Triterpen-Carbonséuren
eine vielversprechende Verbindungsklasse zur Behandlung von Tumorerkrankungen dar.” Tri-
terpene gehoren der Gruppe der Terpenoide an, welche sich basierend auf der Anzahl der
Isopren-Einheiten im Gerdst in Hemiterpene (C5), Monoterpene (C10), Sesquiterpene (C15),
Diterpene (C20), Sesterterpene (C25), Triterpene (C30) und Tetraterpene (C40) einteilen
lassen.® Sie beschreiben eine vielfaltige Gruppe von Naturstoffen ausgehend vom Squalen —
uber 4000 Triterpene wurden bereits isoliert und konnten nahezu 40 Grundgeristtypen
zugeordnet werden.’

Unter den Triterpenoiden weisen die biogenen pentacyclischen Triterpene die grofite Band-

breite an biologischem Potential auf. Ihnen wird u.a. eine antitumor sowie entziindungs-
1
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R'=H, R?=Me: Olean Friedelan
R'=Me, R%=H: Ursan
Abbildung 1: Triterpen Grundgerust-Typen

hemmende Wirkung zugeschrieben, gefolgt von bacteriziden, fungiziden, antiviralen,
zytotoxischen, analgesischen, spermiciden, cardiovasculdren und anti-allergenen Eigen-
schaften. Ihr Grundgerust, basierend auf 30 Kohlenstoffatomen, gliedert sich entweder in finf
Sechsringe (Ursan-, Olean- und Friedelan-Typ) oder in vier Sechsringe und einen Finfring
(Lupan-Typ) (Abbildung 1).

Innerhalb der letzten Jahre ist dem Bereich der Triterpen-Carbonséauren ein wachsendes Inte-
resse zu Teil geworden — nahezu 40 % aller Publikationen dieses Themengebietes wurden
wahrend der letzten funf Jahre vertffentlicht (SciFinder Recherche basierend auf a-Amyrin-,
S-Amyrin und Lupan-Grundgerist). Vor allem Oleanolsdure und deren Derivate wurden
bezlglich ihrer biologischen Aktivitat bereits eingehend untersucht und sind dartber hinaus
mittlerweile kommerziell leicht zugénglich. Charakteristisch fiir Oleanolsdure ist die Hydr-
oxy-Gruppe an Position C-3, eine Doppelbindung zwischen Position C-12 und C-13 sowie
eine Carboxy-Gruppe an Position C-28. Die Biosynthese von Oleanolsaure ausgehend von
2,3-Oxidosqualen wird in Abbildung 2 gezeigt.®® Die Bezifferung spiegelt die offizielle Num-
merierung nach IUPAC wider."*

beta-Amyrin
Synthase

-
24 23

2,3-Oxidosqualen S-Amyrin: R = CH3 )’)
Oleanolsaure: R = COOH

Abbildung 2: Biosynthese von Oleanolsdure ausgehend von 2,3-Oxidosqualen
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1.2 Maslinséaure

Maslinsaure (Abbildung 3) ist eine pentacyclische
Triterpen-Carbonséure basierend auf dem Olean-
Grundgerust. Ebenso wie die Oleanolsdure besitzt sie
eine  Carboxy-Gruppe an C-28 sowie eine

Doppelbindung an C-12 und eine beta-standige OH-

Gruppe an C-3. Darlber hinaus besitzt Maslinséure eine 2
] ) ) ) Abbildung 3: Struktur von Maslinsaure
weitere, in diesem Fall alpha-stdéndige OH-Gruppe an

C-2. Daraus ergeben sich fir die Maslinsdure drei weitere Konformationsisomere — die
Augustussaure (24,30), die 2-epi-Maslinséure (2a,3) und die Bredemolsdure (25,3a). Die
Aufklarung der genauen Position dieser zusétzlichen OH-Gruppe, ebenso wie deren
Konfiguration blieb auch lange Zeit nach der Entdeckung der Maslinsdure ungeklart. Die

insgesamt 34 Jahre andauernde Suche soll nachfolgend kurz beschrieben werden.

1.3 Geschichte zur strukturellen Aufklarung

Maslinsaure wurde erstmals im Jahre 1927 von BACHLER? im Zuge seiner Dissertation
gewonnen. Aus dem Ether-Extrakt der Blatter des WeilRdorns (Crataegus oxyacantha)
isolierte er eine weille, amorphe Substanz, die er fortan als Crataegussaure bezeichnete. Er
ordnete ihr zwar félschlicherweise die Summenformel Cs;Hs;O4 zu, erkannte aber das
Vorhandensein einer Carboxy-Gruppe. DIETERLE und DORNER™ bezweifelten somit zu
Unrecht im Jahre 1937 die Existenz der Saurefunktion aufgrund einer nicht funktionierenden
Ester-Bildung (HCI/MeOH) sowie einer fehlgeschlagenen alkalischen Titration. Der von
ihnen auf dieser Grundlage basierende Strukturvorschlag eines Crataeguslaktons wurde erst
im Jahr 1951 von TscHescHe™ widerlegt. Er erkannte auch, dass es sich bei der
BACHLERschen Crataegussaure um ein Gemisch von mindestens zwei Substanzen handeln
musste. Nach sorgféltiger Umkristallisation konnte er nicht nur die korrekte Summenformel
C30H4s04 sondern auch das Vorhandensein einer Carboxy-Gruppe und zweier OH-Gruppen
nachweisen. Aus dieser Erkenntnis heraus bezeichnete er seine Verbindung als Crataegolsaure
— wohlwissend, dass es sich trotzdem um ein Gemisch aus zwei Isomeren handelte. In

Abbildung 4 ist der Strukturvorschlag fiir die Crataegolséure dargestellt.
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HO

OH OH
> OH

HO HO

/

Abbildung 4: Strukturvorschlag von TscHESCHE flr Crataegolsdure aus dem Jahr
1951 (links) und 1958 (rechts)

Aufgrund der falschen Positionierung der Doppelbindung im D-Ring vollzog TSCHESCHE eine
Reihe falscher Schlussfolgerungen an deren Ende er sogar die von Ruzicka™® entwickelte
Struktur der a-Amyrine in Frage stellte.

Ebenfalls 1951 identifizierten BERSIN und MULLER die Hauptkomponente des Crataegus-
séure-Gemisches als Ursolsdure und postulierten nur ein Jahr spater, dass es sich um ein
Gemisch aus Ursolsaure, Oleanolsaure und S-Sitosterin handele.’*® Sie bezweifelten sogar
die Existenz der von TscHESCHE isolierten Crataegolsaure und verwiesen auf die Schmelz-
punkt-Aquivalenz eines 4:1 Gemisches von Ursolsaure und Oleanolséure mit Crataegolsiure.
Daraufhin verteidigte TscHesCHEY 1953 zunichst die Existenz »seiner Crataegolsdure durch
die erfolgreiche Reindarstellung des Methylesters und den Vergleich der Schmelzpunkte der
entsprechenden Ursol- und Oleanolsdureester. Dennoch musste er im Jahr 1959 erkennen,
dass es sich bei der gesuchten Struktur doch um einen S-Amyrin Typ mit der Doppelbindung
zwischen C-12 und C-13 handelte.?® Die Position der fehlenden OH-Gruppe konnte dem
Grundgerust dennoch nicht zugeordnet werden (Abbildung 4).

Eine endgultige Aufklarung der Konstitution gelang erst 1961 durch CAcGLIOTI und
CAINELLL? Sie isolierten aus Oliventrester eine Substanz, deren molekulare Zusammen-
setzung und Struktur identisch zur Crataegolsdaure zu sein schien und gaben ihr den Namen
Maslinsaure. Ein Jahr spater bestitigten CAGLIOTI und CAINELLI? die 2¢,35-Konfiguration
von Maslinsdure durch eine Partialsynthese ausgehend von Oleanolsdure und stellten die

Ubereinstimmung mit einer Probe von TSCHESCHE’s Crataegolsiure fest.
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1.3.1 Vorkommen

Mit wachsendem Interesse in Bezug auf pentacyclische
Triterpene  wurden im Laufe der Jahre zahlreiche
Pflanzenarten entdeckt, die zum Teil erhebliche Mengen an
Maslinsaure enthalten. Bereits CAGLIOTI und CAINELLI?
isolierten Maslinséure aus Olivenschalen von Olea europaeae
— einem immergrinen Baum, der vorrangig im Mittelmeer-
raum heimisch ist (Abbildung 5). Auch im Olivendl lasst sich

Maslinsdure (19 — 251 mg/kg) nachweisen. Der Gehalt

variiert jedoch nicht nur nach Sorte, vielmehr scheint der

Abbildung 5: Olivenzweig mit
Frucht und Bliite®

Erntezeitraum eine entscheidende Rolle zu spielen. Obwohl
das Erntedatum teilweise nur einen Monat auseinander lag, konnten PEREZ-CAMINO und
CEeRT? nachweisen, dass der Maslinsaure-Gehalt des resultierenden Olivenéls gegen Jahres-
ende um den Faktor 3 abnimmt. Bei dem Versuch der Funktion von Maslinséure als sekun-

1.2% eine erstaunliche Schutz-

darem Pflanzenmetaboliten nachzugehen, haben KOMBARGI et a
wirkung nachweisen kénnen. Sie konnten zeigen, dass Friichte von Olea europaea gegen die
Eiablage der Oliven-Fruchtfliege immun werden, wenn sie vorher mit Maslinséure-Losung
behandelt wurden. Solche Abwehrmechanismen gegen Fralfeinde kdnnen einen entschei-
denden evolutiondren Vorteil darstellen und sind wahrscheinlich u.a. der Grund fir die
weitldufige Verbreitung von pentacyclischen Triterpenen wie der Maslinséure im Mittelmeer-
raum.

