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Einleitung

1 Einleitung

Pflanzliche Naturstoffe bilden seit Jahrtausenden eine Grundlage fiir die Medizin.! Durch eine
Vielzahl historischer Schriften kann die weit zuriickreichende, universelle Anwendung von
Heilpflanzen in unterschiedlichen Kulturen nachvollzogen werden. Mesopotamische Tontafeln
aus dem Jahr 2600 v. Chr. gelten heutzutage als die iltesten Aufzeichnungen?. In den iiber 1000
niedergeschriebenen pflanzlichen Rezepturen, wird unter anderem auch die Anwendung
verschiedener Ole zum Beispiel der Cupressus sempervirens (Zypresse), der Papaver
somniferum (Schlafmohn) sowie der Glycyrrhiza glabra (SiiBholz) beschrieben.> Weitere
Heilpflanzen hingegen wurden als Aufguss, alkoholischer Extrakt der Wurzeln, der Rinde
sowie der Blitter oder als Salbe angewendet. Haufig wurde die Verabreichung durch
zusitzliche folkloristische, magische Rituale unterstiitzt.!* Viele der beschriebenen Rezepturen
wurden beispielsweise ebenfalls in der bekanntesten Sammlung der dgyptischen Medizin dem
Papyrus Ebers®, datiert auf 1555 v. Chr., sowie in verschiedenen Schriften der chinesischen
Materia Medica und der indischen Ayurveda dokumentiert.® Die Kenntnisse zur Behandlung
der verschiedenen Krankheitssymptome beruhen dabei vor allem auf den gesammelten

Erfahrungen und Beobachtungen.

1.1 Von der Heilpflanze zum pharmakologisch aktiven Wirkstoff

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts flihrte die Isolierung des Alkaloids Morphin aus Papaver
somniferum, als erste pharmakologisch aktive Reinsubstanz, zur Entdeckung der
Einzelsubstanz als Wirkprinzip pflanzlicher Arzneimittelzubereitungen und somit zu einer
Revolution der naturwissenschaftlich-orientierten Medizin.! Im Verlauf des 19. Jahrhunderts
folgte die Isolierung weiterer Wirkstoffe aus Arzneimittelpflanzen, beispielsweise von Chinin
(1820)7, Codein (1820), Papaverin (1848)® sowie Digitoxin (1874)°, deren Anwendungen noch
in der heutigen modernen Medizin etabliert sind.

Allerdings werden die isolierten Wirkstoffe heute selten in ihrer genuinen Form eingesetzt'?,
vielmehr dienen sie in den meisten Fillen als Leitstrukturen. In umfangreichen Studien wird
versucht das pharmakologische Potential dieser Substanzen durch hiufig einfache chemische
Modifikationen zu optimieren; im Zentrum stehen dabei beispielsweise die Erhohung der
inhdrenten biologischen Aktivitit oder der Selektivitit.!! Diese Strategie der
Arzneimittelentwicklung hat ihren Ursprung ebenfalls bereits im 19. Jahrhundert; ohne genaue
Kenntnisse iiber die Konstitution des Morphins versuchten Chemiker durch einfache

Derivatisierungen (s. Abbildung 1) des Molekiils dessen Abhédngigkeitspotential zu
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vermindern. Bereits 1874 synthetisierte WRIGHT!? somit das erste semisynthetische Opioid, das
Diacetylmorphin, heute bekannt als Heroin. Uber 100 weitere Derivatisierungen des
Molekiilgertistes folgten, darunter auch die Synthese von Oxycodon und Hydrocodon, welche

noch heute als starke Schmerzmittel eingesetzt werden.!!

Morphin Heroin Hydrocodon Oxycodon

Abbildung 1: Morphin und ausgewihlte Derivate.

Im Laufe der Zeit ermdglichten die Fortschritte der analytischen Methoden, vor allem im
Bereich der Spektroskopie, die Strukturaufklarung der Wirkstoffe. Dieser Zugang zu der
Konstitution der Molekiile ermoglichte neben der Durchfiihrung zielgerichteter Modifikationen
der potentiellen Leitstrukturen auch Riickschliisse auf die pharmakologisch relevanten
Partialstrukturen der Wirkstoffe, der Pharmakophore, sowie die Aufkldrung moglicher
Wirkmechanismen.

Heutzutage sind 50%!° aller zugelassenen Arzneimittel auf einen Naturstoff zurlickzufiihren,
wovon nur 4% einem Naturstoff in genuiner Form entsprechen. Der Anteil der
Naturstoffderivate (25%) als auch der synthetischen Verbindungen, die auf dem Pharmakophor
eines Naturstoffes basieren (21%), zeigt indes den Erfolg der Arzneimittelentwicklung
ausgehend von Leitstrukturen.!® Eine Erklarung fiir das groBe pharmakologische Potential der
Naturstoffe ist vor allem in ihrer - im Vergleich zu rein synthetischen Verbindungen - hohen

chemischen Diversitit sowie ihrer biochemischen Spezifitit zu finden.!3!

1.2 Die ubiquitire Naturstoffklasse der Terpene

Der Begriff des Naturstoffes umfasst pflanzliche Primir- als auch Sekundirmetaboliten's; im
Kontext der medizinischen Chemie wird der Begriff jedoch hdufig synonym zu dem Begriff
des Sekundiarmetabolits verwendet.!®

Wihrend Primédrmetaboliten (wie z.B. Kohlenhydrate, Lipide, Proteine) direkt in den
Stoffwechsel und somit in Wachstums- sowie Entwicklungsprozesse involviert sind, konnten
die vielfdltigen Funktionen pflanzlicher Sekundirmetaboliten noch nicht vollstéindig aufgeklart
werden. Bekannt ist jedoch, dass viele Sekunddrmetaboliten hauptsdchlich als essentielle
Signal- und Abwehrstoffe in Bezug auf biotische und abiotische Stressfaktoren fungieren.!’

Aufgrund der biologischen Wechselwirkungen mit anderen Organismen sind diese

2
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Verbindungen besonders im Hinblick auf eine potentielle medizinische Anwendung
interessant. '8

Die Sekundirmetaboliten konnen in drei unterschiedliche Klassen eingeteilt werden: die
Terpene, die Alkaloide und die phenolischen Verbindungen.!® Die groBe Naturstoffklasse der
Terpene umfasst circa 25,000 bekannte Vertreter!>?°, deren Klassifizierung auf der Anzahl der

Isopren-Untereinheiten der Molekiilgrundgeriiste erfolgt (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Klassifizierung der Terpene.

Klassifizierung biosynthetisches Intermediat
Hemi C Isopentenyldiphosphat
emiterpen 5
)\AOPF
M c Geranyldiphosphat
onoterpen 10
A N
g ) c Farnesyldiphosphat
esquiterpen 15
JOS S
Geranylgeranyldiphosphat
Diterpen C2o
I,
Geranylfarnesyldiphosphat
Sesterterpen Cos
)\/\)\/J\/\/I\/\/KAOPP
Squalen
Triterpen Cso PO
Phytoen
Tetraterpen Cao oo o oo \ \
- (Cs)n all-trans-Polyisopren
olyterpen
JeIp n>y )\/;

Die Grundlage bildet die biogenetische Isopren-Regel, welche auf die Arbeiten von WALLACH?!
und RUZICKA?? zuriickgeht. Die strukturelle Diversitdt dieser umfangreichen Naturstoffklasse
basiert auf der Komplexitdt der Biosynthese, welche in den grundlegenden Aspekten aufgeklért
werden konnte. Formal kann die Biosynthese der Terpene in drei Abschnitte unterteilt werden:
(a) die Synthese der universellen Vorstufe Isopentenyldiphosphat (IPP) und dessen
Doppelbindungsisomer, dem elektrophilen y,y-Dimethylallyldiphosphat (DMAPP), (b) die
konsekutive Kondensation von IPP und DMAPP zu den biosynthetischen Intermediaten, den
Stammkohlenwasserstoffdiphosphaten  (vgl. Tabelle 1) und (c¢) die komplexen
enzymkatalysierten Zyklisierungskaskaden und Umlagerungsreaktionen, die den Zugang zu der

charakteristischen strukturellen Produktdiversitéit der Terpene ermoglichen.!419:23
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Die inhdrente biologische Aktivitdt dieser Naturstoffklasse kann als Reflexion ihrer
strukturellen  Diversitdt betrachtet werden; ein  Ausschnitt des umfangreichen

pharmakologischen Spektrums der Terpene ist in Abbildung 2 dargestellt.

hepatoprotektiv

antiviral
antitumoral und

antikanzerogen

anti-inflammatorisch

Terpene

antimikrobiell

antioxidativ

antifungal

kardiovaskular

Abbildung 2: Ausgewihlte pharmakologische Eigenschaften der Terpene.

Das wissenschaftliche Interesse speziell an der Naturstoffklasse der Diterpene und Triterpene
als potentielle multipotente Leitstrukturen zur Entwicklung neuer pflanzlicher

Arzneimittelwirkstoffe unterstreicht die pharmakologische Vielfalt dieser Naturstoftklasse.

1.2.1 Diterpene

Strukturell sind die Diterpene auf den biosynthetischen Vorldufer Geranylgeranyldiphosphat
(GGPP) zuriickzufiihren, welches biosynthetisch durch unterschiedliche Diterpen-Zyklasen in
eine Vielzahl zyklischer sowie azyklischer Molekiilstrukturen tberfiihrt wird. Insgesamt
wurden bis dato liber 3,000 natiirliche Vertreter dieser Naturstoffklasse aus einer Vielzahl
pflanzlicher Organismen isoliert.?3-3°

Besonderes Interesse gilt nachfolgend den lipophilen Diterpenoiden der Abietane. Allein in den
letzten acht Jahren erschienen 58% aller Publikationen (SciFinder-Recherche zum Stichwort
»Abietane®) in Bezug auf diese Naturstoffklasse; im Zentrum der Forschungen stand neben der

Isolierung, wie bereits erwédhnt, vor allem deren Bioaktivitét.
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1.2.1.1 Abietane

Ausgehend von GGPP erfolgt in Gegenwart einer Abietadien-Synthase die Biosynthese der
Abietane (s. Abbildung 3). Zunédchst erfolgt eine Proton-induzierte Zyklisierungskaskade des
GGPP unter Bildung des (+)-Copalyldiphosphates, gefolgt von einer ionischen Zyklisierung
zum Pimaradien-Intermediat und einer 1,2-Methylverschiebung zum Grundgeriist des
Abietadiens.?'3? Die anschlieBende Funktionalisierung des Grundgeriistes erfolgt
beispielsweise durch Zytochrom P450-abhingige Oxygenasen oder NAD™-abhdngige

Dehydrogenasen.®® Bislang wurden 200 Vertreter der Abietane aus einer Vielzahl hoherer

rt 24,23,34

Pflanzen isolie

Abietadien
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Biosynthese der Abietane.

Die Diterpen-Klasse der Abietane kommt als Hauptbestandteil des Kolophoniums der
Baumbharze verschiedener Koniferen der Familie der Kieferngewéchse (Pinaceae) als auch der
Familie der Araukarien (Araucariaceae), der Zypressen (Cupressaceae) sowie der Steineiben
(Podocarpaceae) vor.>*

Baumbharze besitzen eine entscheidende Funktion in der Wundheilung der Biume. Nach dem
Verdampfen des fliichtigen Terpentindls wird die Baumwunde durch oxidative Polymerisation
der im Kolophonium enthaltenen Diterpene verschlossen.*® Gleichzeitig wirken die enthaltenen
Harzsiuren als Schutz vor pathogenen Mikroorganismen.!”-33-37

In der traditionellen Medizin werden diese Baumharze bei der Behandlung einer Vielzahl von
Krankheiten verwendet.’®* In der norwegischen Volksmedizin finden sie beispielsweise
Anwendung als Salbe gegen chronische Wunden und Hautgeschwiire.*’ Die antibakterielle
Wirkung wird dabei vor allem auf die Harzsduren zuriickgefiihrt.>® Die Analyse der Harzsduren
weist auf eine komplexe Zusammensetzung an Diterpencarbonsduren hin. In Abbildung 4 sind
die vier trizyklischen Abietane dargestellt; diese machen den grofften Anteil der Harzsduren
aus. Der prozentuale Anteil der einzelnen isomeren Abietane zeigt, neben einer betréchtlichen
geographischen als auch gattungsspezifischen Abhéngigkeit, eine ausgepriagte Abhingigkeit
von den Bedingungen der Gewinnung des Kolophoniums als auch dessen

Lagerbedingungen.’”#-4> Beispielsweise fiihrt eine thermische Belastung oder die Gegenwart
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starker Mineralsduren zur Umlagerung der Levopimarsdure, der Palustrinsdure und der

Neoabietinsdure zu iiber 90% in die stabilere Abietinsdure.***7

COOH COOH ‘COOH 19 1CSDOOH
Levopimarsaure Neoabietinsaure Palustrinsaure Abietinsaure

Abbildung 4: Hitze- und Saureisomerisierung der Harzséuren.

