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1. Einleitung

Pflanzen werden schon seit jeher fiir medizinische Zwecke verwendet [1-3]. Eine
wichtige Rolle spielen hierbei sogenannte sekundare Pflanzenmetabolite, von der
Pflanze hergestellte Substanzen, die nicht direkt fiir ihr Uberleben nétig sind, aber
mitunter bemerkenswerte Eigenschaften fiir ihren Schutz aufweisen. Beispielsweise
produzieren Kartoffeln verschiede Alkaloide, um sich vor Kaferfraf3 zu schiitzen und
Zitrusfriichte wehren mittels des Terpens Limonen Blattscheiderameisen ab [4]. In
Knoblauchpflanzen bildet sich antimikrobielles Allicin, wenn ihre Zellen verletzt werden
[5]. Und in den Kernen von Apfeln und Steinfriichten kommen Cyanoglykoside vor,

welche bei Beschadigung der Zelle giftige Blausaure freisetzen [6].

Unter diesen sekundaren Pflanzenstoffen sind die Triterpene eine haufig anzutreffende
Substanzklasse. Chemisch ist ihnen gemein, dass ihr Grundgeriist ein Kohlenwasserstoff
der Formel C3oHas ist, formal also aus sechs Isopreneinheiten CsHg besteht [7]. Oftmals
enthalten Triterpene weitere funktionelle Gruppen, die ihre chemischen, physikalischen
und physiologischen Eigenschaften bestimmen. Weiter werden Triterpene nach der
Anzahl der annelierten Sechs- und Filinfringe unterteilt, aus denen ihr Grundgertst
besteht. Die allermeisten Triterpene gehdren zu den Strukturen mit vier oder fiinf

Ringen. Eine Substanz der letzteren Gruppe, ein pentacyclisches Triterpen also, ist das

Betulin.
29
30 J/m
1.1  Krebs und Betulin “.19 21

Betulin (BE, (33)-Lup-20(29)-en-3,28-diol,
CAS 473-98-3, Abb. 1) ist ein sekundarer
Metabolit, der in einigen hoheren
Pflanzen vorkommt [8,9]. Die mit Abstand

ergiebigste Quelle ist die Rinde von

Birken; der getrocknete Kork der
Weitbirke Betula alba enthilt bis zu 30  Abbildung 1: Strukturformel von Betulin mit

Gew.-% Betulin [10,11]. Die weif3e, leicht iiblicher Nummerierung der Kohlenstoffatome.



zu extrahierende Substanz ist ein Triterpen des Lupantyps und enthalt als funktionelle
Gruppen eine Doppelbindung zwischen C20 und €29, sowie zwei Hydroxylgruppen, je
eine an C3 und C28.

Betulinsaure (BA, 33-Hydroxylup-20(29)-en-28-saure, CAS 472-15-1) ist die an €28 zur
Carbonsaure oxidierte Form des Betulins. Betulinsdure wird ebenfalls in vielen héheren
Pflanzen gebildet, allen voran in der Borke der Ahornblittrigen Platane Platanus
acerifolia mit 3,3 Gew.-% in der Trockenmasse [12]. Weiterhin kommen grofiere
Mengen an Betulinsdure in den Blattern von Rosmarin und Eukalyptus sowie ebenfalls
in der Rinde von Birken vor [8]. Der Stoff ldsst sich mittels wiederholter
Umbkristallisation relativ rein aus Platanenborkenextrakt gewinnen [13]. Daneben kann

Betulinsdure auch teilsynthetisch mittels Jones-Oxidation und anschlieféender partieller

0 HO OH
HO OPP
o Ao ==Y 0 = 0
Synthasen 0 Kinasen 0 OH
AcCoA Mevalonsdure MPP
DPMDC

)\/\/k/\ i )\/\

XN XN < ™ —_—

OpPP GPPS OPP PRI OPP
GPP DPP IPP

+ IPP
FPPS

Squalen

Abbildung 2: Biosynthese von Squalen. Zwischenprodukte: CoA - Coenzym A;
MPP - Mevalonsdurediphosphat, IPP - Isopentenyldiphosphat, DPP - 3,3-Dimethylallyldiphosphat,
GPP - Geranyldiphosphat, FPP - Farnesyldiphosphat. Enzyme: DPMDC - MPP-Decarboxylase,
IPPI - IPP-DPP-Isomerase, GPPS - Geranyldiphosphat-Synthase, FPPS - Farnesyldiphosphat-Synthase,
SQS - Squalensynthase, SE - Squalen-Epoxygenase.



Reduktion aus Betulin gewonnen werden [14].
Aufierdem gibt es Anstrengungen den Stoff von
genmodifizierten Mikroorganismen erzeugen zu
lassen [15,16]. Pflanzen bilden diese - meist in der
Rinde und anderen Auféenflachen vorkommenden
- Triterpene unter anderem zum Schutz gegen

Wasser und Krankheitserreger [17].