Auch in anderen Obstsorten wie in Apfeln®?, Birnen?” oder in Mandarinen?® ist Maslinsaure
zu finden, dartiber hinaus auch in gangigen Gemdisesorten wie dem Spinat®, der Aubergine®
oder in bestimmen Kartoffelsorten®. Héhere Konzentrationen werden vor allem in verschie-
denen Gewiirzen und Krautern wie dem Senf®, Pfeffer*? und Salbei****, aber auch in der

Gewiirznelke®® gefunden. Des Weiteren sind verschiedene Walnussgewachse®®®,

39,40 41-45

Lippenblitler und diverse Baumarten als naturliche Quelle von Maslinsaure zu

nennen.
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1.3.2 Allgemeine Pharmakologische Wirkung

Basierend auf den BACHLERschen Forschungsergebnissen wurden bereits 1952
Untersuchungen der Crataegus-Wirkstoffe auf den Kreislauf durchgefihrt. SCHIMERT und
BLOMER®® filhrten dazu Analysen an gemischtrassigen mittelgroRen Hunden durch. Dabei
injizierten sie den Versuchstieren 1—2cm® einer 1%-igen L6sung verschiedener
Triterpensdauren (u.a. die zu dieser Zeit noch als Crataeguslakton bezeichnete Maslinsdure)
und stellten eine Steigerung der HerzkranzgefaRdurchblutung fest. Eine Uberprifung der
Ergebnisse von DORNER und KUsCHKE* im Jahr 1954 zeigte aber, dass es sich bei den
Beobachtungen lediglich um die toxischen Folgen von Lungenschadigungen handelte, die
durch den 96 %-igen Alkohol und die im Blut ausgefallenen Triterpenséuren hervorgerufen
wurden.

Abgesehen von dieser tragischen Fehlinterpretation belegen jedoch diverse Studien das
breitgefacherte pharmakologische Spektrum von Maslinsdure. Das groRe Potential als Anti-

4
.48

oxidans erkannten erstmals MONTILLA et a im Jahr 2003. Seit dem haben auch andere

Arbeitsgruppen Belege zur antioxidativen Wirkung

von Maslinsaure als Radikalfanger gesammelt.***

Dariiber hinaus wirkt Maslinsaure als Glykogen

250 mg kg

Phosphorylase Inhibitor bei Ratten mit Diabetes

Typ 2 und kann somit Nervenschadigungen vor- m

beugen.>® Ein dhnliches Target verfolgten Qiu et

Scm Control

al.>® und identifizierten Maslinsaure als Inhibitor
der Protein Tyrosin Phosphatase 1B. Durch Abbildung 6: Vergleichende Darstellung der

o ) ] . Forellen mit (250 mg/kg, oben) und ohne
Derivatisierung konnten sie somit potentielle (unten) Maslinsaure als Futtermittelzusatz.

Therapeutika gegen Diabetes und Fettleibigkeit Abbildung aus FERNANDEZ-NAVARRO et al ™
entwickeln. Ein sehr ungewdhnliches Anwendungsgebiet entdeckten FERNANDEZ-NAVARRO
et al.>**, als sie den Einfluss von Maslinsaure als Nahrungserganzungsmittel bei Forellen
untersuchten. Es konnte gezeigt werden, dass eine Steigerung des Gesamtkdrpergewichts um
durchschnittlich 29,2 % erzielt wurde, wenn den Forellen eine tagliche Dosis von 250 mg/kg
Maslinsdure Uber einen Zeitraum von 225 Tagen verabreicht wurde (Abbildung 6). Eine
gesteigerte Protein-Synthese sowie eine Zunahme des Gesamtgehaltes an DNA und RNA
wurden ebenso nachgewiesen wie ein erhdhtes Gewicht der Leber. Da die Leber eine zentrale

1.5 eine

Rolle bei dem Proteinmetabolismus einnimmt, fihrten RUFINO-PALOMERAS et a
Studie unter ahnlichen Bedingungen bei Doraden durch. Sie konnten 19 Proteine

identifizieren deren Expression durch die Zugabe von Maslinsaure als Futtermittelzusatz

6
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reguliert wurden. In diesem Jahr konnten die gleiche Arbeitsgruppe Maslinsdure als Stimulans
fur die NADPH Produktion bei Goldbrassen identifizieren.”” Dariiber hinaus konnte
Maslinsdure neben einer schwachen antimikrobiellen Wirkung®® auch eine Aktivitat gegen
Malaria® und HIV®® zugeschrieben werden. In Tierversuchen konnte sogar eine
schmerzunterdriickende Wirkung von Maslinsaure bei Mausen festgestellt werden.®! Die
allgemeine Verabreichung von Maslinsaure ist in Studien von SANCHEZ-GONZALEZ et al.® als
unbedenklich einzustufen. Sie konnten bei einer einmaligen Verabreichung von 1000 mg/kg
sowie einer taglichen Dosis von 50 mg/kg Maslinsdure keine toxischen Effekte bei der

Untersuchung an Mausen feststellen.
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1.3.3 Zytotoxische Wirkung von Maslinsaure
Hinsichtlich ihres zytotoxischen Potentials wurde Maslinsdure erstmals von YAMAGISHI et
al.®® im Jahr 1988 untersucht. Sie analysierten den methanolischen Extrakt von Hyptis
capitata, fanden jedoch bei funf verschiedenen Krebszelllinien keine Aktivitat fur Maslin-
séure in dem von lhnen untersuchten Bereich bis 21 uM. Bei der Untersuchung der einzelnen
Komponenten von Goreshi, einer als antitumoraktiv bekannten traditionellen chinesischen
Medizin, ordneten NUMATA et al.** der Maslinsdure 1989 erstmals einen ECso-Wert
(ECso = 27,5 uM, P-388) zu. Erst 17 Jahre spater schilderten Reves et al.®® und Juan et
al.®®*®" zeitgleich die zytotoxischen Auswirkungen von Maslinsaure auf zelluldrer Ebene und
erkannten u.a. die Apoptose auslosende Wirkung sowie eine konzentrationsabhangige
Erhohung der Effektor-Caspase 3. In den darauffolgenden Jahren beschéftigten sich zahl-
reiche Arbeitsgruppen mit der Untersuchung der zelluldaren Effekte, die von Maslinsdure
hervorgerufen wurden. Bis ins Jahr 2016 existieren 14 Verdffentlichungen, die nachfolgend in
Tabelle 1 aufgefiihrt sind und sich zusammenfassend damit beschaftigen, den Wirkmechanis-
mus fir Maslinsdure zu entschlisseln. Die Ergebnisse schienen sich jedoch teilweise wider-
spriichlich zu verhalten. Die Untersuchungen von Juan et al.®”%® und Reves et al.®*®*" an
HT29 Zellen lielen durch die Bildung von reak-
tiven Sauerstoff Spezies (ROS) sowie der Aktivie-
rung von Caspase 9 eher auf eine intrinsisch, mito-
chondrial ausgeloste Apoptose schliefen. Im
Gegensatz dazu fanden Bal et al.”* bei ihren
Untersuchungen an A549 Zellen eine Aktivierung

der Caspase 8 — einer Initiator-Caspase, die eine

wichtige Rolle bei der Todesrezeptor vermittelten
i
activation

Induzierung von Apoptose spielt. Das Rétsel wurde

schlussendlich von REYEs et al.”? im Jahr 2016

Intrinsic Extrinsic

gelost. Die Ergebnisse belegen, dass Maslinséure apoptotic apoptotic
pathway pathway
bei unterschiedlichen Zelllinien ebenfalls unter- RV
schiedliche Wirkmechanismen besitzen kann. Bei i
der HT29 Zelllinie verlauft die Induktion der Apoptosis
. L . Abbildung 7: Unterschiedliche Wirkmecha-
Apoptose durch einen intrinsischen Weg (ber nismen von Maslinsaure. Abbildung von

72
mitochondriale Aktivierung, wéhrend bei Caco-2 Revesetal

Zellen die zytotoxische Wirkung von Maslinséure (ber einen intrinsisch apoptotischen
Mechanismus ablauft (Abbildung 7).
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Tabelle 1: Bei der Untersuchung von Maslinsaure verwendete Zelllinien und gewonnener Erkenntnisstand;
1 erhéhte Aktivitdt, | verringerte Aktivitdt

Autor, Jahr Zelllinie, ECsg Ergebnisse der Untersuchungen
Y AMAGISHI u.a. A549 (> 21 uM) /
etal.®® 1988 HCT-8 (> 21 uM)
NUMATA et P-388 (28 uM, 72 h) /
al.** 1989
JuAN et al.”’ HT29 (74 uM, 72 h, Apoptose; T Caspase 3; Bildung von ROS
2006 Rohextrakt)
REYES et HT29 (61 uM, 72 h) Apoptose; T Caspase 3; Zellzyklus Arrest;
al.®® 2006 Caco-2 (85 uM, 72 h) 1 alkalische Phosphatase
MARTIN et 1321N1 Astrozytom Apoptose; 1 Caspase 3; Bildung von ROS;
al.” 2007 (25 uM, 24 h) | Mitochondrien-Potential
JuAN et al.®® HT29 (101 uM, 72 h) Apoptose; 1 Caspase 3; Bildung von ROS
2008
REYES et HT29 (61 uM, 72 h) Apoptose; | Bcl-2; 1 Bax; 1 Cytochrom-c;
al.®® 2009 1 Caspase 9; 1 Caspase 3
Lietal.” Panc-28 (50 uM, 42 h) 1 TNFe; | Tumorwachstum
2010 AsPC-1 (> 50 puM, 42 h)
BXPC-3 (> 50 uM, 42 h)
Hsum et al.” Raji B Lymphom 1 COX-2
2011
REVES et HT29 (61 uM, 72 h) 1 JNK; 1 p53; | Bel-2; 1 Bid; 1 Bax;
al.”® 2011 1 Cytochrom-c; 1 Caspase 3; 1 Caspase 7,
1 Caspase §; 1 Caspase 9
Wu et al.” ACC-2 (44 uM, 24 h) Apoptose; 1 Caspase 3; Zellzyklus Arrest
2011 ACC-M (46 uM, 24 h)
Mool et al.”’ Raji B Lymphom | Protein Kinase C
2012
PARK et al.” DU-145 | Tumorzellmigration, | -invasion, | -adhasion;
2013 | HIF-1¢; | VEGF; | MMP; | UPA; | UPAR;
| E-cadherin; | ICAM; | VCAM
ZHANG et Verschiedene Apoptose; 1 p-38-mitogenaktivierte
al.”” 2014 Blutkrebszelllinien Proteinkinase
u.a. T24 (33 uM, 48 h)
RT4 (43 uM, 48 h)
Hsiaetal®™ [ AB49 (12 uM, 72 h, Auswirkungen von hypoxische bzw.
2014 normoxisch), (~32 uM, normoxische Bedingungen auf Apoptose
72 h, hypoxisch)
VILLAR et SW 982 (45 uM, 24 h) | MRP-1 bei Coinkubation mit Doxorubicin
al® 2014 | SK-UT-1(59 uM, 24 h)
Baletal.” A549 (15 uM, 24 h) Apoptose; 1 Spaltung von Caspase 8, Caspase 3
2015 und Caspase 9; 1 Smac; | c-1AP1; | c-1AP2;
| XIAP; | Survivin
REYES et Caco (41 uM, 72 h) Apoptose; 1 Caspase 8; 1 Caspase 3