Der Name ,,Abietinsdure* wurde erstmals 1826 von BAUP fiir die Beschreibung eines isolierten
Produktes der Pinus abies verwendet.* Die weite Verbreitung und relative Stabilitit der
Abietinsdure bewirkten in den darauffolgenden 100 Jahren intensive Untersuchungen des
Molekiils bis zur vollstindigen Aufklirung seiner Konstitution.*

Durch erste Untersuchungen von VESTERBERG*® konnte durch die Dehydrierung von
Abietinsdure zum aromatischen 7-Isopropyl-1-methylphenanthrene, dessen Strukturaufklirung
weiter fortgeschritten war, eine strukturelle Beziehung beider Molekiile festgestellt werden.
Unter Beriicksichtigung der Isopren-Regel fiihrten diese ersten Hinweise zur Hypothese, dass
die Abietinsdure ein Vertreter der Diterpene sei.* Die Hochzeit der Strukturaufklarung der
Abietinsdure erfolgte zwischen 1920 und 1940.% In diesem Zeitraum wurde eine Vielzahl an
Untersuchungen durchgefiihrt, die letztlich bereits im Jahr 1932 zur zweifelsfreien Bestimmung
der Konstitution der Abietinsiure durch RUZICKA* und VOCKE™ fiihrten, lediglich die Lage
der Doppelbindungen konnte erst weitere drei Jahre spéter aufgeklirt werden.’! Einen
Abschluss fand die Strukturaufkldrung durch Ermittlung der absoluten Konfiguration durch
BARTON*. Die Molekiilstruktur der Abietinsiure ist in Abbildung 4 unter Angabe der
offiziellen Nummerierung nach IUPAC dargestellt.>

Des Weiteren konnten wéhrend der Untersuchungen zur Konstitutionsaufklarung bei erhohter
Temperatur weitere charakteristische Disproportionierungen der Abietinsdure zu der
Dehydroabietinsdure, der Dihydroabietinsdure sowie der Tetrahydroabietinsdure (s. Abbildung

5) beobachtet werden.®
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>220°C

_—

COoH “CooH

COOoH *COOH

Abietinsaure Dehydroabietinsdure ~ Dihydroabietinsédure  Tetrahydroabietinséure

Abbildung 5: Disproportionierung der Abietinsdure.

1938 gelang FIESER et al>* die erstmalige Darstellung der Dehydroabietinsdure durch die
Oxidation der Abietinsdure mithilfe von Selendioxid und anschliefender Umsetzung in heilem
Eisessig. Dehydroabietinsdure zeichnet sich im Vergleich zur Abietinsdure durch eine Stabilitét
gegeniiber Autoxidationen aus.*-*7->> Bei der Autoxidation erfolgt unter anderem die Bildung
von Endo- und Hydroperoxiden sowie Hydroxy- als auch Ketogruppen; diese standen im
Zentrum der kontroversen Diskussion iiber die allergene Wirkung des Kolophoniums und
insbesondere der Harzsduren. Studien konnten belegen, dass die allergene Wirkung auf diese
Oxidationsprodukte zuriickgeht.”> Deswegen bieten die Dehydroabietane aufgrund ihrer
hoheren oxidativen Stabilitét einen vielversprechenden Zugang zu einer Vielzahl interessanter
Leitstrukturen, deren antimikrobiellen, zytotoxischen, antiviralen, anti-inflammatorischen,
antifungalen und antioxidativen Eigenschaften durch geeignete Derivatisierungen optimiert

werden konnen.3*

1.2.2 Triterpene

Die Triterpene bilden mit 4,000 natiirlichen Vertretern®® eine weitere mannigfaltige
Naturstoffklasse, welche ubiquitdr im Pflanzenreich anzufinden ist; besonders weit verbreitet
sind die pentazyklischen Triterpene. Die meist als Saponin vorliegenden Sekunddrmetaboliten
sind vor allem in der Rinde, dem Kork sowie der Wachsschicht von Blittern und Schalen
unterschiedlichster Pflanzen nachgewiesen worden. In der Wachsschicht fiihrt ein hoher Gehalt
dieser Verbindungen zu einer Festigung der Struktur und fungiert als Barriere fiir
atmosphirische, mikrobielle und mechanische Schiden.3¢->7

Einer der ersten isolierten Naturstoffe war das pentazyklische Triterpen Betulin, welches 1788
von LowITZ*® bei der Sublimation von weiBer Birkenrinde entdeckt wurde. Bis dato konnte
Betulin in Rinden verschiedener Baume der Familie der Betulaceae, der Platanaceae sowie der
Oleaceae nachgewiesen werden. Des Weiteren folgte tiber Jahre hinweg die Isolierung weiterer
pentazyklischer Triterpene; eine Ubersicht der erstmaligen Isolierung bedeutender Vertreter ist

in Tabelle 2 zu finden.
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Tabelle 2: Erstmalige Isolierung ausgewahlter Triterpene.

Triterpen Erstmalige Isolierung

Betulin Lowitz (1788): Rinde der Birke

Ursolsdure TROMMSDORF (1854): Blitter der Barentraube
Oleanolsdure SCHEIBLER (1874): Plasma von Zuckerriibenzellen
Betulinsdure RETZLAFF (1902): Blitter des Gottesgnadenkrauts
Maslinsdure BACHLER (1927): Blitter des Zweigriffeligen Weildorns
Pomolsaure BRIESKORN, WUNDERER (1966): Schale des Apfels

Die eindeutige Bestimmung der Konstitution der Molekiile gestaltete sich zunichst aufgrund
fehlender analytischer Methoden als schwierig, Doppelbenennungen und fehlerhafte
Zuordnungen waren die Folge. Bis sich zu Beginn des 20. Jahrhunderts ein Konzept um
charakteristische Abbau- und Umlagerungsreaktionen entwickelte. Zusammengefasst von
RUZICKA und FURTER**%? boten diese prinzipiellen Methoden in Kombination mit der Isopren-
Regel die Grundlage fiir die umfassende Strukturaufkldrung der Triterpen-Grundgeriiste. Die
Grundstruktur der pentazyklischen Triterpene bilden fiinf anellierte Kohlenwasserstoffzyklen
mit unterschiedlichen Substitutionsmustern der acht terminalen Methylgruppen. Die Ringe A
bis D sind hierbei frans-verkniipfte Cyclohexan-Ringe, der Ring E ist ein cis-verkniipfter
Cyclopentan- oder Cyclohexan-Ring. Diese Analogie in den Grundstrukturen unterschiedlicher
pentazyklischer Triterpene wurde erstmals 1940 von RUZICKA und MARXER®!' erkannt.
Aufbauend auf diesem Konzept erfolgt die Einteilung der Triterpene heutzutage auf der
Grundlage ihrer Grundgeriiste in die Oleanane, die Ursane und die Lupane (s. Abbildung 6,
oben), ferner konnten unter anderem die weit weniger verbreiteten Grundgeriiste des
Multiflorans, des Bauerans, des Friedelans und des Glutinans ergénzt werden (s. Abbildung 6,

unten).?’

Friedelan Baueran Multifloran ) Glutinan

Abbildung 6: Strukturen ausgewahlter Triterpen-Grundgeriiste.

8



Einleitung

Die Ursache der bemerkenswerten strukturellen Diversitét der pentazyklischen Triterpene liegt
in ihrer Biosynthese begriindet. Die allgemeine Muttersubstanz aller Triterpene ist das
azyklische all-trans Squalen, welches biosynthetisch in allen Organismen durch hydrierende
Dimerisierung des Farnesyldiphosphates gebildet wird.5? Die Biosynthese der pentazyklischen
Triterpene wird durch die stereospezifische Epoxidierung einer endstindigen Doppelbindung
des Squalens, vermittelt durch eine Monooxygenase, eingeleitet.>%* Die anschlieBenden
komplexen Zyklisierungskaskaden des (S)-2,3-Oxidosqualens werden durch vielfiltige
Oxidosqualen-Zyklasen induziert.> Die unterschiedlichen, auch als Triterpen-Synthasen
bezeichneten, Enzyme kennzeichnen somit den Startpunkt der Diversitit dieser
Naturstoffklasse. Ein Charakteristikum fast aller pflanzlichen pentazyklischen Triterpene ist die
dquatoriale Hydroxygruppe an Position C-3, welche obligat aus dem biosynthetischen
Vorlédufer (S)-2,3-Oxidosqualen resultiert.®>-¢ Eine axialstédndige Hydroxygruppe tritt hingegen
selten auf und entsteht infolge einer Epimerisierung der 3B-Hydroxygruppe.’® Zusitzliche
hydrophile Funktionalisierungen der meist anguliren Methylgruppen des jeweiligen
Grundgeriistes erfolgen durch Zytochrom P450-katalysierte Oxidationen, welche durch die
Einfiihrung weiterer Hydroxy- sowie Carboxygruppen den Ausbau der strukturellen Diversitéit
dieser Naturstoffklasse ermoglichen.>®

Die pentazyklischen Triterpene der Lupane, Oleanane und Ursane konnten als aktive
Inhaltsstoffe vieler Heilpflanzen sowie Nahrungsmittel(-pflanzen), die mit einer gesunden
Erndhrung assoziiert werden, identifiziert werden. In der Volksmedizin ist beispielsweise die
heilende Wirkung der weiBlen Birkenrinde seit langer Zeit bekannt. Angewendet als
Wundauflage oder Birkenrindendl wird sie zur Behandlung von Hautkrankheiten eingesetzt.
Das Trockenextrakt der Rinde weist einen Triterpengehalt von tiber 80% (BN: 77.8%; BA: 3.1
%)% auf. In Zusammenhang mit einer gesunden Erndhrung wird hiufig der Verzehr von Oliven
oder Apfeln genannt. Im Trockenextrakt von Oliventrestern konnte ein Triterpengehalt von
liber 60% (OA: 34.2%; MA: 28.2%)% nachgewiesen werden. Ein dhnlicher Gehalt (UA:
49.7%; OA: 13.9%)% konnte ebenfalls in Apfeltrestern bestimmt werden.

In umfangreichen Studien zeigten Vertreter dieser Triterpen-Klassen antikanzerogene,
antifungale, anti-inflammatorische, antioxidative, antivirale, antibakterielle sowie ausgepragt
zytotoxische FEigenschaften.’”®® Eine Vielzahl semisynthetischer Derivate natiirlicher
pentazyklischer Triterpene zeigte in in vitro und in vivo Studien sogar eine Aktivitdtssteigerung

hinsichtlich der Bioaktivitit.!8
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1.3 Multikomponentenreaktionen — Eine Optimierung von Leitstrukturen

Der Begriff ,, Kombinatorische Chemie* beschreibt die Generierung einer chemischen
Bibliothek synthetischer Verbindungen durch die kovalente Verkniipfung sogenannter
Bausteine. Eine systematische Kombination dieser Bausteine ermdglicht den Zugang zu
Substanzen hoher struktureller Diversitét. Diese Synthesestrategie findet ihren Ursprung in der
Mitte der 1980er in der Multipin-Technik von GEYSEN® sowie der ,,Teebeutel*“-Methode von
HOUGHTEN"?. Die hohen Erwartungen der pharmazeutischen Industrie in Bezug auf die
Anwendung vielfdltiger Methoden der kombinatorischen Chemie zur Generierung einer
Vielzahl neuer, rein synthetischer Wirkstoffe erfiillten sich zunichst jedoch nicht; die rein
synthetischen Verbindungsbibliotheken schienen strukturell zu simpel und nicht fundiert.”!
Dennoch bieten die Methoden der kombinatorischen Chemie umfangreiche Moglichkeiten fiir
die Arzneimittelforschung. Eine vielversprechende und effiziente Strategie ist die Modifikation
von Naturstoffen oder deren Pharmakophor mit den kraftvollen Techniken der
kombinatorischen Chemie.”?” Die auf der Basis von Naturstoffen aufgebauten diversitits-
orientierten Bibliotheken zeigen ein hoheres Potential mit den untersuchten molekularen
Targets zu interagieren und weisen folglich eine hohere biologische Aktivitit auf als rein-
synthetisch aufgebaute Molekiile. Auf der Grundlage dieser Strategie konnten bereits
zahlreiche Verbindungen synthetisiert werden, welche sich in den unterschiedlichen Stadien
der Arzneimittelentwicklung befinden.””>

Die Anwendung von Multikomponentenreaktionen (MCR) stellt heutzutage eine sehr
wirkungsvolle Methode der kombinatorischen Chemie dar; iiber diesen Reaktionstyp kann der
Aufbau neuer Substanzbibliotheken effizienter als iiber andere bis dato bekannte Methoden
realisiert werden.’®”’ Das generelle Prinzip dieses Reaktionstyps weist zudem ausgeprigte
Vorteile gegeniiber der konventionellen Mehrstufen-Synthese auf. Bei einem konventionellen,
linearen Syntheseweg werden fiir den Aufbau eines Produktmolekiils aus N Edukten N-1
Synthesestufen bendtigt (vgl. Abbildung MCR -

7), wobei jede dieser Stufen mit einem tt

erhohten Aufwand in Bezug auf die

Isolierung sowie Reinigung der /|
Zwischenprodukte und infolgedessen mit - '

einer Abnahme der Ausbeute verbunden

ist. Uber eine MCR konnen hingegen konventionelle, lineare Synthese
komplexe, definierte Produktstrukturen in

Abbildung 7: Schematische Gegeniiberstellung einer MCR
einer Eintopf-Reaktion aufgebaut werden; und einer linearen Synthese.