Die Bildung von Betulin, Betulinsaure und

Triterpenen allgemein erfolgt in der Pflanzenzelle

schrittweise aus kleineren Kohlenstoffeinheiten.
Den Anfang machen drei Molekiile Acetyl-CoA,
deren Acetylgruppen tber mehrere Zwischen- pyg Dammarenyl
stufen zu (R)-3,5-Dihydroxy-3-methylpentansadure
(Mevalonsaure) verkniipft werden (Abb. 2). Uber
Kinasen wird die Mevalonsdure diphosphatiert
und durch die Carboxylase DPMDC in Baccharenyl
[sopentenyldiphosphat (IPP) und schliefilich sein
Isomeres  Dimethylallyldiphosphat =~ (DMAPP)
tiberfiihrt. DMAPP wird mit jeweils einem Molekiil

[PP zunéachst zu Geranyldiphosphat (GPP), dann zu

Farnesyldiphosphat (FPP) aufgebaut, und zwei Lupenyl

FPP-Einheiten wiederum zum langkettigen

Squalen (Abb. 2) [7,18]. Squalen wird LUS

.‘\\

2,3-epoxidiert und mittels einer Oxidosqualen-

Cyclase (0SC) wird eine kationische Zyklisierungs-

kette angestofden, die, von weiteren Cyclasen
HO Lupeol

katalysiert, die Struktur des Triterpens aufbaut.

Flr Molekiile des Lupantyps endet diese Reaktion l J
Oxidasen =,

mit der Eliminierung eines Protons von €29 und

Abbildung 3: Zyklisierung von 2,3-Oxidosqualen zu Lupeol

und anschliefende Oxidation zu BE und BA.

HO R=CH,0H BE

R=COOH BA

0SC - 2,3-Oxidosqualen-Cyclase, LUS - Lupen-Synthase.
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der Bildung der 20(29)-Doppelbindung (Abb. 3) [19-21]. Das so entstandene Lupeol
wird dann durch den Einfluss von Oxidasen zunichst zu Betulin umgewandelt und
schliefllich zu Betulinsdure oxidiert [22]. Zum Transport innerhalb der Pflanze werden

die Triterpene glykosyliert [18].

Betulin, Betulinsdure und ihre Derivate zeigen, wie andere Triterpene auch,
bemerkenswerte pharmakologische Eigenschaften [10,23-27]. Unter anderem wirken
sie anti-HI-viral [28-30] und aktivititshemmend gegeniiber weiteren Virentypen [31,32],
antimalarial [33,34], entziindungshemmend [35,36], und zeigen Aktivitit gegen eine
Vielzahl von Tumoren [37-42]. Die letztere Eigenschaft, die Antitumoraktivitat, wird der

Fokus dieser Arbeit sein.

Laut Statistischem Bundesamt waren ,bdsartige Neubildungen“ mit knapp 25%
Gesamtanteil nach kardiovaskuldren Krankheiten die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland im Jahr 2015 [43]. Schatzungen zufolge sind im Jahr 2018 weltweit etwa
18 Millionen Krebsneuerkrankungen aufgetreten und gut 9,5 Millionen Tode sind der
Krankheit zuzuschreiben [44], was Krebs weltweit ebenfalls zur zweithaufigsten
Todesursache macht [45]. Der Begriff Krebs bezeichnet im Allgemeinen ein breites
Spektrum unterschiedlicher Krankheiten mit diversen Symptomen, Auftrittsorten und
Prognosen [46]. Diese Krankheiten haben auf zelluldrer Ebene allerdings eine kleine
Gruppe von Eigenschaften gemeinsam, die von Hanahan und Weinberg als ,Hallmarks of

Cancer” bezeichnet wird [47]:

1.  Aufrechterhaltung von Proliferationssignalen, etwa durch Aktivierung zelleigener
Signalpfade fiir die Herstellung von Wachstumsfaktoren [48,49], Abschaltung oder
Suppression von negativen Riickkopplungsschleifen [49, 50] oder Stimulation des

umliegenden Gewebes zur Bereitstellung von Wachstumsfaktoren [51, 52].

2. Umgehen von Wachstumssuppressoren, beispielsweise durch Inaktivierung oder
Umprogrammierung des TGF-B-Signalpfades [53,54] oder Deregulierung der
Zellkontaktinhibition [55].

3.  Widerstand gegen Zelltodmechanismen, etwa durch Stérung von Apoptose-

signalpfaden [56] oder Induzierung von Autophagie durch Stressoren, wodurch
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Tumorzellen sich in einen reversiblen, widerstandsfahigen Keimzustand
zurlckbilden [57-60]. Des Weiteren konnen nekrotische Zellen vom umliegenden
Tumorgewebe missbraucht werden, indem sie Immunzellen anlocken, die

Wachstumsfaktoren ausschiitten [61,62].