al.”? 2016
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1.3.4 Zytotoxische Wirkung von Maslinsdure-Derivaten
Uber die antitumoraktive Wirkung von Maslinsaure-Derivaten wurde erstmals im Jahr 2011

von PARRA et al.®?

ausfiihrlich berichtet. Dabei konzentrierten sie sich primar auf Derivatisie-
rungsreaktionen des A-Rings sowie an Position C-28. Zusammen mit Verbindungen aus
friheren Publikationen (u.a. C- und E-Ring Oxidationen) wurden insgesamt 40 Derivate der
Maslinséure hinsichtlich ihres Apoptose auslosenden Potentials bei B16F10 Maus-Melanom
Zellen untersucht. Krebszellen, die beispielsweise mit dem primaren Maslinsdure-Amid
behandelt wurden, befanden sich nach 48 Stunden zu 97 % im Stadium der Apoptose.

Mit Derivatisierungsreaktionen an Position C-28 beschaftigten sich 2013 auch SIEWERT et
al.® und synthetisierten insgesamt 28 Ester und Amide der Maslinsaure. Sie untersuchten die
Verbindungen auf ihre zytotoxische Aktivitat hinsichtlich sechs Tumorzelllinien mit Hilfe
eines photometrischen Sulforhodamin-B-Assays (SRB-Assay) und konnten ein erhohtes
zytoto-xisches Potential fir kurzkettige, lipophile Ester nachweisen. Die langkettigen Ester
der Maslinséaure sowie die Amide wiesen nur eine geringe biologische Aktivitét auf.

Ein Jahr spater verdffentlichten SIEWERT et al.®!

eine weitere Studie tber C-Ring modifizierte
Triterpenoide. Die entsprechend modifizierten Maslinséure-Derivate besalen jedoch keine
signifikante Steigerung des zytotoxischen Potentials im Vergleich zur Maslinsdure. Ein ahn-
liches Bild zeichnete sich bei PARRA et al.®® 2014 bei der Untersuchung verschiedener
acylierter Maslinsaure-Derivate bzw. derer Benzylester ab.

Eine deutliche Steigerung der zytotoxischen Wirkung konnten SIEWERT et al.®

erstmalig im
Jahr 2014 verzeichnen. Bei der biologischen Evaluierung von weiteren Maslinséure-Estern
sowie Amiden entdeckten sie das Benzylamid
der zweifach acetylierten Maslinsdure (,,EM2,
Abbildung 8). Es zeigte mit einem
ECs0=0,5uM  beziglich der Eierstock-

Krebszelllinie A2780 ein auflerordentlich hohes

zytotoxisches Potential, bei einem gleichzeitig

Abbildung 8: Struktur von EM2

hohen ECso-Wert fir die nicht maligne

Mausfibroblasten-Zelllinie NIH 3T3 (ECs = 33,8 uM). EM2 scheint demnach um den Faktor
68 selektiver die Tumorzellen anzugreifen als die nicht malignen Zellen der NIH 3T3.
Dariiber hinaus konnten SIEWERT et al.?® nachweisen, dass EM2 Apoptose auslést und tiber

einen Caspasen unabhangigen Mechanismus wirkt.
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Ebenfalls im Jahr 2014 synthetisierten PARRA et al.!’ eine Reihe bifunktionalisierter
Maslinsaure-Derivate durch Festphasen-Peptidsynthese und konnten somit bei einigen Ver-
bindungen eine Steigerung des zytotoxischen Potentials gegenuber Maslinsdure um den
Faktor 23 erzielen.

Neueste Forschungen von MEDINA-O’DONNEL et al.®® zeigten, dass eine Steigerung des
antiproliferativen Potentials von Maslinsdure durch Verknipfung mit Polyethylenglycol-
Fragmenten mdglich ist.

1.4 Apoptose — der kontrollierte Zelltod

Zelltod kann auf unterschiedliche Art und Weise eintreten, wobei eine grobe Einteilung in
Apoptose und Nekrose getroffen werden kann — doch existieren auch Zwischenstufen, wie
z.B. die sekundare Nekrose.®® Der Prozess der Nekrose wird als ein von Umweltstérungen
ausgeloster zufalliger Zelltod bezeichnet. Durch eine Stérung der lonenpumpen kommt es zu
einer gesteigerten Osmose, wodurch sich die Zelle immer weiter vergrofert bis sie letztlich
platzt. Die unkontrollierte Freisetzung der zellularen Bestandteile kann anschlieend zu
Entziindungserscheinungen fiihren. %%

Die Apoptose beschreibt den kontrollierten Zelltod und unterscheidet sich von der Nekrose in
vielerlei Hinsicht. Im Gegensatz nur Nekrose kommt es bei der Apoptose zunéchst zu einem
Schrumpfen der Zelle. Der Prozess fuhrt zu einem Anstieg des pH-Wertes und zum Zusam-
menbruch des mitochondrialen Membranpotentials.®*** AuBerdem ist die Kondensation des
Chromatins und des Zytoplasmas zu beobachten.®** Im weiteren Verlauf bilden sich zu-
nachst Ausstulpungen, die anschlieBend als sogenannte apoptotische Korperchen von der
Zelle abgetrennt und im Endeffekt von Phagozyten kontrolliert abgebaut werden.”” Dieser
Vorgang wird als Phagozytose® bezeichnet. Dabei transferieren die sterbenden Zellen Phos-
phatidylserin® von der innenliegenden Seite der Membran auf die AuBenseite der Membran.
Dies begunstigt die Erkennung von apoptotischen Zellen und beschleunigt somit den Prozess
der Apoptose. Bei der Therapie von Krebserkrankungen ist demnach der Apoptose induzierte
Zelltod ein erstrebenswertes Ziel, um im Endeffekt das Mal} an ungewinschten Begleiter-

scheinungen auf ein Minimum zu reduzieren.
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1.5 Carboanhydrasen als Ziel von Antitumortherapie

Enzyme nehmen eine Schlusselfunktion bei der Regulierung des Metabolismus aller Organis-
men ein. Als eine grolRe Gruppe von Enzymen spielen die a-Carboanhydrasen (CA) nicht nur
bei Mensch und Tier, sondern vielmehr bei der Gesamtheit aller Wirbeltiere, eukariotischer
Einzeller und griinen Pflanzen eine tibergeordnete Rolle.*®% |m menschlichen Kérper regu-
lieren die CAs beispielsweise die pH-Homoostase'®'® durch Katalyse der zweistufigen
Hydrierung von Kohlenstoffdioxid.'®'% Mittlerweile ist die Existenz von 16 CA lIsozymen
bekannt, die zahlreiche Funktionen im menschlichen Kérper einnehmen.'® Studien belegen
eine Uberexprimierung bestimmter CAs (u.a. CA IX und CA XII) bei einer Vielzahl von
menschlichen Tumoren und ziehen eine Verbindung zu dem aggressiven Verhalten und der
Entwicklung von tumordsem Gewebe.'®*** CA IX ist ein transmembranes Protein von dem
vermutet wird, dass es unter anderem einen Einfluss auf die Anpassung von Tumorzellen
unter hypoxischen Bedingungen ausiibt.**?'* Diese Tatsache macht die CA IX zu einem
interessanten Ausgangspunkt fur die Entwicklung von selektiven Antitumortherapien.**>!
Ein Nachteil bei dieser Uberlegung ist jedoch der Fakt, dass die CA IX vergleichsweise insta-
bil und dartber hinaus sehr kostenintensiv ist. Mehrere Arbeitsgruppen haben bereits nachge-
wiesen, dass effektive Inhibitoren der CA 1X in den meisten Fallen auch die weitaus stabilere
und kostengiinstigere CA 11 inhibieren.**”*# Es ist demnach als sinnvoll zu betrachten,
potentielle aktive Verbindungen zunachst hinsichtlich ihrer Inhibierung von CA 1l zu unter-
suchen um somit ein effizienteres Screening gewahrleisten zu kénnen.

Die Carboanhydrase Isozym 1l zéhlt zu den am besten untersuchten Isozymen und besitzt
unter den CAs die hdchste katalytische Produktivitat (ki = 10°s™). Der Hohlraum ihres
aktiven Zentrums besitzt einen Durchmesser sowie eine Tiefe von 15 A und beinhaltet ein
Zink (I1)-lon, das tetraedrisch von drei Histidin-Resten und einem Wasser Liganden koordi-
niert wird (Abbildung 9).'%

His119

Hi%

Abbildung 9: Ausschnitt von dem aktiven Zent-
rum der hCA Il mit Zink (I)-lon (schwarz).