10



Einleitung

die Reaktionen verlaufen dabei im Wesentlichen {iber Kondensationsreaktionen von mehr als
zwei Edukten mit reaktiven funktionellen Gruppen. Die Reaktionen sind neben der einfachen
praktischen Durchfiihrung durch eine hohe Atom- sowie Stufenékonomie gekennzeichnet und
entsprechen weitestgehend der Idee der idealen Synthese.”® Bis dato wurden zahlreiche MCR

entwickelt, eine Ubersicht ausgewihlter, klassischer MCR ist in Tabelle 3 zu finden.

Tabelle 3: Ubersicht ausgewihlter klassischer MCR.

Reaktion Reaktionsgleichung
STRECKER”’ o NC
+ + . NHR3
o R' O
HANTZSCH Dihydropyridin® o M . oR?
o+ NH +2 5 s ||
(1882) R "H OR R2 N R2
R'" O
81 0 0
HANTZSCH Pyrrol o 2/ ORS
X + R NH, + R4J\/U\OR5 |
(1890) R? N~ R
R1 R3
o0 R
82
BIGINELLI JOJ\ . )(J)\ . o o R% | NH
(1891) RIVSH  HNT NH R? OR® RNTNO
MANNICH® j\ " o » 9
+ +N._, * R3 - \N/\)J\R“
(1912) HWoR o RUTR R R RO
1TR2 O
PASSERINI®* o . JOL . HRE
17 g2 rNC 4 R¥ o~ "R
(1921) RTR HO™ R i
0
BUCHERER-BERGS®>- o HNJ<
JU.*+ NHy * KON + CO, ” NH
(1929) R'” “R? o)
2
R1 R
B 87,88 o o) oo,
KABACHNIK-FIELDS T+ NH, '|__|< R4 - RN 5\\ _R
3 o
(1952) RTR? R 1 0%s RT ROR
R%__R*
89 0 0o R®
ASINGER R Mg+ e e R I e — 1%
R R R
(1956) v xT, Ay
R3
1TR2 O
uar”® 0 0 y R'R
c NH, ™ N
(1959) rre R Ho oRe T roME R® N R
0 R°
RZ
GEWALD®'! o ? S
R1J\/R2 * NC\)J\OR3 * Se H,N \\ R
(1966)
0~ "OR®
PETASIS? o OH RZ RS
H | ’
+ B. — RSN
(1993) rivre T elre T R on RS R
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Historisch betrachtet kann die 1838 von LAURENT und GERHARDT?? publizierte Reaktion von
Bittermandel6l (reaktive Inhaltsstoffe: Benzaldehyd und Cyanwasserstoff) und Ammoniak,
welche 12 Jahre spiter in verallgemeinerter Form als STRECKER-Synthese’” von a-
Aminonitrilen beschrieben wurde, als erste MCR der préaparativen Chemie bezeichnet werden.
Diese Zusammenstellung der MCR (vgl. Tabelle 3) kann durch eine Vielzahl von Variationen
und Kombinationen der einzelnen Reaktionen erginzt werden.”®

Eine allgemeine Klassifizierung der MCR kann unter anderem auf den zugrundeliegenden

Konsekutivreaktionen erfolgen (s. Tabelle 4).94%3

Tabelle 4: Klassifizierung der MCR nach UGI*.

MCR Konsekutivreaktionen

Typl E,+ B = .. = || = .. = P
Typ I Ey + Ep == .. == | = . — P
Typ 11 E, + B —.. — |, — .. — P

Der Umsatz und die Reinheit des Produktes der MCR sind stark von der Natur der einzelnen
Konsekutivreaktionen abhéngig. Die MCR des Typs Il sind fiir die préparative Anwendung von
erhohtem Interesse. Durch den letzten irreversiblen Reaktionsschritt erfolgt die vollstandige
Verschiebung des Gleichgewichtes auf die Seite des Produktes, sodass - im Gegensatz zu einer

MCR des Typs I - die Produkte in hoher Ausbeute isoliert werden konnen.

1.3.1 Isocyanid-basierte Multikomponentenreaktionen

Heutzutage umfasst die Klasse der Isocyanid-basierten MCR (IMCR) mit der PASSERINI-
Dreikomponentenreaktion (P-3CR) und der UGI-Vierkomponentenreaktion (U-4CR) zwei der
wichtigsten und populédrsten MCR. Die Entwicklung der IMCR wurde dabei mafigeblich vom
Fortschritt der Chemie der Isocyanide geprigt. Uber lange Zeit hinweg herrschte ein nur
begrenzter synthetischer Zugang zu dieser funktionellen Gruppe. Die ersten Synthesen konnten
zwar von LIEKE (1859)%, MEYER (1866)°” und GAUTIER (1867)*® durch Substitutionsreaktionen
eines Alkylhalogenids und Silbercyanid zum entsprechenden Alkylisocyanid und von
HOFFMANN (1867)” durch die Umsetzung von primiren Aminen mit Kaliumhydroxid und
Chloroform realisiert werden, doch zeichnen sich diese Methoden durch komplizierte
Durchfiihrungen und Aufreinigungen sowie geringe Ausbeuten aus. Erst 100 Jahre spater

gelang UGI'" die Darstellung der Isocyanide durch Dehydratisierung von Formamiden;
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eingesetzt werden dazu unter anderem elekirophiles

Reagenzien wie Phosgen, Triphosgen @ O Q 0 Zentrum
R - N =C — N= C QD nucleophiles
oder Phosphorylchlorid in Gegenwart R~ 0 — Zentrum

von Basen.”” Abbildung 8: Resonanzstrukturen des Isocyanids unter Beriick-
Die Struktur der Isocyanide kann durch sichtigung relevanter Atomorbitale.

zwel Resonanzformeln (s. Abbildung 8) dargestellt werden. Die Besonderheit dieser
funktionellen Gruppe liegt in dem formal divalenten Charakter des Kohlenstoffatoms. Diese
Strukturanalogie zu den Carbenen spiegelt sich ebenfalls in der hohen Reaktivitit und der
Féahigkeit zu vielseitigen, einzigartigen Reaktionen wider; exemplarisch ist in diesem
Zusammenhang die a-Addition von Nucleophilen und Elektrophilen am Kohlenstoffatom des
Isocyanids (s. Abbildung 8) zu nennen.’’” Diese charakteristische Reaktion kennzeichnet den

Ubergang vom formal divalenten zum tetravalenten Kohlenstoffatom, welcher in IMCRs die

exotherme Triebkraft darstellt.

Im Jahr 1921 beschrieb PASSERIN®* die erste IMCR; die nach ihm benannte
Dreikomponentenreaktion einer Carbonsdure, einer Oxoverbindung (Aldehyd oder Keton) und

eines Isocyanids ermoglicht die einstufige Synthese von a-Acyloxycarbonsdureamiden

(s. Abbildung 9).

H RIR?O
O @] N
+ + — 3 4
i R L, R 0" R
R R HO R
Oxoverbindung Isocyanid Carbonsaure g-Aminecacylcarbonsdureamid

Abbildung 9: Reaktionsgleichung der P-3CR.

Die P-3CR kann im Hinblick auf die allgemeinen Reaktionsbedingungen variabel an die Edukte
angepasst werden'?!; neben den klassisch verwendeten aprotischen Losungsmitteln (z.B.
CH>Cl,) ist die P-3CR bereits ebenfalls in protischen Losungsmitteln (z.B. Wasser), ionischen
Flissigkeiten oder gidnzlich 16sungsmittelfrei durchgefiihrt worden. Des Weiteren besteht auch
in Bezug auf die Reaktionstemperatur eine Variationsbreite: Wéhrend die klassische P-3CR bei
Raumtemperatur durchgefiihrt wird, konnte in einigen Beispielen eine Erhéhung der
Temperatur unter Verwendung von Mikrowellen-Strahlung zu einer Optimierung hinsichtlich
der Reaktionszeit und der Ausbeute fithren.!%!

Fiir die P-3CR wird ein nicht-ionischer Mechanismus, analog zu Abbildung 10, angenommen,;

die Abfolge der drei Konsekutivreaktionen steht dabei in Ubereinstimmung mit den

experimentell gesammelten Daten.”
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Abbildung 10: Postulierter Mechanismus der P-3CR.7¢

Zunichst erfolgt durch Ausbildung zweier Wasserstoftbriickenbindungen (a) die Aktivierung
der Oxoverbindung und der Carbonséure. Anschlieend folgt die kovalente Verkniipfung der
drei Reaktanden iiber eine a-Addition (b) des elektrophilen Carbonylkohlenstoffatoms der
Oxoverbindung und des nucleophilen Sauerstoffatoms der Carbonsdure an das
Kohlenstoffatom des Isocyanids zum oa-Addukt. AbschlieBend erfolgt durch irreversible,
intramolekulare Transacylierung (c), welche auch als Mumm-Umlagerung bezeichnet
wird!02103 die Bildung des stabilen a-Acyloxycarbonsiureamids. Die P-3CR ist aufgrund des
letzten irreversiblen Reaktionsschrittes zum Typ II der MCR zu zéhlen.

1959 beschrieb UGl erstmals die klassische UGI-Vierkomponentenreaktion (U-4CR), die
heutzutage bedeutendste IMCR. Die Kondensationsreaktion umfasst die Umsetzung einer
Carbonséure, einer Oxoverbindung (Aldehyd oder Keton), eines Isocyanids und eines Amins

unter der Bildung eines a-Acylaminocarbonsdureamids (s. Abbildung 11).

RI R? O
i X — ol
+ NC + T R5-NH, R3 NT TR*
R'”R? R® Ho  RE O RS
Oxoverbindung Isocyanid Carbonséure Amin a-Aminoacylcarbonsdureamid

Abbildung 11: Reaktionsgleichung der U-4CR.

Die klassische U-4CR wird bei hohen Konzentrationen (0.5 bis 2M)°7 der Reaktanden in einem
protischen Losungsmittel (z.B. Methanol, Ethanol) durchgefiihrt. Aber auch die U-4CR weist,
analog zu der P-3CR, eine Variationsbreite in Bezug auf Optimierung der
Reaktionsbedingungen auf; neben der Verwendung von aprotischen Losungsmitteln (z.B.
DMF, Chloroform) oder der losungsmittelfreien Durchfithrung®’ ist fiir die U-4CR ebenfalls
eine Umsetzung in Gegenwart von Mikrowellen-Strahlung!® bekannt. Zudem stellte sich im
Hinblick auf die Ausbeute der Reaktion eine Prdkondensation des Amins und der

Oxoverbindung als besonders vorteilhaft heraus.”’

3 t
N R5 O}N’R RL H R1 R2 O
0 :/
BTN N G I CONal L RISLEY
- RR , .
R "R H,0 HOD "R Rs\N:)»(N\ 5 & RS
R Rz °

o-Addukt

Abbildung 12: Postulierter Mechanismus der U-4CR.7%105
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Der allgemein anerkannte Mechanismus (s. Abbildung 12) setzt sich aus den folgenden drei
Reaktionsschritten zusammen. Zunéchst erfolgt die Kondensation (a) der Oxoverbindung und
des Amins unter Bildung einer Schiff’schen Base. Anschlieend folgt die a-Addition des
Kohlenstoffatoms der Schiff’schen Base sowie des Sauerstoffatoms der Carbonsdure an das
Kohlenstoffatom des  Isocyanids zum  a-Addukt. Die Bildung des «a-
Acylaminocarbonsdureamids erfolgt durch irreversiblen, intramolekularen Acyltransfer
(Mumm-Umlagerung). Dementsprechend kann die U-4CR ebenfalls zum Typ II der MCR
zugeordnet werden.

Die U-4CR weist die hochste Variationsbreite aller MCR auf. Beispielsweise kann die
klassische Carbonsdure-Komponente durch Wasser, Selenwasserstoff, Stickstoffwasser-
stoffsdure, Ammoniumsalze, Cyanate oder auch Thiocyanate ersetzt werden.’6%+1% Des
Weiteren kann diese Variationsbreite durch die Mannigfaltigkeit der verwendeten Amin-
Komponente erginzt werden; neben primidren Aminen, konnen auch sekunddre Amine,
Ammoniak, Hydroxylamine oder Hydrazine verwendet werden.”®*41% Die Diversitit der

moglichen Produktstrukturen der U-4CR ist in Abbildung 13 illustriert.

R*COOH
RSRONH

R*COOH
R5NH,

H,X, X =0, S, Se
RSRONH

R*RSNH,CI

Abbildung 13: Auszug der strukturellen Diversitéit der UGI-Vierkomponentenreaktion.
Bereits kurz nach der Entdeckung der U-4CR bildete diese die Grundlage fiir die einstufige
Synthese des Lokalandsthetikums Xylocain; durch Variation von unter anderem der Amin-

Komponente konnte im Zuge dessen eine kleine Substanzbibliothek von zwolf weiteren, neuen
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Wirkstoffen generiert werden.!?’

Heutzutage sind IMCR vor allem aufgrund der groflen
Variabilitdt der Reaktanden, der damit verbundenen Produktdiversitit und dem geringen
zeitlichen sowie préparativen Aufwand fiir die pharmazeutische Industrie von besonderem

Interesse und bieten einen effizienten Zugang zu neuartigen Wirkstoffbibliotheken.”®
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2 Zielstellung

Die Naturstoffklasse der Terpene zieht aufgrund ihrer inhdrenten biologischen Aktivitét seit
geraumer Zeit das Interesse der chemisch-medizinischen Forschung auf sich.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit soll dementsprechend auf der Synthese neuartiger Terpen-
Derivate liegen. Vordergriindig soll die Derivatisierung vor allem in vitro zu einer Erhohung
der zytotoxischen sowie selektiven Wirkung gegeniiber humanen, malignen Tumorzelllinien
fiihren.

Die weit verbreiteten pentazyklischen Triterpene, wie beispielsweise die Betulinsdure, die
Oleanolsdure oder die Maslinsdure, sollen als Leitstrukturen dienen. Zum einen soll ihre
Derivatisierung iiber klassische Synthesemethoden erfolgen. Der Schwerpunkt soll dabei auf
die Synthese der bislang wenig untersuchten Strukturelemente der Carbamate und
Hydroxamate gelegt werden; letztere stehen hinsichtlich einer mdoglichen zielgerichteten
Tumortherapie zur Diskussion. Zum anderen soll eine Derivatisierung der pentazyklischen
Triterpencarbonsiuren iiber Multikomponentenreaktionen erfolgen; insbesondere soll iiber die
UGI- und PASSERINI-Reaktion eine kleine Substanzbibliothek aufgebaut werden, auf deren
Grundlage eine Untersuchung moglicher Struktur-Wirkungsbeziehungen erfolgen soll.

Des Weiteren soll am Beispiel der Pomolsdure, einem Vertreter der pentazyklischen
Triterpencarbonsduren, verdeutlicht werden, wie Partialsynthesen den Zugang zu bioaktiven
Naturstoffen ermdglichen, welche nur in geringen Mengen verfiigbar sind oder nur unter
groBem Aufwand isoliert werden kdnnen.

Die Naturstoftklasse der Diterpene riickte durch die Entdeckung der zytotoxischen
Eigenschaften des Paclitaxels in den Fokus der Forschung. Die Abietane wurden dabei bislang
in vergleichsweise geringem Mal} untersucht, obwohl diese Verbindungen ebenfalls ein breites
Spektrum biologischer Aktivitdt aufweisen. Um weitere Erkenntnisse zum pharmakologischen
Potential dieser Diterpenklasse zu erhalten, soll in weiteren Untersuchungen der Einfluss
unterschiedlicher Derivatisierungen des Diterpens Dehydroabietylamin beleuchtet werden. Die
Angriffspunkte sollen dabei der C-Ring des Abietan-Grundgeriistes als auch die Aminogruppe,
welche ebenfalls {iber klassische Synthesemethoden als auch iiber Multikomponenten-
reaktionen derivatisiert werden soll, sein.

In diesem Zusammenhang soll auch das Potential von Dehydroabietylamin-Derivaten
hinsichtlich der Inhibierung von Cholinesterasen untersucht werden; diesbeziiglich wurden bis

dato keine Untersuchungen durchgefiihrt.
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3 Forschungsergebnisse — Zusammenfassung und Einordnung

3.1 Terpene als potentielle Zytostatika

3.1.1 Einfiihrung: Entstehung maligner Tumore und die Wirkung von Zytostatika

Die Krankheit Krebs ist ein zentrales Thema in der medizinischen und pharmazeutischen
Forschung. Seit Jahrzehnten werden der Ursprung und das Voranschreiten der Krankheit
intensiv erforscht und es wird nach neuen, potentiellen Wirkstoffen gesucht, um der
kontinuierlich ansteigenden Zahl der Todesfille entgegenzuwirken.

Krebs stellt in der Medizin einen Sammelbegriff fiir maligne Tumorerkrankungen dar;
gemeinsam sind diesen Tumorerkrankungen der Verlust der Differenzierung und das
unkontrollierte sowie autonome Wachstum der Tumorzellen. Wéhrend in gesunden Zellen eine
ausgewogene Steuerung der Zellproliferation und des Zelltods durch Protoonkogene
(Forderung des Zellwachstums) und Tumorsuppressorgene (Unterdriickung des
Zellwachstums) erfolgt, zeigen entartete Krebszellen eine nachhaltige Stérung des geregelten
Gleichgewichts durch Schéddigung dieser genetischen Informationen, hervorgerufen durch
beispielsweise ionisierende Strahlung (z.B. UV-/Rontgen-/radioaktive Strahlung), karzinogene
Substanzen oder auch Tumorviren (z.B. Hepatitis-B-Virus, humaner Papilloma-Virus). Die
Schadigung der Erbsubstanz einer einzigen Zelle wird als grundsitzlicher Ursprung der
Entstehung von Krebs angenommen, dessen Ausbruch letztlich auf der Akkumulation
zahlreicher genetischen Veridnderungen beruht.!%8:19°

Die Unterteilung maligner Tumore erfolgt auf der Grundlage des betroffenen Gewebetyps in
epitheliale (Deck- und Driisengewebe), mesenchymale (Bindegewebe), hdmatopoetische (Blut-
(bildendes)-System) und neuroektodermale (Nervengewebe) Neoplasien.

Die Diversitidt der malignen Tumorerkrankungen erfordert unterschiedliche, zielgerichtete
Therapieformen. Die allgemeinen Therapiemdoglichkeiten bestehen heutzutage in der
chirurgischen Entfernung oder der Radiotherapie des betroffenen Gewebes sowie der
Pharmakotherapie. Bei der Pharmakotherapie kann zwischen der Verwendung klassischer
zytotoxischer =~ Chemotherapeutika  (Zytostatika) und  gezielten  onkologischen
Therapiekonzepten (,,Targeted Therapy*) wie beispielsweise dem Einsatz von Antikdrpern,
Proteasominhibitoren, Tyrosinkinaseinhibitoren oder  Histondeacetylaseinhibitoren
unterschieden werden.!'%!"! Hiufig findet auch ein multimodales Vorgehen Anwendung, um
die Heilung der Patienten zu erwirken. Der Einsatz wirksamer Zytostatika fiihrt zur Hemmung
der unkontrollierten Zellproliferation und induziert den Zelltod der malignen Tumorzellen. Die
einzelnen Wirkstoffe greifen in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus ein; dabei kann

generell in zellzyklusspezifische und zellzyklusunspezifische Zytostatika unterschieden
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werden.!'* Eine schematische Ubersicht ausgewihlter, zugelassener Zytostatika und deren
Wirkprinzipien ist in Abbildung 14 dargestellt.!08:110-112

Die mit der Verwendung von Zytostatika verbundenen Nebenwirkungen, wie beispielsweise
Myelo-, Nephro- und Kardiotoxizitit, sind derzeit leider noch unvermeidlich.!'® Die Ursache
ist in der allgemein hohen Toxizitdt dieser Substanzen gegeniiber Zellen mit hoher

Proliferationsgeschwindigkeit zu finden.

Zellzyklusspezifische Wirkung Zellzyklusunspezifische
Wirkung

Mitose-Hemmstoffe
* Hemmung der Tubulin-Polymerisation
— z.B. Vinblastin, Vincristin
¢ Hemmung der Depolymerisation des mikrotubuléren Systems
— z.B. Paclitaxel, Docetaxel

Alkylanzien

kovalente Bindung an nukleophile
Gruppen der DNA, RNA und Proteine
* Quervernetzungen und
Strangbriiche
— z.B. Ifosfamid, Cisplatin
* Hemmung der DNA-Polymerase
— z.B. Carmustin

Topoisomerase |-/
Topoisomerase lI-Hemmstoffe
* Hemmung der DNA-
Replikation durch

Strangbriiche und/oder
Quervernetzungen der DNA
— z.B. Topotecan,
Irinotecan, Etoposid

Interkalierende Antibiotika

Interkalation der DNA-Doppelhelix
* Hemmung der DNA-Replikation
und -Transkription
— z.B. Anthrazykline

N
N\ -
G (Doxorubicin)
-
Antimetabolite Phase
¢ Hemmung der Synthese von Nukleotiden; Einbau

anormaler Nukleotide; Hemmung der DNA-Synthese
— z.B. Pyrimidin-Analoga (Cytarabin, Gemcitabin),
Purin-Analoga (Thioguanin, Fludarabin)
+ Hemmung der Dihydrofolsdure-Reduktase Die Wirkung von Zytostatika ist auf die Zellproliferation
— z.B. Methotrexat, Pemetrexed begrenzt; Zellen in der Gy-Phase sind von deren
Wirkung nicht betroffen.

Abbildung 14: Schematische Ubersicht ausgewihlter Zytostatika und deren Wirkprinzipien.

Der Zelltod kann iiber unterschiedliche Mechanismen eingeleitet werden; eine Vielzahl der
Zytostatika 16st Apoptose aus, wodurch eine Verringerung der Anzahl an Tumorzellen erreicht
wird. Der Begriff der Apoptose wurde von KERR et al.''? eingefiihrt und beschreibt neben dem
autophagischen Zelltod und der regulierten Nekrose eine der Hauptformen des programmierten
Zelltods."'»!15 Dem programmierten Zelltod steht die Nekrose als pathologischer Zelltod
gegeniiber. Der Begriff der Nekrose beschreibt das Anschwellen einer Zelle bis zum Verlust
der Membranintegritit.!!

Der apoptotische Zelltod ist hingegen ein stark regulierter biochemischer Prozess, der durch
charakteristische morphologische Verdnderungen der Zelle wie die Reduktion des
Zellvolumens, Chromatinkondensation, Fragmentierung des Zellkerns, Abschniirung von
Membranvesikeln (engl. blebbing) sowie durch die Fragmentierung der Zelle in apoptotische

Partikel gekennzeichnet ist. Durch weitere biochemische Verdnderungen wie die
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Externalisierung von Phosphatidylserin erfolgt eine Markierung der apoptotischen Partikel,
wodurch deren gezielter Abbau iiber Phagozytose erméglicht wird.!'!