Abbildung aus SILVERMAN und MCKENNA'
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2 Zielstellung

Das Interesse an der Synthese und der wirkmechanistischen Aufklarung von antitumoraktiven
Triterpen-Carbonsauren und derer Derivate erlebte zweifelsfrei innerhalb der letzten Jahre
eine wahre Renaissance. Wahrend Oleanolséure mittlerweile kostenglinstig erworben werden
kann und somit ein breites Spektrum an Forschung moglich ist, verbleibt der Preis von
Maslinséure weiterhin auf einem konstant hohen Niveau. Fur weiterfihrende Tierversuche
eines in unserer Arbeitsgruppe synthetisierten und vielversprechend antitumoraktiven
Maslinsaure-Derivates (EM2) wurden grofiere Mengen an Maslinsdure benétigt. Ein Ziel
dieser Arbeit besteht in der Entwicklung eines neuen Syntheseweges flir Maslinsdure ausge-
hend von kostengiinstiger Oleanolsaure, moglichst ohne die Verwendung von aufwendigen
chromatographischen Methoden.

In Vorbereitung weiterer Derivatisierungen sollen die drei Isomere der Maslinsdure, die sich
in den Konfigurationen der beiden OH-Gruppen am A-Ring unterscheiden, synthese-
chemisch ebenfalls ausgehend von Oleanolsaure zuganglich gemacht werden. Uber Struktur-
Wirkungs-Beziehungen von Maslinséure-Derivaten ist bisher in der Fachliteratur wenig
bekannt. Durch gezielte strukturelle Modifikationen soll das Portfolio an antitumoraktiven
Verbindungen ausgehend von Maslinsdure ausgebaut werden. Die synthetisierten Verbin-
dungen sollen im Anschluss u.a. auf Basis eines photometrischen Sulforhodamin-B-Assays
(SRB-Assay) hinsichtlich ihres zytotoxischen Potentials evaluiert werden. Ein besonderes
Augenmerk gilt dabei nicht nur der Steigerung der Antitumoraktivitat sondern vielmehr dem
selektiven zytotoxischen Verhalten gegentiber den humanen Krebszelllinien im Vergleich mit
der nicht malignen Mausfibroblasten-Zelllinie NIH 3T3.

Weiterhin soll aufgeklart werden, inwiefern sich eine Sulfamat-Gruppe als Target flr die

Carboanhydrase 1l eignet, um selektives Verhalten gegenuiber Krebszellen hervorzurufen.
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3 Zusammenfassung und Einordnung der Forschungsergebnisse

3.1 Sulfamate von Triterpenmethylestern als Inhibitoren von
Carboanhydrase Il und deren zytotoxische Wirkung

Von 2-Methoxyestradiol-bis-sulfamaten ist bekannt, dass sie eine antiproliferative und

antiangiogene Wirkung besitzen und Apoptose vor allem bei der menschlichen Brustkrebs-

126,127 quslésen. Dieser

zelllinie MCF-7"2"%> sowie in Brustkrebs Xenotransplantationen
Effekt basiert primar auf der Inhibierung von Enzymen der Carboanhydrase-Familie bzw. der
Tubulin-Polymerisation. Im Gegensatz dazu ist Uber die biologische Aktivitat und das
Antitumorpotential von Triterpen-Sulfamaten wenig bekannt. Bisher wurde nur fur das 3,28-
Disulfamat des Betulins eine Inhibierung der Carboanhydrasen hCA Il und hCA IX

beschrieben.?!

Um einen genauen
Eindruck von der Abhéangigkeit der
Enzymaktivitdt vom Triterpen-Grund-
korper zu bekommen, wurden zu-
néchst die Methylester verschiedener
Triterpen-Carbonsauren (Oleanolséu-
re, Ursolséure, Betulinséure, Glycyr-
rhetinsdure, Platanséure und Maslin-

saure)  synthetisiert.  AnschlieRend

wurden die Methylester mit Sulfamo-
d128

ylchlori umgesetzt. Im Vergleich

zu den restlichen Triterpen-Methyles-

tern tragt der Maslinsduremethylester

Acetazolamid

zwei OH-Gruppen am A-Ring. Trotz

) . Abbildung 10: Syntheseschema zur Darstellung der
Verwendung eines Uberschusses an Triterpen-Sulfamate; Struktur der Referenzsubstanz

Sulfamoylchlorid konnten aufgrund Acetazolamid

des sterischen Einflusses jeweils nur

die an Position C-2 oder C-3 monosubstituierten Derivate erhalten werden (Abbildung 10).
Das Potential der Verbindungen als Inhibitoren der Carboanhydrase Il wurde anschlieRend in
einem photometrischen Assay unter Verwendung von Carboanhydrase Il aus Rinder-

129 Als Standard wurde in diesem

Erythrocyten und 4-Nitrophenylacetat als Substrat bestimmt.
Assay Acetazolamid verwendet — ein Sulfonamid mit breiter klinischer Anwendung™° und

einer Inhibierungskonstante von K;=0,137 uM (kompetetiver Inhibitor). Unter allen
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getesteten  Triterpen-Sulfamaten  besitzt das Oleanolséure-Derivat 1 mit einer
Inhibierungskonstante von K; = 0,308 uM das groRte Potential. Verbindung 1 ist somit halb
so aktiv wie die Referenzsubstanz Acetazolamid und wirkt ebenfalls als kompetetiver
Inhibitor der CA Il. Interessanterweise tritt bei dem Maslinsdure-Derivat 3, mit dem
Sulfamat-Rest an Position C-3 und der freien OH-Gruppe an Position C-2, eine bereits
deutlich verminderte Enzymaktivitadt (K;=1,41 uM) auf. Bei dem Maslinsdure-Derivat 2,
verschlechtert sich die Aktivitdt so weit, dass man mit einer Inhibierungskonstante von
Ki>20 uM bereits an die Loslichkeitsgrenze gelangt. Es geniigen demnach kleinste
strukturelle Veradnderungen am Triterpen um die Aktivitat der Carboanhydrase Il drastisch zu
beeinflussen. Um die beobachteten Ergebnisse zu erklaren, wurden Docking-Studien auf
molekularer Ebene durchgefiihrt. Hierbei l&sst sich fir das aktive Oleanolsdure-Sulfamat 1
eine dhnliche Konformation ermitteln wie fir das Acetazolamid. In der Enzymtasche sind
beide Verbindungen weniger als 3 A von dem Zn**-lon des aktiven Zentrums entfernt und
kénnen somit koordinative Wechselwirkungen ausbilden. Darlber hinaus sind weitere
positive H-z~Wechselwirkungen mit Phe130 (Entfernung H-~ kleiner 3,5 A) zu vermuten. Im
Gegensatz dazu fihrt eine C-2 Substitution bei Verbindung 2 zu einer deutlichen
Umorientierung — das Sulfamat dreht sich von dem Zn?*-lon weg (Distanz 4,6 A). Die
dadurch resultierenden schwécheren koordinativen Wechselwirkungen spiegeln sich letztlich
in den erheblich schlechteren Inhibierungskonstanten wider.

Wenn nun effektiv ein Zusammenhang zwischen der Inhibierung der Carboanhydrase Il und
einer gesteigerten Antitumoraktivitat besteht, sollte das Oleanolséure-Sulfamat 1 das groRte
zytotoxische Potential aufweisen. Die Verbindungen wurden daraufhin mit einem SRB-Assay
hinsichtlich ihrer zytotoxischen Aktivitat gegeniiber sechs humanen Tumorzelllinien und
einer nicht malignen Mausfibroblasten-Zelllinie untersucht. Erstaunlicherweise zeigen
ausgerechnet die beiden Maslinsaure-Sulfamate die geringsten ECso-Werte und somit die
beste zytotoxische Wirkung.

Es kann also angenommen werden, dass die Inhibierung der Carboanhydrase Il zumindest fir
die Methylester von Triterpen-Sulfamaten kein relevantes Target bezuglich der Antitumor-
aktivitat darstellt. Eine detailliertere Beschreibung aller synthetisierter Verbindungen, deren
Inhibierungskonstanten und Docking-Studien fir die Carboanhydrase Il sowie die Zelltest-
untersuchungen konnen den Verdffentlichungen ,,Sulfamates of methyl triterpenoates are
effective and competetive inhibitors of carbonic anhydrase I1° und ,,Synthesis and Cytotoxic

Activity of Pentacyclic Triterpenoid Sulfamates* entnommen werden.
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3.2 ,Large-Scale“-Synthese von Maslinsdure und Augustussaure

Wie bereits erwéhnt (Abschnitt 1.3.3.1 und 1.3.3.2) weisen Maslinsaure und deren Derivate
vielversprechende Eigenschaften fur die Bekampfung von Tumorerkrankungen auf. Dies
fiihrte zwangsweise zu einem gesteigertem Bedarf an reiner Maslinséure als Ausgangsstoff
fiir weitere Untersuchungen sowie Derivatisierungen. Im Jahr 2014 wurde in unserer Arbeits-
gruppe durch SIEWERT et al.?® eine aussichtsreiche Verbindung (EM2, das diacetylierte
Benzylamid der Maslinséure) synthetisiert, die eine sehr hohe Zytotoxizitat flir menschliche
Eierstock-Krebszellen (ECsp = 0,5 uM) aufwies, wéhrend die Zytotoxizitat fir nicht maligne
Mausfibroblasten (ECso = 33,8 uM) sehr niedrig war.