Die Auslosung des apoptotischen Zelltods kann iiber verschiedene molekulare Signalkaskaden
erfolgen. Ein extrinsischer Signalweg kann tliber die Aktivierung von Membranrezeptoren an
der Zelloberfliche eingeleitet werden, wihrend ein intrinsischer Signalweg iiber die
Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien verlduft.'”® Des Weiteren kann
bei den intrinsischen Signalwegen eine Unterteilung in caspase-abhingige und caspase-

unabhéngige Prozesse erfolgen.!!5-117

3.1.2 Pentazyklische Triterpene und deren potentielle zytotoxische Wirkung

Das erhohte Interesse an der potentiellen, zytotoxischen Wirksamkeit der Triterpene begann
1995 mit der Beobachtung der in vitro und in vivo antineoplastischen Wirkung von Betulinsdure
gegeniiber verschiedenen humanen Melanomzellen durch PISHA et al.!'®. Darauf folgten
intensive Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus und zur biologischen Aktivitét weiterer
pentazyklischer Triterpene; zahlreiche Derivatisierungen der Triterpen-Grundgeriiste zur

Optimierung deren pharmakologischen Potentials folgten.

3.1.2.1 Hydroxamate und Carbamate der pentazyklischen Triterpene

Eine mogliche Ursache der unkontrollierten Proliferation maligner Zellen stellt das
beobachtete, anormale Gleichgewicht der Histonacetyltransferase (HAT) und der
Histondeacetylase (HDAC) dar.'" In Folge der erhohten Aktivitit der HDAC werden
signifikante Anderungen der Chromatinmodifikation maligner Zellen beobachtet, aufgrund
derer eine Regulierung der Gentranskription weitestgehend unzuginglich ist. Der Einsatz von
HDAC-Inhibitoren fiihrt zur Hemmung der HDAC-Aktivitdt und ermdglicht infolgedessen bei
einer Vielzahl von Tumorzelllinien in vitro die Induktion des Zellzyklussarrests und/oder der
Apoptose. In diesem Zusammenhang konnten charakteristische biochemische Veridnderungen
wie eine erhohte Konzentration an p21, eine Aktivierung der p53-Acetylierung sowie eine
Stimulation der Transkription proapoptotischer Gene wie Bax, Bak und Apafl beobachtet
werden.'?’ Die Verwendung von HDAC-Inhibitoren steht aufgrund dessen hinsichtlich einer
zielgerichteten Tumor-Therapie zur Diskussion.

HDAC-Inhibitoren werden in Hydroxamséduren, Carbonsduren, Benzamide und zyklische
Peptide eingeteilt; die Hydroxamséuren stellen dabei die bis dato am weitesten erforschte und
potenteste Klasse der HDAC-Inhibitoren dar. Bislang sind drei Hydroxamsdure-Derivate

(Vorinostat, Belinostat und Panobinostat) durch die FDA zur Behandlung verschiedener
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maligner Tumorerkrankungen zugelassen.!?’ Thre Wirkung wird unter anderem durch ihre hohe
Bindungsaffinitit zum Zink-Kation im aktiven Zentrum des Enzyms begriindet.'?!
Hydroxamsduren bieten somit einen vielversprechenden Ansatz zur Entwicklung neuer
zytotoxischer Wirkstoffe.

Dementsprechend konzentrierten wir uns auf die Synthese einer Bibliothek an Triterpen-
Hydroxamsaure-Derivaten. Zur Aufklarung moglicher Struktur-Wirkungsbeziehungen legten
wir die Schwerpunkte auf eine systematische Variation des Triterpen-Grundgeriistes, der
funktionellen Gruppe an Position C-3 und der Substitution der Hydroxamsédure-Funktion an
Position C-28 (s. Abbildung 15). In der anschlieBenden biologischen Evaluierung ermittelten
wir mithilfe des photometrischen SRB-Assays deren Zytotoxizitdt gegeniiber humanen
malignen Tumorzelllinien und einer embryonalen Mausfibroblasten-Zelllinie, welche als non-

maligne Referenzzelllinie diente.

o 0

| '
< HO Y R?

PT = OA, UA, BA
Abbildung 15: Allgemeines Syntheseschema der Triterpen-Hydroxamate.

Grundsétzlich zeigen die Triterpen-Hydroxamsédure-Derivate im Vergleich zu den freien
Triterpencarbonsduren (BA, OA, UA) erhohte Zytotoxizitit gegeniiber den untersuchten
Zelllinien. Die zytotoxische Wirkung zeigt eine Abhidngigkeit von der Anzahl der aciden
Wasserstoffatome des Hydroxamats. Wéhrend die freien Hydroxamsaure-Derivate die hochste
antiproliferative Aktivitit aufweisen, zeigen die bisalkylierten Derivate hingegen die geringste
Aktivitit. Im Gegensatz zu anderen Studien'??-'24 kann fiir die untersuchten Hydroxamate keine
signifikante Beeinflussung der Zytotoxizitdit durch die Modifikation der Position C-3
beobachtet werden. Moglicherweise weist dies, zusammen mit der deutlich geringeren
zytotoxischen Aktivitit der freien Amide der Triterpene, auf eine entscheidende Rolle der
Hydroxamat-Funktion im Wirkungsmechanismus der Verbindungen hin.

Erginzend zu den Hydroxamaten untersuchten wir in diesem Zusammenhang auch Triterpen-
Carbamat-Derivate. Als Peptid-Bindungssurrogat sind Carbamat-Strukturen in einer Vielzahl
von Wirkstoffen, wie beispielsweise dem antitumoralen Antibiotikum Mitomycin C, zu finden;
thnen wird unter anderem eine verbesserte Target-Spezifitdt und infolgedessen eine erhdhte
Wirksamkeit zugesprochen.'” KOMMERA ef al.'?® flihrten bereits erste Untersuchungen
hinsichtlich des zytotoxischen Potentials von Carbamaten des Betulins durch. Auf diese

Ergebnisse aufbauend konzentrierten wir uns auf eine Variation der Substituenten des

21



Forschungsergebnisse — Zusammenfassung und Einordnung

Carbamat-Restes sowie abermals auf die Untersuchung des Einflusses der Modifikation an
Position C-3 (s. Abbildung 16). Aufgrund der tendenziell erhdhten Aktivitit der Hydroxamate
des Lupan-Grundgeriistes, diente Betulin (BN) in unserer Untersuchung ebenfalls als

Leitstruktur zur Synthese der triterpenoiden Mono- und Biscarbamate.

O

2
./\xOH,: . ‘/\OJ\N’R
"HO{ R1/

\ =

Abbildung 16: Allgemeines Syntheseschema der Carbamate des Betulins.

Im Vergleich zu den Hydroxamaten weisen die Carbamate lediglich eine moderate zytotoxische
Aktivitidt auf. Unter den untersuchten Carbamaten zeigte jeweils das N-Ethyl-substituierte
Derivat unabhédngig von der Modifikation an Position C-3 die hdochste Zytotoxizitdt. Eine
Verldngerung des Alkylsubstituenten (Propyl, Butyl, Hexyl) fiihrte generell zu einer Abnahme
der zytotoxischen Wirkung; eine Ausnahme bilden jedoch die N-Alkyl-substituierten
Carbamate, welche an Position C-3 eine freie Hydroxygruppe tragen, diese sind durch eine
erhohte Zytotoxizitidt gekennzeichnet. Im Vergleich zu den synthetisierten Hydroxamaten
zeigen die Carbamate dementsprechend eine signifikante Abhédngigkeit von der Modifikation
der Position C-3.

Die detaillierte Beschreibung der experimentellen Vorgehensweise sowie die Ergebnisse des
SRB-Assays konnen den Publikationen ,,Targeting cancer cells with oleanolic and ursolic acid
derived hydroxamates* (Anhang, Publikation P-1) und ,,Betulinic acid derived hydroxamates
and betulin derived carbamates are interesting scaffolds for the synthesis of novel cytotoxic

compounds‘ (Anhang, Publikation P-2) entnommen werden.

3.1.2.2 Derivatisierung der Triterpencarbonsiuren iiber IMCR

Pentazyklische Triterpencarbonséuren stellen seit der Beobachtung der zytotoxischen
Eigenschaften der Betulinsdure vielversprechende Leitstrukturen dar, welche bereits in einer
Vielzahl von Studien durch unterschiedlichste chemische Modifikationen hinsichtlich ihrer
biologischen Aktivitidt optimiert wurden. Obwohl MCR wichtige Synthesemethoden der
organischen als auch der medizinischen Chemie darstellen, begrenzen sich die
Verdffentlichungen zur Derivatisierung von pentazyklischen Triterpenen durch MCR auf nur
zwei Beispiele.'?”128 Aufgrund dessen synthetisierten wir iiber U-4CR und P-3CR eine

Substanzbibliothek bestehend aus 34 a-Acylamino- und drei a-Acyloxycarbonsdureamiden.
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Sowohl a-Acylamino- als auch a-Acyloxycarbonsdureamide sind als Peptidomimetika ein
bedeutendes Strukturelement bei der Entwicklung neuer pharmakologischer Wirkstoffe.?’

Der Aufbau der Substanzbibliothek erfolgte durch eine systematische Variation der in
Abbildung 17 dargestellten Reagenzien. Die Reaktionen wurden zunéchst ausgehend von der
kommerziell erhdltlichen OA etabliert, um das pharmakologische Potential dieser

Verbindungen zu evaluieren.

Variation der Carbonsaure Variation des Isocyanids

f‘\'< B~

w I O

Variation des Amins
o
o
S VA
o
N fﬁ\/\ \~@ \_O

Abbildung 17: Syntheseschema der Triterpen-UGI-Derivate.

Die Ergebnisse des SRB-Assays ermoglichen in Bezug auf mogliche SAR der a-
Acylaminocarbonsdureamide erste Riickschliisse. Besonders hervorzuheben ist die
Auswirkung der Acetylierung der freien Hydroxygruppe der OA-UGI-Derivate; diese
Modifikation fiihrt zu einer signifikanten Erh6hung der Zytotoxizitdt als auch der selektiven
Wirkung der Verbindungen gegeniiber den untersuchten malignen Tumorzelllinien. Der
Einfluss der Substituenten der Stickstoffatome (R? und R?) ist hingegen tendenziell geringer,
lediglich fiir jene Derivate (P3: 4a-4j), welche strukturell durch ein terminales Benzylamid
gekennzeichnet sind, kann grundsétzlich eine erhdhte Selektivitit gegeniiber den Zellen des
Ovarialkarzinoms (A2780) nachgewiesen werden. Ein Selektivitdtsverlust kann hingegen fiir
die Derivate (P3: 5a-5b), welche eine terminale Ester-Funktion zeigen, beobachtet werden.
AbschlieBend wurden ausgewihlte a-Acylaminocarbonsédureamide der MA synthetisiert. MA-
Derivate zeigten in vergangenen Studien'?®!13% im Vergleich zu analogen Derivaten der OA ein
erhohtes zytotoxisches Potential. Dies bestitigte sich auch
fiir die synthetisierten MA-UGI-Produkte; Verbindung P3-
7b (s. Abbildung 18) zeigt in dieser Studie die hochste

zytotoxische Wirkung verbunden mit der hdchsten

Abbildung 18: Strukturformel des aktivsten

Selektivitit. Auf der Grundlage von fluoreszenz- .
MA-UGI-Derivates (P3-7b).
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mikroskopischen Untersuchungen der Zellmorphologie und -membranintegritit sowie
erginzenden Zellzyklusanalysen der mit P3-7b behandelten Zellen konnten Hinweise auf den
Wirkungsmechanismus der Verbindung erhalten werden; die intakten Zellmembranen sowie
die Beobachtung einer subG1-Phase weisen auf die Induktion eines programmierten, anteilig
apoptotischen Zelltod hin.

Eine detaillierte Beschreibung der experimentellen Vorgehensweise sowie der Ergebnisse des
SRB-Assays ist der Veroffentlichung ,,4n access to a library of novel triterpene derivatives
with a promising pharmacological potential by Ugi and Passerini multicomponent reactions*

(Anhang, Publikation P-3) zu entnehmen.

3.1.2.3 Partialsynthese der triterpenoiden Pomolsiure

Eine Ubersicht der in vitro Zytotoxizitit verschiedener Triterpene ist in Tabelle 5 zu finden. Im
Vergleich zeigt die Pomolsdure (PA) in vitro eine hohe antiproliferative Aktivitdt gegeniiber
verschiedenen humanen Krebszelllinien®®!3!; sie bildet somit einen idealen Startpunkt fiir die

Entwicklung neuer Zytostatika.

Tabelle 5: Zytotoxizitit ausgewihlter Triterpene.!2%132

ECso [pM] 518A2 A2780 HT29 MCF7 A549 NIH 3T3
BA 94 £0.7 8.8x09 144 +£23 102+1.2 171 £ 1.1 16.1 1.4
BN >30 >30 >30 >30 >30 >30
OA >30 14.0 £23 >30 >30 >30 >30
MA 13.7+ 09 19.5+0.8 28.8 £ 0.5 >30 234+0.5 21.1£0.2
UA 14.7 £ 0.1 11.7 £ 0.6 10.6 £ 0.7 12.7 £ 0.1 155+ 1.7 187+ 1.6
PA? 11.7+£0.2 83x03 7.0 £0.1 11.9 £ 0.6 6.5%0.5 8.1x0.8
TA? 186 1.4 >30 >30 >30 279+£28 >30

2 unpublizierte Ergebnisse

Dennoch wurde die PA im Vergleich zu anderen pentazyklischen Triterpenen nur in geringem
Mal untersucht; dies ist hauptsachlich durch ihre geringe biologische Verfiigbarkeit begriindet.
Nachfolgend lag dementsprechend die Konzentration auf der Entwicklung einer
semisynthetischen Darstellung der PA, um dadurch zukiinftige Untersuchungen und
umfangreiche Derivatisierungen zu erleichtern. Die bis dafo einzige Partialsynthese der PA
gelang 1989 NAKATANI ef al.'3? ausgehend von Rotungensiure; dieser synthetische Zugang
bietet allerdings aufgrund der geringen Verfligbarkeit des Ausgangsstoffes keine Alternative
zur direkten Isolierung der PA beispielsweise aus den Blittern der Goldpflaumengewichse

(Licania pittieri)'**, der Schale von Birnen (Pyrus communis)'>® sowie der Schale von Apfeln
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(Pyrus malus)'®. Als Ausgangsstoffe der semisynthetischen
PA dienen die pentazyklischen Triterpene Tormentill- (TA)
und Euscaphsdure (EA), welche in groferen Mengen (ca.
0.2%) aus Blutwurz (Potentilla erecta) extrahiert werden
konnen. Die strukturellen ~ Unterschiede dieser
pentazyklischen Triterpencarbonsduren sind im A-Ring des
Grundgeriistes zu finden. Ausgehend von EA ist fiir die
synthetische = Transformation zur PA neben der
Desoxygenierung der sekunddren Hydroxygruppe (C-2) -
analog zur TA - eine zusitzliche Inversion der Konfiguration
eines stereogenen Zentrums (C-3) notwendig. Der realisierte
Syntheseweg ist in Abbildung 19 dargestellt. Die ersten
Synthesestufen verlaufen unabhéngig von der Konfiguration
des stereogenen Zentrums (C-3); nach der Umsetzung von
TA/EA zu den entsprechenden Benzylestern erfolgt eine
selektive  Tosylierung der  Hydroxygruppe (C-2).
Anschlieend wird die Hydroxygruppe (C-3) deprotoniert;
die anti-Orientierung der Tosylatgruppe (C-2) und des
Alkoholatanions (C-3) der TA ermoglicht eine nucleophile
Substitution unter Bildung eines Epoxids (P4-7). Wahrend im
Fall der EA die syn-Orientierung der Substituenten den
nucleophilen Angriff unterbindet, erfolgt hingegen eine
C-3—C-2 Hydrid-Verschiebung'3® und die Bildung der 3-
Oxo0-PA (P4-8). An dieser Stelle bietet sich die leichte

sdulenchromatographische Trennung der Zwischenprodukte

TosO,,

HO

P3-5/P3-6
TA | EA

Abbildung 19: Syntheseschema der
Partialsynthese von PA.

an. Ausgehend von P4-7 wird PA nach der Hydrierung des Benzylesters sowie der

stereoselektiven Ringdffnung des Epoxids erhalten. Aus P4-8 erfolgt die Synthese der PA in

zwei Stufen durch die stereoselektive Reduktion der Carbonylgruppe (C-2) und anschlieBende

Hydrierung des Benzylesters.

Die detaillierte Erlduterung der Durchfiithrung der einzelnen Synthesestufen sowie eine

vollstdndige Charakterisierung samtlicher Produkte kann der Veroéffentlichung ,,4 remarkably

simple and convergent partial synthesis of pomolic acid® (Anhang, Publikation P-4)

entnommen werden.
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Diese Partialsynthese ermdglicht die effiziente Darstellung von PA in vier (ausgehend von TA,
53%) bzw. fiinf (ausgehend von EA, 29%) Synthesestufen; dies verdeutlicht exemplarisch, wie
durch einfache semisynthetische Ansédtze ein guter Zugang zu Triterpenen begrenzter

natiirlicher Verfiigbarkeit ermdglicht werden kann.

3.1.3 Diterpene und deren potentielle zytotoxische Wirkung

Insbesondere das Diterpen Paclitaxel, welches in 1971 aus der pazifischen Eibe (7axus
brevifolia) isoliert'3” und in den Jahren 1992 bzw. 1994 durch die FDA als Medikament zur

138 schiirt das chemisch-

Behandlung von Ovarial- bzw. Mammakarzinomen zugelassen wurde
medizinische Interesse an der Naturstoffklasse der Diterpene. In diesem Zusammenhang stellen
unter anderem auch die Vertreter der diterpenoiden Abietane, aufgrund ihrer groflen
biologischen Verfiigbarkeit sowie deren Spektrum biologischer Aktivitdt, interessante Leit-

strukturen zur Entwicklung pharmakologisch aktiver Verbindungen dar.

3.1.3.1 SAR-Untersuchung an Derivaten des Dehydroabietylamins

Dehydroabietylamin (DA), ein Vertreter der Diterpen-Klasse der Dehydroabietane, kann iiber
Ammonoylse und anschlieBende Dehydrierung der Abietinsdure gewonnen werden. DA zeigt
ein umfangreiches Spektrum biologischer Eigenschaften, hervorzuheben ist vor allem die hohe

139 sowie Melanomen in vitro und in

Zytotoxizitit gegeniiber malignen Brustkrebs-Zelllinien
vivo.140:141 Erginzend konnten wir ebenfalls eine zytotoxische Wirkung gegeniiber Zellen des
Hypopharynx-, Owvarial-, Schilddriisenkarzinoms sowie des kolorektalen Karzinoms
nachweisen. Das pharmakologische Potential des DA wird allerdings durch dessen erhohte
Zytotoxizitdt gegeniiber embryonalen Mausfibroblasten, welche als non-maligne
Referenzzellen verwendet wurden, eingeschrinkt.

Ausgehend von DA sollte dementsprechend iiber geeignete Modifikationen neben einer
unverdnderten oder erhohten Zytotoxizitdt vor allem eine Erhohung der Selektivitidt der
Verbindung gegeniiber den humanen Krebszelllinien erreicht werden. Hinsichtlich der
Aufkldrung moglicher Struktur-Wirkungsbeziehungen konzentrierte sich unsere Untersuchung
auf eine systematische Derivatisierung der Aminogruppe (C-18) sowie eine Funktionalisierung
des C-Rings (s. Abbildung 20).

Durch die Synthese unterschiedlicher para-substituierter Benzoylamide des DA und das
anschlieBende Screening der Verbindungen hinsichtlich ihrer zytotoxischen Wirkung konnte

das pharmakologische Potential von DA-Amiden'**'** bestdtigt werden. Die Verbindungen
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zeigen im Vergleich vor allem in Bezug auf die humane Brustkrebszelllinie (MCF7) erhohte
antiproliferative Aktivitat.

Der Einfluss der C-Ring-Modifikationen auf die zytotoxische Wirkung des DA und deren
Derivate ermoglicht allerdings keine allgemeingiiltigen Aussagen iiber Struktur-Wirkungs-
beziehungen. Wéhrend die Funktionalisierung des C-Rings des DA zu einer Abnahme der
Zytotoxizitdt und einer nur geringen Erhdhung der Selektivitdt fiihrt, kann dieser Trend nicht
fiir DA-Amide beobachtet werden: Deren Zytotoxizitdt und Selektivitit zeigt eine starke
Abhingigkeit vom para-Substituenten des aromatischen Restes (s. Abbildung 20).
Beispielsweise kann fiir das Benzoylamid PS-1, welches mit einem ECso > 30 puM als
zytotoxisch inaktiv bezeichnet werden kann, durch die C-Ring-Funktionalisierung eine
signifikante Zytotoxizitdts- als auch Selektivititssteigerung beobachtet werden. Gegenteilig
verhélt es sich flir das 4-Methoxybenzoylamid PS-3, welches eine zum DA vergleichbare
Zytotoxizitdt gegeniiber der malignen Brustkrebszelllinie und eine erhohte Selektivitat
aufweist. Die Einflihrung der Hydroxygruppe fiihrt in diesem Fall zu einer Abnahme der
Zytotoxizitit und Selektivitit; der Einfluss der anschlieBenden Acetylierung konnte aufgrund
der geringen Loslichkeit der Verbindung nicht ermittelt werden.

C-Ring-Modifikationen
Cc12 H OH OAc

c18 Z LS PN

DA P5-10 P5-23

.Q@

ECs, (MCF7) = ECs, (MCF7) = ECs, (MCF7) =
18 § 3.0+ 0.2uM 8.9 % 0.3 M 10.7 £ 0.6 yM
3 18 "NH;
SI=08 Sl=29 SI>3.0
y P5-1 P5-12 P5-18
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Abbildung 20: Ausgewihlte Ergebnisse des SRB-Assays der synthetisierten DA-Amide.
Des Weiteren erfolgte die Synthese biotinylierter DA-Derivate. Biotinylierte Verbindungen
stethen im Zusammenhang mit der vitamin-basierten (Targeted-)Tumor-Therapie zur
Diskussion. Dieser Therapieansatz resultiert aus der beobachteten, erhohten Anzahl Biotin-
spezifischer Rezeptoren auf der Zelloberfliche unterschiedlicher Krebszelllinien, welche fiir

den erhohten Vitaminbedarf schnell wachsender, maligner Zellen und der Aufrechterhaltung
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ihrer grundlegenden Zellfunktionen von essentieller Bedeutung sind. Uber diese Rezeptoren
kann die gezielte Aufnahme biotinylierter Verbindungen erreicht werden und somit eine
Optimierung ihrer Tumorspezifitit erfolgen. Die untersuchten, biotinylierten DA-Derivate
zeigten im SRB-Assay allerdings im Vergleich zu DA eine deutliche Abnahme der
Zytotoxizitit und keine Erhhung der Spezifitit in Bezug auf die untersuchten Krebszelllinien.
Eine detaillierte Beschreibung der synthetischen Vorgehensweise sowie eine Ubersicht der
ECso-Werte ist der Veroffentlichung ,,Syntheses of C-ring modified dehydroabietylamides and

their cytotoxic activity* (Anhang, Publikation P-5) zu entnehmen.

3.1.3.2 Derivatisierung des Dehydroabietylamins iiber U-4CR

Aufgrund der zytotoxischen Aktivitit der untersuchten Triterpen-UGI-Derivate entschieden wir
uns ausgehend vom DA zur Synthese einer weiteren Substanzbibliothek via U-4CR. Obwohl
die U-4CR, wie bereits erwédhnt, durch ihre hohe Variationsbreite eine wirkungsvolle Methode
zur Synthese pharmakologisch interessanter Verbindungen darstellt, sind in Bezug auf DA, und
Abietane im Allgemeinen, bislang keine Untersuchungen bekannt.

Die detaillierte Erldauterung der experimentellen Vorgehensweise sowie die Ergebnisse der
biologischen Evaluierung konnen der Publikation ,,Ugi multicomponent-reaction: Syntheses of
cytotoxic dehydroabietylamine derivatives® (Anhang, Publikation P-6) entnommen werden.
Bei der Synthese - analog zu dem in Abbildung 21 illustrierten Syntheseschema - konzentrierten
wir uns zundchst auf eine systematische Variation der Sdurekomponente (para-substituierte

Benzoesduren, Boc-geschiitzte L-Aminosduren und Rhodamin B).

Variation der Carbonséaure
Benzosauren Aminoséauren Rhodamin B
ef\@\ R\(j’n O "
HN_
R Boc o —
ae LI
R=H, OH, CHy, OCH3, CI R =H, Me, CH,0H, CH,CONH, Et,N (¢} NEt,

(@]
)k + R'-COOH + —
H™OH

NH2 Variation des Isocyanids

DA #\|< f”ﬁ # \/lclo/\

Abbildung 21: Syntheseschema der DA-UGI-Derivate.