Fir weiterfiihrende Untersuchungen von
EM2 in Tierversuchen wurden groRere
Mengen an Maslinsdure als Ausgangs-
material bendtigt. Die Isolierung aus
Pflanzenmaterial oder Synthesen nach
literaturbekannten Methoden waren in
grolReren Mal3staben schwer zu reprodu-
zieren — u.a. weil zwingend notwendige
Schritte  zur  chromatographischen
Aufreinigung stets einen limitierenden
Faktor darstellten. Daher entwickelten
wir ausgehend von kommerziell leicht
zugénglicher  und  kostenglinstiger

Oleanolsdaure eine Chromatographie-

freie Synthese von Maslinsdure Uber
vier Stufen in einer Gesamtausbeute von Abbildung 11: Syntheseschema zur Darstellung von

) ) ] Maslinsaure (links) und Augustussaure (rechts)
41,2 % (Abbildung 11). Eine detail-
liertere Beschreibung der Vorgehensweise ist in der Verdffentlichung ,,Convenient and
chromatography-free partial synthesis of maslinic acid and augustic acid“ zu finden und soll
daher nachfolgend nur kurz erlautert werden.
Der erste Reaktionsschritt beinhaltete die Oxidation von Oleanolséure an Position C-3 mit

'in Gegenwart von Kieselgel.'* Das Reaktionsprodukt 4 wurde dabei in

JoNEs-Reagenz®
nahezu quantitativer Ausbeute erhalten und im Anschluss mit Pyridiniumtribromid in
Essigsaure zu einem Gemisch der Bromide 5 umgesetzt.** Diese reagierten mit

Natronlauge in DMF bei 0 °C innerhalb von 30 min zu der hydroxylierten Verbindung 6.%
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Durch anschlieBende Reduktion mit Natriumborhydrid bei 0 °C, wurde ein Gemisch von
Maslinsaure mit 3-epi-Maslinsaure in einem Verhaltnis von 4:1 erhalten.*** Dank TSCHESCHE

et al.*®

ist bekannt, dass die equatorial-axial standigen OH-Gruppen der 3-epi-Maslinsdure in
einem Gemisch aus Aceton und Schwefelsdure selbst bei 0 °C augenblicklich zu dem
entsprechenden Acetonid reagieren. Die Maslinsaure mit equatorial-equatorial stdndigen OH-
Gruppen reagiert hingegen unter diesen Bedingungen nicht und konnte durch
Umkristallisation in Ethylacetat abgetrennt werden.

Durch eine geringe Abwandlung der Reaktionsbedingungen (Umsetzung von 5 unter Zutritt
von Luftsauerstoff), konnte auf diesem Weg ausgehend vom Enol 7**® auBerdem die 233
konfigurierte Augustussaure in einer sehr guten Ausbeute von 71,9 % erhalten werden.
Obwohl in diesem Fall nur als Nebenprodukt erhalten, scheint dieses C-2 Epimer der Maslin-
séure jedoch ein enormes pharmakologisches Potential aufzuweisen. Es ist unter anderem
bekannt, dass Augustussaure Apoptose in B16F10 Zellen von Maus-Melanomen® auslésen
kann und als Inhibitor der Tyrosin Phosphatase 1B GST sowie der Glykogen Phosphor-

137

ylase®* wirkt. Dartiber hinaus hat es einen gefaRerweiternden Effekt'*” und wirkt antipro-

liferativ bei Raji-Zellen'*® sowie entziindungshemmend**®,
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3.3 Synthesen der vier diastereomeren 2,3-Dihydroxy-olean-12-en-28-
sauren

Basierend auf den hochinteressanten biologischen Eigenschaften der Maslinsdure und dem in

unserer Arbeitsgruppe synthetisierten selektiv antitumorwirksamen Derivat EM2 entschlossen

wir uns zur Synthese aller vier Diastereomeren der 2,3-Dihydroxy-olean-12-en-sdure

ausgehend von Oleanolsdure. Die Ergebnisse sind in der Veroffentlichung ,,Straightforward

partial synthesis of four diastereomeric 2,3-dihydroxy-olean-12-en-28-oic acids from

oleanolic acid*“ zusammengefasst.

HO HO
HO L .
HO -z N = K
| “H HO ~H O,
I:| Augustussiure Bredemolséure H

/ (1;)

) (10)

Maslinsaure >< .

3-epi-Maslinsaure

H

®)
Abbildung 12: Syntheseschema zur Darstellung der 4 diastereomeren 2,3-Dihydroxy-olean-12-en-28-sauren
ausgehend von Oleanolsaure

Die Synthesen von Maslinsdure und Augustussaure wurden bereits im Abschnitt 3.2
beschrieben und finden daher im Folgenden keine weitere Betrachtung. Aus Abbildung 12
und aus den vorhergehenden Beschreibungen kann entnommen werden, dass 3-epi-
Maslinsaure durch Spaltung des Acetonides 8 erhalten wurde, welches als Nebenprodukt der
Synthese von Maslinsdure angefallen war. Dieser Reaktionsschritt konnte entweder unter
Verwendung von Saure oder lonenaustauscher (z.B. IR 120 H™) durchgefiinrt werden sowie
durch langeren Kontakt mit Kieselgel. Bisher wurde 3-epi-Maslinsdure nur durch Extraktion

141,142

von z.B. Potentilla chinensis*®*, Centella asiatica'*’, Prunella vulgaris und Salvia

143 134

officinalis™™ isoliert oder durch eine vergleichbar langere Partialsynthese " ebenfalls ausge-
hend von Oleanolsdure. Aullerdem ist 3-epi-Maslinsaure ein Inhibitor der Muskel Glykogen
Phosphorylase.***

Die Partialsynthese von Bredemolséure startete mit der Mesylierung von Oleanolsaure mit
nahezu quantitativer Ausbeute an Verbindung 9. Durch anschlieBende basische Eliminierung

mit Lithiumcarbonat in DMF*** wurde das Alken 10 erhalten, welches durch Umsetzung mit
18
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mCPBA™ zum Epoxid 11 reagierte. Die Epoxiddffnung in Gegenwart von wassriger Per-
chlorsaure lieferte das Zielmolekil Bredemolséure. Diese Verbindung wurde erstmals von
TSCHESCHE und SENGUPTA beschrieben und kann in kleinen Mengen aus Bredemeyera
floribunda isoliert werden.** Eine vergleichbar langere Synthese des entsprechenden
Methylesters wurde von der gleichen Arbeitsgruppe im Jahr 1963 beschrieben.**’ Im Jahr
2008 wurde dann auch die Synthese der freien S&ure Uber sechs Stufen (ausgehend von
Augustussdure) von CHENG et al.*® beschrieben. Eine Inhibierung der Muskel Glykogen
Phosphorylase ist von der Bredemolséure ebenso bekannt.**

Im Anschluss an die Synthese der vier isomeren Triterpensduren folgte deren biologische
Evaluierung mit Hilfe des SRB-Assays. Die zytotoxische Aktivitat aller Verbindungen
bezuglich finf humaner Tumorzelllinien war jedoch allgemein als gering einzustufen. Die
niedrigsten ECso-Werte (ECsp = 13,7 uM) wurden fur Maslins&ure hinsichtlich der Melanom-

Zelllinie 518 A2 ermittelt.

3.4 Harnstoff-Derivate der Maslinsdure

Das Ziel dieser Publikation bestand darin, eine Struktur-Wirkungs-Beziehung (SAR)
ausgehend von EM2 aufzubauen, um eine moglichst gesteigerte Antitumoraktivitat bei
gleichbleibender oder verbesserter  Selektivitdit beziiglich der nicht malignen
Mausfibroblasten-Zelllinie NIH 3T3 zu erhalten. Dafiir wurden zahlreiche strukturelle

Modifikationen durchgefihrt, die nachfolgend kurz erlautert werden sollen.

SAR-Studie

Abbildung 13: Farblich hervorgehobene Bereiche bei EM2, die wahrend der SAR-Studie
untersucht wurden

In der Literatur ist bereits bekannt, dass ein Verlust der Acetyl-Gruppen am A-Ring zu einem
Abfall der Antitumoraktivitait um den Faktor 4 fiihrt.2® Zunichst wurden also die ,,Schutz-
gruppen” der OH-Gruppen am A-Ring (Abbildung 13, rot markiert) variiert und die resultie-
renden Verbindungen mit Hilfe des SRB-Assay hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass zwei Acetyl-Gruppen bereits einen optimalen Selektivitatsfaktor

Fsi (Fsi = ECso, niH 313/ECs0, Tumor-zeltiinie) hervorrufen. Dartber hinaus wurden mit der Synthese
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der vier diastereomeren 2,3-Dihydroxy-olean-12-en-28-séuren die idealen Ausgangsmateri-
alien geschaffen, um den Einfluss der Konfiguration der stereogenen Zentren an C-2 und C-3
zu untersuchen. Die Zelltestuntersuchungen der Konfigurationsisomere des EM2 zeigten
eindeutig, dass eine hohe Antitumoraktivitat bei gleichzeitig hohen Fg; nur mit einer 34-
Konfiguration erhalten wurde. Interessanterweise fiihrte die 2f,3a-Konfiguration des
Bredemolsdure-Derivates sogar zu einer Verringerung der Antitumoraktivitat sowie einem
Einbruch der Selektivitat um den Faktor 10.

Weitere Verdnderungen an dem Strukturelement des Benzylamids (Abbildung 13, blau
markiert) haben gezeigt, dass ein Optimum an Zytotoxizitdt sowie ein moglichst hoher Fg
erreicht werden konnen, wenn einerseits die Amid-Struktur durch eine Harnstoff-Struktur
ersetzt wird und der Benzyl-Rest durch einen Phenyl-Rest substituiert wird. Im Zuge dieser
Untersuchungen konnten wir ebenfalls feststellen, dass bei einem Einsatz der analogen
Verbindungen vom Ursan-Typ (Abbildung 13, grin markiert) stets eine verringerte
zytotoxische Aktivitat im Vergleich zu den Derivaten des Olean-Typs festzustellen war.
Durch die angesprochenen Variationen konnte das Derivat 12 als hochaktive antitumor-
wirksame Verbindung mit einem im Vergleich zu EM2 nochmals verbessertem Selektivitats-
verhalten (12: Fgs = 133; EM2: Fg; =70) identifiziert werden. In weiterfiihrenden Zelltest-
untersuchungen, u.a. basierend auf einem Annexin V/Propidiumiodid Assay, Zell-Zyklus
Untersuchungen sowie Fluoreszenzmikroskopie konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass
Verbindung 12 Apoptose auslost ohne dabei die Caspase 3 zu aktivieren. Eine detailliertere
Beschreibung der synthetisierten Verbindungen und deren biologische Evaluierung sind in der
Veroffentlichung ,,Urea derivates of ursolic, oleanolic and maslinic acid induce apoptosis

and are selective cytotoxic for several human tumor cell lines* beschrieben.