Auf der Grundlage der Ergebnisse des SRB-Assays kann ein allgemeiner Trend des
zytotoxischen Potentials der DA-UGI-Derivate beobachtet werden (s. Abbildung 22).

Hervorzuheben ist die aulergewohnlich hohe zytotoxische Wirksamkeit der synthetisierten
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Rhodamin B-Konjugate (P6-14 — P6-16), welche bis dafo die zytotoxisch aktivsten DA-
Derivate darstellen. Diese Ergebnisse bestitigen somit das allgemein hohe pharmakologische
Potential von terpenoiden Rhodamin B-Konjugaten, welches bereits in den Untersuchungen
von SOMMERWERK et al.'?® und WOLFRAM et al.'*>14® herausgestellt wurde. Die Variation der
Isocyanid-Komponente fiihrt hinsichtlich der Zytotoxizitit des Rhodamin B-Konjugates zu

keiner signifikanten Verdanderung.

MCF7  mNIH3T3

w
o

N N
o [é;]
Ly

G02 ] .
i |
0,

P6-14  P6-15  P6-16

-
(6]
L

ECso [uM]

-
o
L

4\

(&,
Ly

o
[

msye'\%q,@,\\,@,\m,\u@,\e

VF & ¥ AR
Qq‘b QQ> Qb Qb Q‘b QQ> Qb Qb

Boc O ;=§

N/ﬁf 7< HNW)J\N/

' FFEEEE

Zytotoxizitat

NEt,

Abbildung 22: Graphische Darstellung der Ergebnisse des SRB-Assays der DA-UGI-Derivate.

In diesem Zusammenhang haben wir auch P6-17a, welches iiber eine SCHOTTEN-BAUMANN-
Reaktion synthetisiert wurde, untersucht. P6-17a ist ein Derivat der Rhodamin B-Spirolactame,
welches im Gegensatz zu der offenkettigen Form (P6-17b) keine fluoreszierenden
Eigenschaften aufweist (s. Abbildung 23). Die beiden Strukturen liegen im Gleichgewicht vor;
durch Bestrahlung (UV und sichtbares Licht) erfolgt die Offnung des Lactams und somit die

Ausbildung des Rhodamin-Chromophors.'4’

1.5 P6-17a
P6-17b
= 1.0
Xe]
_h . a
o 2
2 0.5
/- ) P6-17a s N7 P6-17b 0.0 , : : ,
Rhodamin- offenkettige 300 400 500 600 700
Spirolactam Form 3
F()farbk,s) (fluoreszierend) Wellenlénge (nm)

Abbildung 23: Photoinduzierte Ringdffnung der Verbindung P6-17a.
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Das pharmakologische Potential von P6-17a bzw. P6-17b ist deutlich geringer und kann
hinsichtlich der zytotoxischen Wirkung gegeniiber den untersuchten Zelllinien als inaktiv
bezeichnet werden. Dies verdeutlicht, dass in Bezug auf die untersuchten Rhodamin B-Derivate
nicht einzig der Rhodamin B-Rest zu einer erh6hten Zytotoxizitit fiihrt, sondern eine geeignete

Verkniipfung mit dem Diterpen-Grundgeriist notwendig ist.
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3.2 Terpene als potentielle Cholinesterase-Inhibitoren

3.2.1 Einfiihrung: Therapeutische Verwendung von Cholinesterase-Inhibitoren bei
Morbus Alzheimer
Die Alzheimer-Krankheit (AK) ist die am héufigsten auftretende neurodegenerative
Erkrankung, deren charakteristischer Krankheitsverlauf durch einen progressiven Verlust des
Gedichtnisses und der kognitiven Funktionen sowie durch signifikante Verhaltensdnderungen
gepragt ist.
Die komplexe Pathogenese der AK ist durch neuropathologische Verdnderungen, wie die
Bildung seniler Plaques, resultierend aus der extrazelluldren Akkumulation von Amyloid B-
Proteinen sowie neurofibrilldiren Biindeln, welche aus der intrazelluldren Aggregation des
hyperphosphorylierten Tau-Proteins entstehen, gekennzeichnet.!*® Diese multifaktoriellen
Vorginge erschweren bis dato die Entwicklung eines effizienten Wirkstoffes zur Behandlung
der AK.1¥
Der erste Versuch die vielféltige Pathogenese der AK zu erkldren, wurde bereits 1976 durch
DAVIES und MALONEY*? unternommen; ihrer cholinergen Hypothese entsprechend korreliert
die progressive Abnahme der kognitiven Leistungsféhigkeit der an der AK erkrankten Patienten
mit dem Untergang der cholinergen Neurotransmission, im Speziellen mit einer stark
verminderten Konzentration des Neurotransmitters Acetylcholin (ACh).
Basierend auf der cholinergen Hypothese werden Cholinesterase (ChE)-Inhibitoren, wie
beispielsweise Galantamin, Donepezil oder Rivastigmin, als Wirkstoffe zur Behandlung der
AK eingesetzt. Galantamin sowie Donepezil hemmen selektiv die Acetylcholinesterasen
(AChE), wihrend Rivastigmin ebenfalls zur Inhibierung der Butyrylcholinesterase (BChE)
filhrt. Beide Enzyme sind fdhig ACh zu Acetat und Cholin zu hydrolysieren. Wéahrend im
gesunden menschlichen Gehirn die AChE vorherrschend fiir die Hydrolyse des ACh
verantwortlich sind, konnte die Funktion der substratunspezifischen BChE bis dafo nicht
vollstindig aufgekldrt werden. Bei den an der AK erkrankten Patienten konnte jedoch in der
GroBhirnrinde und im Hippocampus eine signifikante Abnahme der AChE-Aktivitét und eine
Zunahme der BChE-Aktivitdt, welche unter anderem auch mit der Akkumulation des Amyloid
B-Proteins und infolgedessen mit der Bildung neuritischer Plaques im frithen Stadium der AK,
assoziiert wird, nachgewiesen werden.'”! Die Verwendung dualer ChE-Inhibitoren weist
hinsichtlich einer therapeutischen Anwendung dementsprechend ein hohes Potential auf!3!152;
dies konnte bislang allerdings durch keine Studie bestitigt werden.
Bei AK-Patienten kann durch die Inhibierung der ChE das Defizit an ACh kompensiert werden,

wodurch dessen Fahigkeit zur Stimulation nikotinischer und muskarinischer ACh-Rezeptoren
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und somit die synaptische Transmission erhalten bleibt. Dies fiihrt zu einer signifikanten
Verlangsamung des kognitiven Niedergangs der AK-Patienten und somit zur entscheidenden
Verbesserung ihrer Lebensqualitit.!#®15315% Obwohl die ChE-Inhibitoren lediglich eine
symptomatische Behandlung der Krankheit ermdglichen, stellen diese Wirkstoffe bis dato noch

die primére, therapeutische Strategie zur Behandlung der AK im friihen bis mittleren Stadium

dar.!»

Des Weiteren stehen neben der cholinergen Hypothese sowohl die Amyloid-Hypothese!36-158
als auch die Tau-Protein-Hypothese!>*!% zur Erkldrung der Pathogenese der AK zur
Diskussion. Diese bieten Ansatzpunkte zur Entwicklung alternativer Therapiestrategien, jedoch
konnte fiir diese Wirkstoffe bis dato keine Zulassung erreicht werden.!#-13* Neue Erkenntnisse

zum Einfluss von Inflammasomen'®' oder von humanen Herpesviren'6? konnten beispielsweise

Ansatzpunkte fiir weitere, neuartige Behandlungs- bzw. Heilungsstrategien darstellen.

3.2.2 Derivate des Dehydroabietylamins als potentielle Cholinesterase-Inhibitoren

Eine Untersuchung von CAO et al.'®® wies erstmals auf das Potential von DA-Derivaten zur
Behandlung von Alzheimer hin; im Mittelpunkt der Untersuchung stand deren antioxidative
Aktivitit sowie deren Féhigkeit der Inhibierung der APs-Aggregation. Eine potentielle
inhibitorische Wirksamkeit von DA-Derivaten gegeniiber Cholinesterasen wurde bis dato nicht
untersucht, weshalb wir diesbeziiglich weiterfithrende biologische Evaluierungen ausgewahlter
DA-Derivate vornahmen.

Eine detaillierte Beschreibung der synthetischen Vorgehensweise sowie der Ergebnisse der
Bestimmung der ChE-Inhibierung nach ELLMAN'®* ist der Veroffentlichung ,,Novel
dehydroabietylamine derivatives as potent inhibitors of acetylcholinesterase® (Anhang,
Publikation P-7) zu entnehmen.

Der Schwerpunkt der Derivatisierung des DA lag auf der Modifikation der Aminogruppe sowie
der Funktionalisierung des C-Rings des Diterpen-Grundgeriistes. Die nachfolgende biologische
Evaluierung der Derivate ermoglicht allgemeine  Riickschliisse auf  Struktur-
Wirkungsbeziehungen.

Die inhibitorische Aktivitit der Amid-Derivate wird signifikant von Substituenten beeinflusst
(s. Abbildung 24); wihrend Alkanoyl-Substituenten zu einer unselektiven Hemmung der ChE
fiihren, zeigen Benzoyl-Substituenten eine selektive Inhibierung der AChE. Eine weitere
Steigerung der AChE-Inhibierung wird durch zusitzliche unpolare Substituenten (R'; vgl.

Abbildung 24) in para-Position des aromatischen Rings erreicht. Die ermittelten
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Inhibierungsprozente sind mit denen des verwendeten Standards Galantamin Hydrobromid

(GH) vergleichbar.
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Abbildung 24: Schematische Ubersicht des inhibitorischen Potentials ausgewihlter DA-Derivate.

\

Die inhibitorische Aktivitit wird vermutlich entscheidend von der Polaritdt des Substituenten
beeinflusst; dies kann ebenfalls fiir die DA-Amide, welche einen Isochinolin-, Chinolin- oder
Pyridin-Rest tragen, bestdtigt werden. Eine periphere Position des Stickstoffatoms im
aromatischen Rest des Substituenten fiihrt zu einer Verringerung der inhibitorischen Aktivitét,
wihrend ein Stickstoffatom in direkter Nachbarschaft zur Amid-Funktion keinen Einfluss auf
mogliche unpolare Wechselwirkungen zeigt und dementsprechend deren Aktivitit mit der der
Verbindungen P7-6 bzw. P7-13 vergleichbar ist.

Der Einfluss der C-Ring-Modifikationen wurde am Beispiel des N-Phthaloyl-
dehydroabietylamins untersucht; deren Derivate, welche an Position C-12 mit einer Acyl-, einer
Acetyl- bzw. einer Hydroxygruppe funktionalisiert sind, zeigten eine signifikante Ver-
ringerung der inhibitorischen Aktivitdt und Selektivitit. Nachfolgende, bis dato unpublizierte,
Untersuchungen, in denen der Einfluss einer ergédnzenden Derivatisierung der Aminogruppe
(C-18) evaluiert wurde, bestétigen die Abnahme der inhibitorischen Wirkung gegeniiber AChE.
Fiir einzelne Derivate (z.B. 12-Hydroxy-N-(4-nitro)benzoyldehydroabietylamin und 12-
Hydroxy-N-isonicotinoyldehydroabietylamin) konnte zudem eine signifikante Steigerung der

BChE-Inhibierung (I = 71.37% bzw. I = 88.54%) beobachtet werden.
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4 Zusammenfassung

Seit vielen Jahrzehnten dienen Naturstoffe als Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer und
effizienter Wirkstoffe; einfache chemische Derivatisierungen ihres Molekiilgeriistes
ermoglichen hiufig eine signifikante Optimierung ihrer inhdrenten biologischen Aktivitt.

Im ersten Teil dieser Arbeit lag der Fokus auf einer Derivatisierung der weitverbreiteten
Naturstoffklasse der pentazyklischen Triterpene. Ausgewihlte Vertreter des Oleanan-, des
Ursan- und des Lupan-Typs wurden iiber konventionelle, lineare Synthesewege sowie unter
Verwendung von Multikomponentenreaktionen derivatisiert und nachfolgend im
Sulforhodamin B-Assay im Hinblick auf eine potentielle Steigerung der zytotoxischen Wirkung
gegeniiber malignen Tumorzelllinien untersucht.

Durch die Synthese der Triterpen-Hydroxamate sowie -Carbamate konnten Struktureinheiten
in das Molekiilgertist eingefiihrt werden, welche in einer Vielzahl von aktiven Wirkstoffen zu
finden sind. Die beobachtete zytotoxische Aktivitdt der synthetisierten Hydroxamate ist
besonders hervorzuheben. Diese Zytotoxizitdt wird dabei signifikant von den Substituenten
beziehungsweise der Anzahl acider Wasserstoffatome des Hydroxamat-Restes beeinflusst; so
konnten fiir die Hydroxamsduren ECso-Werte im unteren mikromolaren Bereich bestimmt
werden. Weitere Modifikationen des Triterpen-Grundgertistes zeigen fiir diese Derivate keinen
signifikanten Einfluss auf deren zytotoxische Wirkung.

Des Weiteren erfolgte eine Derivatisierung pentazyklischer Triterpencarbonsiduren {iiber
Multikomponentenreaktionen. Uber diese Reaktionen, im Speziellen iiber UGI- und PASSERINI-
Reaktionen, konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Substanzbibliothek ausgewéhlter Oleanol-
und Maslinsdure-Derivate synthetisiert und erstmals auf ihre potentielle Zytotoxizitat
gegeniliber malignen Tumorzelllinien untersucht werden. Fiir einige Derivate konnte eine
signifikante Steigerung der Aktivitét der triterpenoiden Leitstrukturen und deren Selektivitét
erreicht werden. In diesem Zusammenhang konnten Riickschliisse auf mogliche Struktur-
Wirkungsbeziehungen gezogen werden. Wihrend eine Acetylierung des Triterpen-
Grundgeriistes eine signifikante Steigerung der Selektivitit zur Folge hat, scheinen
beispielsweise Ester-Funktionen in der peptidomimetischen Struktur der Verbindungen deren
Selektivitét signifikant zu senken. Dies zeigte unter anderem auch der Vergleich der UGI- und
PASSERINI-Derivate, welche somit ein verringertes pharmakologisches Potential besitzen.
Besonders hervorzuheben ist die hohe Zytotoxizitit der Maslinsdure-Derivate, welche im
Vergleich zu den Derivaten der Oleanolsidure-Derivate eine Steigerung der zytotoxischen
Wirkung um eine Zehnerpotenz aufweisen. Das aktivste Derivat der Untersuchung (P3-7b),

welches zudem den hochsten Selektivitdtsindex (SI = 73.0) zeigt, wurde in Hinsicht auf den
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Wirkungsmechanismus untersucht. Dabei konnte unter anderem die Anderung der
Zellmorphologie, welche charakteristisch fiir das Eintreten von Apoptose ist, beobachtet
werden.

Des Weiteren konnte eine Partialsynthese der Pomolsédure entwickelt werden. Diese ermdglicht
ausgehend vom Epimeren-Gemisch der Tormentill- und Euscaphsiure die erste Darstellung
dieser triterpenoiden Leitstruktur im groen Mafstab, welches den Ausgangspunkt fiir weitere
Derivatisierungen und Untersuchungen des hohen zytotoxischen Potentials bietet.

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Derivatisierung des Diterpens
Dehydroabietylamin, welches im Vergleich zu den pentazyklischen Triterpencarbonséuren ein
erhohtes inhérentes zytotoxisches Potential aufweist. Zunédchst konnte durch die systematische
Kombination einer Amidierung durch para-substituierte Benzoesduren und der Modifikation
des C-Rings die geringe Selektivitdt des Dehydroabietylamins erhoht werden. Das biologische
Screening der Verbindungen zeigte eine starke Abhdngigkeit der potentiellen zytotoxischen
Wirksamkeit von den Substituenten des Benzoesdurerestes.

AnschlieBend erfolgte, aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse der Derivatisierung der
pentazyklischen Triterpene, die Umsetzung in MCR, im Speziellen in UGI-
Vierkomponentenreaktionen. Die systematische Variation der Sdurekomponente zeigte, neben
einer signifikanten Abhdngigkeit der zytotoxischen Wirkung, einen starken Einfluss auf das
Auftreten von cis-trans Rotameren. Vor allem fiir die Rhodamin B-Konjugate konnte eine
ausgepragte Zytotoxizitit beobachtet werden; sie stellen die bis dato aktivsten Derivate des
Dehydroabietylamins dar. Der Wirkungsmechanismus dieser zytotoxischen Verbindungen
konnte bislang jedoch noch nicht vollstindig aufgeklart werden und bietet dementsprechend
einen Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen.

AbschlieBend wurden ausgewéhlte Derivate des Dehydroabietylamins erstmals hinsichtlich
einer potentiellen inhibitorischen Wirksamkeit gegeniiber Cholinesterasen untersucht. Auf der
Grundlage der Ergebnisse des Ellman Assays konnten einige Strukturwirkungsbeziehungen
abgeleitet werden. Generell fithrt die Derivatisierung der Amino-Funktion des
Dehydroabietylamins zu einer signifikanten Anderung der inhibitorischen Wirkung.
Insbesondere die Einfilhrung unpolarer Reste zeigt ein erhohtes Potential der
Acetylcholinesterase-Inhibierung; deren bestimmten Inhibierungsprozente sind mit denen des
verwendeten Standards Galantamin Hydrobromid vergleichbar. Dies verdeutlicht das
vielfdltige Potential terpenoider Naturstoffe fiir die Wirkstoffforschung.

Die Ergebnisse, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurden in Form von sechs Publikationen

und einem Manuskript verdffentlicht bzw. zusammengefasst.
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Targeting cancer cells with oleanolic and ursolic acid derived hydroxamates
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Graphical Abstract

EC5¢ = 3.3uM (518A2 tumor cells)
EC5, = 3.4 uM (A2780 tumor cells)
EC5¢ = 20.4 uM (NIH 3T3fibroblasts)

Abstract

Oleanolic and ursolic acid derived hydroxamates were easily obtained from their parent
compounds; they were screened for their cytotoxicity applying SRB assays employing several
human tumor cell lines. Low ECso values were determined for compounds in which the nitrogen
as well as the oxygen in the hydroxamic acid part still holds acidic hydrogens. Thus, ursolic
acid derived compounds having at least an OH and/or NH moiety in the hydroxamate part of
the molecule showed good cytotoxicity but they are significantly less selective for the tumor
cells than oleanolic acid derived compounds. Good results were determined for oleanolic acid
derived 7for tumor cell lines 518 A2 (melanoma, ECso = 3.3 uM), A2780 (ovarian carcinoma,
ECso=3.4 uM) and HT29 (colon adenocarcinoma, ECso = 5.6 uM) while being significantly
less cytotoxic for fibroblasts (ECso = 20.4 pM).

Keywords

Triterpenes; Oleanolic acid; Ursolic acid; Hydroxamates; SRB assay; Cancer
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interesting scaffolds for the synthesis of novel cytotoxic compounds
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Abstract

The betulinic acid-derived hydroxamates 5-18, the amides 19-24, and betulin-derived bis-
carbamates 25-28 as well as the carbamates 31-40 and 4448 were prepared and evaluated for
their antiproliferative activity in a photometric sulforhodamine B(SRB) assay against several
human cancer cell lines and nonmalignant mouse fibroblasts (NIH 3T3). While for 3-O-
acetyl hydroxamic acid 5 ECso values as low as ECso=1.3 uM were found, N,O-bis-alkyl
substituted hydroxamates showed lowered cytotoxicity (ECso = 16-20 uM). In general,
hydroxamic acid derivatives showed only reduced selectivity for tumor cells, except
for allyl substituted compound 13(ECso = 5.9 uM for A2780 human ovarian carcinoma cells
and ECso>30uM for nonmalignant mouse fibroblasts). The cytotoxicity of betulinic
acid derived amides 19—24 and of betulin derived bis-carbamates 25-28 was low, except for N-
ethyl substituted 25. Hexyl substituted 39 showed ECso=5.6 uM (518A2 cells) while for

mouse fibroblasts ECso > 30 was determined.
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An access to a library of novel triterpene derivatives with a promising
pharmacological potential by Ugi and Passerini multicomponent reactions

J. Wiemann, L. Heller, R. Csuk Eur. J. Med. Chem. 2018, 150, 176—194.
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Abstract

The promising combination of natural product leads and their derivatization by isocyanide-
based multicomponent reactions (IMCRs) has gained interest in accessing diversity-oriented
libraries with auspicious pharmacological potential. Therefore, a set of 34 Ugiand
3 Passerini products ~ was  successfully  synthesized  starting  from  naturally
occurring triterpenoids, i.e. oleanolic acid (OA) and maslinic acid (MA), followed by a
biological evaluation of the novel a-acylamino carboxamides and the a-acyloxy carboxamides
in colorimetric SRB assays to determine their cytotoxicpotential. Especially, the MA-Ugi
products 6a, 6b and 7b showed a remarkable cytotoxicity for A2780 ovarian carcinoma cells
in a low uM range. Compounds 6a and 7b induced programmed cell death in part through
the apoptosis pathway.
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A remarkably simple and convergent partial synthesis pomolic acid

J. Wiemann, A. Deckelmann, R. Csuk Tetrahedron Lett. 2016, 57, 3952-3953.
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Abstract
Mixtures of tormentic and euscaphic acid can be used to access pomolic acid using a convergent
synthetic approach. This approach constitutes at present the best and shortest route to pomolic

acid.
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Syntheses of C-Ring modified dehydroabietylamides and their cytotoxic
activity

J. Wiemann, L. Fischer, M. Rohmer, R. Csuk Eur. J. Med. Chem. 2018, 156, 861-870.
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Abstract

Due to their auspicious pharmacological efficacy as future drug candidates, natural products
have been attracting scientific interest for centuries. An interesting field of research concerns
the natural product class of terpenes. In this regard, a multitude of studies have already shown
their promising biological potential. Therefore, a set of 27 derivatives of
the diterpene dehydroabietylamine was synthesized, focusing on C-ring modifications and the
derivatization of the amino moiety at C-18. Subsequent screening of the compounds in
colorimetric sulforhodamine B-assays revealed an in vitro cytotoxicity especially towards
malignant cell line MCF7. Particularly, 12-hydroxy-N-(isonicotinoyl)dehydroabietylamine
and N-(4-methoxybenzoyl)dehydroabietylamine =~ showed  good  cytotoxic  activities
(EC50(MCF7)=4.3+0.2 uM and ECso (MCF7)=4.5+1.5 uM, respectively) and significant

selectivities (SI= 6.2 and SI = 8.8, respectively) towards malignant cell lines.
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Ugi multicomponent reactions: Syntheses of cytotoxic dehydroabietylamine
derivatives

J. Wiemann, L. Fischer, J. Kessler, D. Strohl, R. Csuk Bioorg. Chem. 2018, 81, 567-576.
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Abstract

Isocyanide-based multicomponent reactions — especially the standard four component Ugi
reaction — provide an easy and powerful access to compounds with an auspicious
pharmacological potential. Therefore, a set of 16 novel derivatives of the diterpene
dehydroabietylamine was synthesized by the Ugi-4CR. The subsequent screening of the
synthesized a-acylamino carboxamides in colorimetric sulforhodamine B assays revealed an in
vitro cytotoxicity towards several human tumor cell lines. Particularly, the rhodamine B
conjugates 14-16 showed a remarkable cytotoxic activity, characterized by ECso values in a
low three-digit nanomolar range. The screening of rhodamine B amide 17 that was obtained for
comparison by a Schotten-Baumann reaction showed that the linkage of the rhodamine B
moiety and the diterpene influences significantly its cytotoxic potency. While 14 was highly
cytotoxic and acted as a mitocan, compound 17 was not cytotoxic at all. This observation
underlines the importance of the type of coupling between the diterpene and the rhodamine part.
The presence of a rhodamine B moiety in the molecules doesn’t necessarily guarantee that the

compound is cytotoxic.
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Novel dehydroabietylamine derivatives as potent inhibitors of
acetylcholinesterase

J. Wiemann, A. Loesche, R. Csuk Bioorg. Chem. 2017, 74, 145-157.
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Abstract

Nowadays, the inhibition of acetylcholinesterase is one of the main pharmacological strategies
for the treatment of Alzheimer’s disease. Therefore, a set of thirty-four derivatives of the
diterpenoid dehydroabietylamine has been synthesized and screened in colorimetric Ellman’s
assays to determine their ability to inhibit the enzymes acetylcholinesterase (AChE, from
electric eel) and butyrylcholinesterase (BChE, from equine serum). A systematic variation of
the substitution of dehydroabietylamides enabled an approach to analogs showing a remarkable
inhibition potency for AChE. Particularly N-benzoyldehydroabietylamines 11, 12 and 13 were
excellent inhibitors for AChE, showing inhibition rates comparable to standard galantamine

hydrobromide.
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