3.5 Selektive Antitumoraktivitat bei Chinolin-substituierten Triterpen-
Carbonsaure-Amiden

Im Zuge weiterer Struktur-Wirkungs-Beziehungen basierend auf EM2 konzentrierten wir uns

auf die Synthese von stickstoffhaltigen heterocyclischen Triterpen-Carbonsaure-Amiden.

Untersucht wurden dabei der Einfluss des Substitutionsmusters des aromatischen Rests res-

pektive die Anzahl der am A-Ring befindlichen Acetyl-Gruppen beziiglich der Antitumor-

aktivitat und des Selektivitatsverhaltens. Alle von uns synthetisierten Verbindungen wurden

hinsichtlich ihrer antitumoraktiven Wirkung mittels SRB-Assay untersucht.
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Augustussiure: R'=H, R>=Me 13: R'=H, R>=Me 15-31
2-epi-Corosolséure: R!=Me, R?=H 14: R'=Me, R>=H
R] Rl R3 Rl RI RJ

15| H Me 3-Pyridinyl |24 |Me H  5-Chinolinyl
16 ([Me H  3-Pyridinyl [25| H Me 6-Chinolinyl
17| H Me 4-Pyridinyl |26 |Me H  6-Chmnolinyl
18| Me H 4-Pyridinyl |27| H Me  7-Chinolinyl
19 H Me 3-Chinolinyl |28 | Me H  7-Chinolinyl
20| Me H 3-Chinolinyl | 29| H Me  8-Chinolinyl
21| H Me 4-Chinolinyl (30| Me H  8-Chinolinyl
22|Me H 4-Chinolinyl (31| H Me 4-Isochinolinyl
23| H Me 5-Ch 1

“hinoliny

Abbildung 14: Syntheseschema flr die Darstellung der Pyridinyl- und Chinolinyl-Amide

Die Derivatisierung erfolgte zunédchst auf Basis der dihydroxylierten Vertreter, der
Augustussaure bzw. der 2-epi-Corosolséure. Nach Acetylierung erfolgte Uber SCHOTTEN-
BAUMANN die Darstellung der entsprechen heterocyclisch substituierten Amide (15— 31),
wobei der Fokus auf der Synthese von Pyridinyl- sowie Chinoliny-Amiden lag (Abbildung
14). Die Pyridin-analogen Verbindungen (15— 18) zeigten eine gute Antitumoraktivitat (5:
ECso = 0,9 uM fiir Eierstockkrebs A2780) im Vergleich zu den acetylierten freien Sdauren (13,
14). Signifikante Unterschiede im Selektivitatsverhalten bezuglich der nicht malignen
Mausfibroblasten NIH 3T3 sind jedoch nicht zu erkennen. Die Chinolin-analogen
Verbindungen zeigten groftenteils ein dhnliches Aktivitatsprofil. Eine Ausnahme stellten die
5-Chinolinyl-Derivate dar — sie wiesen sehr gute ECso-Werte (23: ECso=0,7 uM flr
Eierstockkrebs A2780) auf, bei gleichzeitiger Selektivitat bezuglich der NIH 3T3. Um einen
moglichen Zusammenhang der Antitumoraktivitdt mit der Orientierung des aromatischen
Systems zu untersuchen, wurde ein 4-Isochinolinyl-Derivat (31) synthetisiert. Dieses
unterscheidet sich vom 3-Chinolinyl-Derivat (19) formal in der Umorientierung des
aromatischen Rests. Abbildung 15 zeigt die erstaunlichen Ergebnisse. Die Umorientierung
steigert nicht nur die allgemeine zytotoxische Wirkung gegeniiber den Krebszellen, sondern
ruft dartiber hinaus einen drastischen Anstieg des Selektivitatsverhaltens hervor. Beziglich
der Brustkrebszelllinie MCF-7 und den nicht malignen Mausfibroblasten NIH 3T3 fand eine
Steigerung der Selektivitdt um den Faktor 258 statt.
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Abbildung 15: Vergleich der zytotoxischen Aktivitat der Chinolin- bzw.
Isochinolin-Derivate beziliglich sechs Krebszelllinien und der embryonalen
Mausfibroblasten-Zelllinie NIH 3T3

Es konnte weiterhin belegt werden, dass ein Vorhandensein von drei Acetoxy-Gruppen am A-
Ring die zytotoxische Wirkung der Derivate um den Faktor 4 steigert. Es scheinen demnach
zwei Faktoren fiir eine antitumoraktive und zugleich selektiv wirkende Verbindung besonders
wichtig zu sein. Der Isochinolinyl-Rest an Position C-28 sowie mindestens drei acetylierte
OH-Gruppen am A-Ring. Durch Kombination dieser Faktoren erhielten wir das 4-
Isoquinolinyl-Derivat der Asiasaure (32, siehe Abbildung 18, S. 26). Es gelang uns somit die
Synthese eines Triterpen-Derivates mit ECso-Werten im teilweise zweistelligen nanomolaren
Bereich (ECso =80 nM fir Eierstockkrebs A2780). Mit einem ECso = 3,23 uM fiir die
NIH 3T3 weist die Verbindung einen Selektivitatsfaktor von Fs; =40 zwischen den
Tumorzelllinien und den nicht malignen Mausfibroblasten auf.

In weiterfihrenden Zelltestuntersuchungen, u.a. basierend auf einem Annexin V/Propidium-
iodid Assay, Zell-Zyklus Untersuchungen sowie Fluoreszenzmikroskopie konnte daruber
hinaus gezeigt werden, dass die synthetisierten Verbindungen Apoptose auslésen. Eine
detailliertere Beschreibung der synthetisierten Verbindungen sowie deren biologische Evalu-
ierung sind in der Verdffentlichung ,,Selective killing of cancer cells with triterpenoic acid

amides — the substantial role of aromatic moiety alignment* beschrieben.
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3.6 Maslinsaure-Rhodamin B-Konjugate

Das Ziel dieser Publikation war ein fluoreszierendes Maslinsaure-Derivat zu synthetisieren,
um durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen genauere Vorstellungen Uber die
Wirkweise solcher Verbindungen auf zellularer Ebene zu erhalten. Dafir sollte acetylierte
Maslinsaure Uber verschiedene Spacer mit Rhodamin B verknipft werden. Wurde Piperazin
als Spacer verwendet, erhielt man wie vermutet eine tief violettfarbene und stark fluores-
zierende Verbindung (33) mit einer hohen Fluoreszenzquantenausbeute (33: 60 %, Rhodamin
B: 80 %). Wenn aber die Verknipfung tber Ethylendiamin hergestellt wurde, erhielt man
einen weilRen Feststoff (34), der keine nennenswerten fluoreszierenden Eigenschaften

aufwies.

0.6-
— 33 (5x 10 M)

— 34(1x10°M
0.5 T

0.4+
i 9-34
0.2+

0.1

0.0

T T T T
300 400 500 600
Alnm

Abbildung 16: Strukturen und UV/Vis-Spektren von 33 und 34

Verbindung 34 gehort zu den Spiro-Rhodaminen und ldsst sich durch eine intramolekulare
Lactam-Bildung bei sekundaren Amiden des Rhodamin B erklaren (Abbildung 16).*° Die
UV/Vis-spektroskopischen Auswirkungen der strukturellen Anderung sind ebenfalls in
Abbildung 16 dargestellt. Das zytotoxische Potential der Verbindungen wurde anschlieRend
mit Hilfe des SRB-Assay untersucht. Erst hier wurden die enormen Auswirkungen dieser
kleinen strukturellen Anderung sichtbar. Wahrend fir die Verbindung mit einem
Ethylendiamin-Spacer (34) kein messbares zytotoxisches Potential nachzuweisen war,
konnten flr das Derivat mit einem Piperazin-Spacer (33) ECso-Werte im teilweise einstelligen
nanomolarem Bereich gemessen werden. In Tabelle 2 werden die ECso-Werte vergleichend

mit Maslinsaure, EM2 und Rhodamin B dargestellt. Hier wird deutlich, dass gegenuber der
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Maslinsaure das zytotoxische Potential von 33 um einen durchschnittlichen Faktor von 1000

angestiegen ist, wobei der Selektivitatsfaktor vergleichbar mit dem von EM2 ist.

Tabelle 2: ECsp-Werte in M sowie der maximale Selektivitatsfaktor
(FSI = ECSO, NIH 3T3/EC50, Tumor-ZeIIIinie)

ECs (uM) 518A2 HT29 MCF-7 A549 A2780 NIH 3T3 Fsi (max)
Maslinséure 13,7+0,9 28,8+0,5 >30 23405 195+0,8 21,1+0,2 15
EM2 15+0,2 4,7+0,2 7,705 2501 05+%0,1 33,8+3,0 67,6
33 0,011+10* 0,057+0,015 0,028 +5*10° 0,186+0,028 0,007 +10* 0,334 + 0,061 47,7
34 >30 >30 >30 >30 >30 >30 n.d.
Rhodamin B >30 >30 >30 >30 >30 >30 n.d.

Unserem Wissen nach ist die Verbindung 33 nicht nur das bisher aktivste Maslinséure-
Derivat, sondern vielmehr auch das aktivste Triterpen-Derivat, das jemals hergestellt wurde.
Das zytotoxische Potential gegeniiber den humanen Tumorzelllinien liegt sogar im Bereich

150.151 hder Paclitaxel*®>*%3,

von kommerziell erhéltlichen Chemotherapeutika wie Doxorubicin
Auf zellularer Ebene wirkt die Verbindung aller Wahrscheinlichkeit nach als sogenanntes
Mitocan. Mitocane sind alle antitumoraktiven Verbindungen, deren Wirkmechanismus das
Mitochondrium zum Ziel hat.*** Sie lassen sich grundsétzlich in acht verschiedene Kategorien
einteilen — eine davon beschreibt die Wirkung von lipophilen Kationen auf die innere
Membran von Mitochondrien.*® Studien zufolge besitzen Krebszellen in diesem Fall ein
erhéhtes mitochondriales Membranpotential im Vergleich zu nicht malignen Zellen.”**" Da
eine Erhéhung dieser Potentialdifferenz zu einer gesteigerten Akkumulation von kationischen
Verbindungen fihrt, lieRe sich die gesteigerte Antitumoraktivitat von 33 sowie die Selektivi-
tat beztiglich der nicht malignen NIH 3T3 Zelllinie erklaren.

In fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurden A2780 Zellen zundchst mit 33 und
gleichzeitig mit den Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst 33342 sowie Rhodamine 123 behandelt.
Da sich die Anregungs- und Emissionsspektren der beiden Fluoreszenzfarbstoffe und 33
hinreichend unterscheiden, kénnen Areale in denen eine Anreicherung innerhalb der Tumor-
zelle stattfindet durch geeignete Filtereinstellungen am Fluoreszenzmikroskop exakt vonei-
nander unterschieden werden. Hoechst 33342 bindet selektiv an die DNA, besitzt dabei ein
Maximum der Anregungswellenldnge bei 350 nm und emittiert bei einem Emissions-
maximum von 461 nm. Im Gegensatz dazu wird Rhodamin 123 zum Anfarben der
Mitochondrien verwendet, absorbiert um 505 nm und emittiert bei einer Wellenlange um
560 nm. Die Ergebnisse der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen sind in Abbildung

17 zusammengefasst. Es ist deutlich zu erkennen, dass 33 die gleichen Areale innerhalb der
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Zelle anfarbt wie der Mitochondrien-selektive Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 123. Dariber
hinaus kann eine Lokalisierung im Zellkern durch den Vergleich mit Hoechst 33342 nahezu

ausgeschlossen werden.

33 Rhodamine 123 Hoechst 33342 merge Lichtmikroskop

T

Abbildung 17: A2780 Eierstockkrebszellen wurden mit 33, Rhodamin 123 sowie Hoechst 33342 inkubiert und
anschlieBend fluoreszenz- und lichtmikroskopisch untersucht (MaRstabsbalken: 20 zm).

Weitere fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen sowie eine genauere Beschreibung der
Versuche koénnen der Veroffentlichung ,,Rhodamin B conjugates of triterpenoic acids are

mitocans and cytotoxic even at nanomolar concentrations* entnommen werden.
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4 Zusammenfassung der Dissertation

Ein Ziel dieser Arbeit bestand in der Synthese und der biologischen Evaluierung von
Triterpen-Sulfamaten. Dabei sollte der Einfluss unterschiedlicher Triterpen-Grundgeriiste auf
die effektive Inhibierung der Carboanhydrase 11 (CA Il) untersucht werden. Es konnte gezeigt
werden, dass das entsprechende Oleanolséure-Sulfamat 1 einen K;=10,308 uM besitzt und
somit bereits halb so aktiv ist wie die Referenzsubstanz Acetazolamid (K;= 0,137 uM)
(Abbildung 18).

Abbildung 18: Struktur des aktiven Oleanolsaure-Sulfamat 1 (links)
und der Referenzsubstanz Acetazolamid (rechts)

Maslinsaure-Derivate mit Sulfamat-Gruppen an Position C-2 oder C-3 zeigen im Vergleich
dazu eine deutlich geringere Inhibierung der CA Il (Sulfamat an C-2: K; = 1,41 uM; Sulfamat
an C-3: K;>20 uM). Eine Abh&ngigkeit der Enzym-Aktivitdt vom Grundgerist sowie der
Position der Sulfamat-Gruppe am A-Ring konnte u.a. belegt werden. Ein weiterer Aspekt der
Untersuchungen sollte Aufschluss dariiber geben, inwiefern die Inhibierung der CA 11 mit der
zytotoxischen Aktivitat gegentiber verschiedenen Krebszelllinien korreliert. Dazu wurden die
Sulfamate mit Hilfe eines photometrischen Sulforhodamin-B-Assays (SRB-Assay)
untersucht. Die Ergebnisse zeigten fiir die nur méRig Enzym inhibierenden Maslinséure-
Derivate die geringsten ECso-Werte und somit die besten Antitumoraktivitaten. Auch bei den
restlichen Triterpen-Sulfamaten konnte keine Korrelation zwischen der Enzym-Inhibierung
und dem zytotoxischen Potential festgestellt werden. Zumindest fur die in diesem Zusam-
menhang untersuchten Verbindungen scheint die CA Il somit kein geeignetes Target fir eine
gesteigerte Antitumoraktivitat darzustellen.

Das in unserem Arbeitskreis von SIEWERT et al.® synthetisierte Maslinséure-Derivat ,,EM2
(das Benzylamid der diacetylierten Maslinsdure) besitzt bemerkenswerte zytotoxische
Eigenschaften. Um weiterfiihrende Tierversuche gewahrleisten zu kdnnen, war es notwendig
groRere Mengen an Maslinsdure moglichst effizient herzustellen. Im Zuge dieser Arbeit
konnte eine vierstufige Synthese entwickelt werden, bei der Maslinsdure ausgehend von
kostengunstiger Oleanolséure in einer Gesamtausbeute von 41,2 % dargestellt wurde. Durch

Optimierung der Syntheseflihrung wurde reine Maslinsaure nur durch einfache Umkristal-
26



Zusammenfassung der Dissertation

lisation und ohne Verwendung chromatographischer Methoden erhalten. Eine geringe
Abwandlung der Reaktionsbedingungen erlaubte aulRerdem die Synthese der 24,3 -konfigu-
rierten Augustusséure in einer sehr guten Ausbeute von 71,9 %.

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass es mdglich ist alle vier Diastereomere der 2,3-
Dihydroxy-olean-12-en-séure ausgehend von Oleanolséure zu synthetisieren. Die Synthese-
routen flr Bredemolsaure sowie fiir 2-epi-Maslinsaure wurden beschrieben.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Suche nach weiteren antitumoraktiven
Maslinséure-Derivaten, die im optimalen Fall niedrige ECso-Werte fiir die untersuchten
Tumorzelllinien aufweisen, dabei aber gleichzeitig keine oder eine verringerte Aktivitat
gegeniiber den embryonalen Mausfibroblasten (NIH 3T3) zeigen. Basierend auf der Struktur
von EM2 wurden eine Reihe struktureller Modifikationen durchgefuhrt um dieses Ziel zu
erreichen. Es wurde der Einfluss folgender Faktoren untersucht: die ,,Schutzgruppen® am A-
Ring, die Konfiguration der OH-Gruppen am A-Ring, die Lange der Amid-Kette, der
Grundgerust-Typ (Oleanol vs. Ursol) und die funktionelle Gruppe an C-17. Das Ergebnis der
Optimierung war das Harnstoff-Derivat 12 (Abbildung 19). Es zeigt eine sehr gute
Antitumoraktivitit (ECso=0,9 uM fiir Eierstockkrebs A2780), zeichnet sich aber
uberwiegend durch das Uberragende Selektivitatsverhalten gegenlber der NIH 3T3
(ECso > 120 uM) aus. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass diese Verbindung selektiv

Apoptose auslost.

Abbildung 19: Strukturen von Derivat 12 (links) und Derivat 32 (rechts) aus den SAR-
Studien

Weitere Struktur-Aktivitats-Beziehungen wurden auf der Basis von Chinolin-substituierten
Triterpen-Amiden durchgefiihrt. Es konnte eindeutig belegt werden, dass einerseits die
Antitumoraktivitdt mafRgeblich durch die Anzahl der acetylierten OH-Gruppen am A-Ring
und andererseits das Selektivitatsverhalten durch die rdumliche Orientierung des aromatischen
Rests beeinflusst wird. Durch Kombination dieser Erkenntnisse bei Derivat 32 (Abbildung
19) konnten ECsp-Werte im zweistelligen nanomolaren Bereich (ECso =80 nM fir A2780)

sowie ein Selektivitatsfaktor Fs; (Fsi = ECso nin 313/ECs0, Tumor-zettiinie) Von 40 erzielt werden.

27



Zusammenfassung der Dissertation

Der letzte Teil dieser Arbeit beschreibt die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen
von Rhodamin B-verknlpften Maslinséure-Derivaten und deren biologische Evaluierung.
Dafiir wurde acetylierte Maslinsaure zum einen uber Piperazin (33) und zum anderen uber
Ethylendiamin (34) mit Rhodamin B verbunden (Abbildung 20). Aufgrund der Tatsache, dass
es sich bei 34 um ein sekundares Amid handelt, findet ein intramolekularer Ringschluss statt,
die ionische Struktur geht verloren, die Verbindung besitzt keine nennenswerten Fluores-
zenzeigenschaften sowie ECso-Werte groRer 30 uM (Abbildung 16, S. 23). Bei 33 hingegen
handelt es sich um eine stark fluoreszierende Verbindung mit einer Quantenausbeute von ca.
60 %. Die Zelltestwerte ergaben ECso-Werte im einstelligen nanomolaren Bereich
(ECso =7 nM fur Eierstockkrebs A2780) sowie einen Selektivitatsfaktor Fs;=48. Die
fluoreszierenden Eigenschaften erlaubten dartiber hinaus eine fluoreszenzspektroskopische
Untersuchung der mit 33 inkubierten Krebszellen. Dabei konnte eine mitochondriale

Lokalisierung von 33 festgestellt werden.

ECso (uM) A2780 NIH 3T3 | Fg (max)
Maslinséure 195+0,8 21,1+0,2 15
EM2 05+0.1 338+3,0 67,6
33 0,007 £10* 0,334+0,061 | 47,7
34 >30 >30 n.d.
Rhodamin B >30 >30 n.d.

Abbildung 20: Strukturen der Maslinsaure-Rhodamin-B-Konjugate; ECso-Werte (in £M) beziglich der
Krebszelllinie A2780 (Eierstockkrebs) und der nicht malignen Zelllinie NIH 3T3 (embryonale
Mausfibroblasten); Selektivitatsfaktor (Fs; = ECso nin 313/ECso, Tumor-zelltinie)

Im Verlauf dieser Arbeit konnten ausgehend von EM2 mehrere erfolgreiche Steigerungen der
Antitumoraktivitdt sowie des Selektivitatsverhaltens erzielt werden. Mit 33 ist es gelungen
das bisher aktivste literaturbekannte Triterpen-Derivat herzustellen. Vor allem die fluores-
zierenden Eigenschaften machen diese Verbindungen zu einem idealen Ausgangspunkt fur

weitere mechanistische Untersuchungen bei Tumorzelllinien.
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8.1 Sulfamates of methyl triterpenoates are effective and competitive
inhibitors of carbonic anhydrase |1
Schwarz, S.; Sommerwerk, S.; Lucas, S.D.; Heller, L.; Csuk, R., Europ. J. Med. Chem. 2014,
86, 95-102.

Graphical abstract:

K; = 0.308 + 0.012 yM
(carbonic anhydrase Il)

Abstract:

Carbonic anhydrase |1, belonging to one of the most important enzyme groups of the human
body, is a well-studied isozyme from the family of the carbonic anhydrases. Since it is
involved in several physiological processes, it has been a pharmaceutical target for many
years. In this study we synthesized a number of sulfamates derived from pentacyclic methyl
triterpenoates, and we demonstrate their potential as carbonic anhydrase Il inhibitors using the
well-established photometric 4-nitrophenyl acetate assay. Inhibition constants, as an indicator
of their inhibition strength, were in the micromolar range; one compound (10, methyl (3p) 3-
(aminosulfonyloxy)-oleanoate) showed a K; value as low as 0.3 uM. This K; value is
comparable to that of acetazolamide which is a potent carbonic anhydrase inhibitor and a drug

for the treatment of glaucoma.

Keywords:

Carbonic anhydrase Il; Triterpenoic acids; Enzyme Inhibition; Sulfamates

DOI: 10.1016/j.ejmech.2014.08.051
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8.2 Synthesis and Cytotoxic Activity of Pentacyclic Triterpenoid
Sulfamates
Sommerwerk, S.; Heller, L.; Csuk, R., Arch. Pharm. (Weinheim) 2015, 348, 46-54.

Abstract:

Methyl triterpenoates derived from oleanolic, ursolic, betulinic, glycyrrhetinic, platanic, or
maslinic acid were converted into their corresponding sulfamates and carbamoylsulfamates.
The sulfamates were screened in photometric sulforhodamine assays for cytotoxic activity
employing several human tumor cell lines. Many of the compounds showed ECs, values in
one-digit uM concentration. Of special interest seems methyl (3p) 3-(aminosulfonyloxy)-11-
oxo-oleanoate (18) showing good cytotoxicity for the human adenocarcinomic alveolar basal

epithelial cell line A549 while being less toxic for non-malignant NIH 3T3 mouse fibroblasts.

Keywords:

Carbamoylsulfamates; Cytotoxic activity; Triterpenoids; Sulfamates

DOI: 10.1002/ardp.201400297
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8.3 Convenient and chromatography-free partial syntheses of maslinic
acid and augustic acid
Sommerwerk, S.; Csuk, R., Tetrahedron Lett. 2014, 55, 5156-5158.

Graphical abstract:

A convenient and chromatography-free route has been developed for a partial synthesis of

maslinic acid and augustic acid from oleanolic acid.

Abstract:

A convenient and chromatography-free 4-step synthesis of analytically pure maslinic acid (1,
41.2%) from oleanolic acid has been developed. Slight variations in the final steps gave an
excellent yield of isomeric augustic acid (7, 71.9%).

Keywords:

Triterpenes; Maslinic acid; Augustic acid; Oleanolic acid; Synthesis

DOI: 10.1016/j.tetlet.2014.07.074
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8.4 Straightforward partial synthesis of four diastereomeric 2,3-
dihydroxy-olean-12-en-28-oic acids from oleanolic acid
Sommerwerk, S.; Heller, L.; Serbian, I.; Csuk, R., Tetrahedron 2015, 71, 8528-8534.

Graphical abstract:

AANANNNANS

Abstract:

The four diastereomeric 2,3-dihydroxy-olean-12-en-28-oic acids (maslinic, augustic,
bredemolic and 3-epi-maslinic acid) were easily accessed from one single starting material,
oleanolic acid. The procedures allow the medium-to-large scale preparation of these valuable
starting materials. Except for maslinic acid, the triterpenoic acids showed only a low

cytotoxicity towards several human tumor cell lines.

Keywords:

Maslinic acid; Augustic acid; Bredemolic acid; 3-epi-Maslinic acid; Cytotoxicity

DOI: 10.1016/j.tet.2015.09.037
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8.5 Urea derivates of ursolic, oleanolic and maslinic acid induce
apoptosis and are selective cytotoxic for several human tumor cell
lines
Sommerwerk, S.; Heller, L.; Kuhfs, J.; Csuk, R., Europ. J. Med. Chem. 2016, 119, 1-16.

Graphical abstract:

ECs, (SRB) ovarian cancer A2780: 0.9 uM
ECsy (SRB) mouse fibroblasts NIH 3T3: > 120 uM

Abstract:

2,3-Di-O-acetyl-maslinic acid benzylamide (5) has previously been shown to possess high
cytotoxicity for a variety of human tumor cell lines while being of low cytotoxicity to non-
malignant cells. Structural modifications performed on 5 revealed that the presence of these
acetyl groups in 5 and the presence of (2B,3p)-configurated centers seems necessary for
obtaining high cytotoxicity combined with best selectivity between malignant cells and non-
malignant mouse fibroblasts. Compounds carrying an ursane skeleton showed weaker
cytotoxicity than their oleanane derived analogs. In addition, the benzylamide function in
compound 5 should be replaced by a phenylurea moiety to gain better cytotoxicity while
retaining and improving the selectivity. Thus, maslinic acid derived N-[2B,3p-di-O-acetyl-
17B-amino-28-norolean-12-en-17-yllphenylurea  (45) gave best results  showing
ECs0 = 0.9 uM (for A2780 ovarian cancer cells) with ECso > 120 uM for fibroblasts (NIH

3T3) and triggered apoptosis while caspase-3 was not activated by this compound.

Keywords:

Ursolic acid; Oleanolic acid; Maslinic acid; Tumor cells; SRB assay; Apoptosis

DOI: 10.1016/j.ejmech.2016.04.051
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Anhang

8.6 Selective Killing of cancer cells with triterpenoic acid amides - The
substantial role of an aromatic moiety alignment
Sommerwerk, S.; Heller, L.; Kuhfs, J.; Csuk, R., Europ. J. Med. Chem. 2016, 122, 452-464.

Graphical abstract:
A small structural difference (3-quinolinyl/4-isoquinolinyl) has a strong impact on
cytotoxicity and malignant/non-malignant cell selectivity.
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Abstract:

2,3-Di-O-acetyl-triterpenoic acid derived amides possessing a (2f3, 3p) configuration in ring A
and two acetyl groups were previously shown to possess high cytotoxicity for human tumor
cell lines but to exhibit low cytotoxicity for non-malignant mouse fibroblasts. In this study,
augustic acid (1) and 2-epi-corosolic acid (2) were chosen as starting points for the synthesis
of analogs. While augustic acid derived 3-quinolinyl amide 9 gave low ECs values in SRB
assays but was cytotoxic for all lines, the isomeric 4-isoquinolinyl amide 21 was very
cytotoxic for the tumor cell lines but significantly less cytotoxic for the mouse fibroblasts
NIH 3T3. In addition, a triacetylated 4-isoquinolinyl derivative of asiatic acid (28) gave
ECso=80nM (for A2780 ovarian cancer cells). As shown by additional experiments
(acridine orange/propidium iodide staining, fluorescence spectroscopy and cell cycle
investigations) these compounds act mainly by apoptosis.

Keywords:

Maslinic acid; Oleanolic acid; Asiatic acid; Tumor cells; SRB assay; Apoptosis

DOI: 10.1016/j.ejmech.2016.06.053
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8.7 Rhodamin B conjugates of triterpenoic acids are mitocans and
cytotoxic even at nanomolar concentrations
Sommerwerk, S.; Heller, L.; Kerzig, C.; Kramell A.E.; Csuk, R.; Europ. J. Med. Chem. 2017,
127, 1-9.

Graphical abstract:

EC;5y =7 nM (A2780 ovarian carcinoma)

Abstract:

Triterpenoic acids 1-6 exhibited very low or no cytotoxicity at all, but their corresponding
2,3-di-O-acetyl-piperazinyl amides 13-18 showed low ECs, values for several human tumor
cell lines. Their cytotoxicity, however, was also high for the non-malignant mouse fibroblasts
NIH 3T3. A significant improvement was achieved by preparing the rhodamine B derivatives
19-24. While rhodamine B is not cytotoxic (up to a concentration of 30uM — cut-off of the
assay), the triterpenoid piperazine-spacered rhodamine B derivatives were cytotoxic in nano-
molar concentration. Compound 24 (a diacetylated maslinic acid derivative) was most toxic
for several human tumor cell lines but less toxic for mouse fibroblasts NIH 3T3. Staining and

double-staining experiments revealed 24 to act as a mitocan.

Keywords:

Triterpenes; Maslinic acid; Mitocan; Cytotoxicity; Rhodamine B; Betulinic acid; Oleanolic
acid; Ursolic acid; Platanic acid; Glycyrrhetinic acid

DOI: 10.1016/j.ejmech.2016.12.040
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