4. Unbegrenzte Teilungsfahigkeit, meist durch Anstieg der Produktion von
Telomerase und besonders ihrer Untereinheit TERT, welche einerseits das
Telomer?2 erweitert [63-65], andererseits auch Apoptose unterdriickt [66,67] und

die Proliferation unterstiitzt [68,69].

5. Angiogenese, die Neubildung von Blutgefafden, iiblicherweise durch Aktivierung
von VEGF-A [70-72], was zur Bildung vieler neuer, wenn auch unregelmafdiger und
unvollstandiger, Blutgefafde fiihrt [73-75]. Auch Entzlindungsreaktionen, die von
tumorassoziierten Immunzellen ausgehen, konnen vaskuldren Neubau foérdern

[76,77].

6. Invasion und Metastase, oftmals durch Modifikation der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT), welche Gewebezellen in eine mobile Form tiberfiihrt [78-82].
Tendenziell zeigen mesenchymale Zellen stammzellahnliche Eigenschaften,
wodurch sie sich nach der Wanderung im umgebenden Gewebe einnisten und dort
sowohl gegen die Immunabwehr des Korpers als auch gegen medizinische

Therapien resistent sind [62,78,79,83].

7. Umprogrammierung der Energieversorgung der Zelle, etwa durch Hochregulierung
der Expression des Glucosetransporters GLUT1, um den geringen Energiegewinn
durch die anaerobe Glykolyse auszugleichen [84-86], oder durch die Umstellung

auf ausgeschiedenem Lactat als Energiequelle [87-89].

aDer Begriff ,Telomer” bezeichnet eine hexamere, sich wiederholende, nicht kodierende Basensequenz
am Ende jedes DNS-Stranges, welche bei einer Zellteilung ein Stiick weit abgeschnitten wird. Ist das
Telomer vollstdndig abgebaut, kann die Zelle in einen nichtproliferativen Zustand (Seneszenz) eintreten
oder, falls die Zelle sich weiterhin teilt, kann die mit dem fortschreitenden Abbau einhergehende

Instabilitat der DNS zu Apoptose fithren [63,65].



8. Umgehen der Immunabwehr, durch Immunselektion der empfindlichen
Tumorzellen, wodurch Zellen, die Resistenzen entwickelt haben, sich effektiver

vermehren [90-92].

Jene phanotypischen Eigenschaften werden zum grofden Teil durch zwei grundlegende
Charakteristika erméglicht: Zum Einen besitzen Krebszellen ein instabiles Genom, in
welchem eine hohe Mutationsrate fiir eine schnelle Evolution des Tumors sorgt [93,94].
Insbesondere erbliche Krebserkrankungen gehen dabei auf anfiangliche Mutationen in
Genen fiir den DNS-Reparaturapparat der Zelle zuriick. [94-96]. Zum Anderen rufen
Erkrankungen wie Krebs Entziindungsreaktionen hervor [61,97]. Dabei infiltrieren
Immunzellen das geschadigte Gewebe und schiitten bioaktive Molekiile aus, unter
anderem Wachstumsfaktoren oder Proteine, welche die Zelladhadsion beeinflussen [98].
Anstatt wie Ublich die gesunden Zellen dazu anzuregen, das schadhafte Gewebe zu
ersetzen, reagieren in diesem Fall die kranken Zellen selbst auf die Faktoren und

vermehren sich umso mehr.

DNS-Instabilitat, und damit Krebs, kann durch verschiedene Faktoren verursacht
werden. Einerseits gibt es interne Ursachen, denen die Zelle durch physiologische
Prozesse innerhalb des Organismus unabwendbar ausgesetzt ist. Beispielsweise konnen
bei der DNS-Replikation Fehlkombinationen zwischen Basenpaaren stattfinden, die DNS
kann durch hydrolytische Vorgidnge, reaktive Sauerstoffspezies oder Methylierung
gespalten werden und einige Leukozyten setzten bei Entziindungen Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen frei, welche auch die DNS angreifen konnen [95]. Mehr noch als
diese internen Faktoren zeichnen Umwelteinfliisse fiir die Entstehung von Krebs
verantwortlich, etwa iibermafige Sonnenexposition, Tabakkonsum, Fehlerndhrung oder
chronische Infektionen [61,99]. Ganz allgemein konnen die meisten Krebsarten auf eine
Form von chronischer Entziindung zurtickgefiihrt werden, welche die zuvor genannten

Mechanismen in Gang setzt [61,99-101].

Die Antitumorwirkung von Betulinderivaten beruht darin, dass sie in der Krebszelle
Apoptose induzieren. Sie depolarisieren die Aufenmembran der Mitochondrien und
sorgen so dafiir, dass Cytochrom c¢ und AIF aus dem mitochondriellen
Zwischenmembranbereich ins Zytosol dringen und dort eine Caspasekaskade ausldsen,

die schliefdlich zum kontrollierten Zelltod fiihrt [41,102-105]. Zusatzlich zur
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Zytotoxizitat gegen Krebszellen kann man Betulinsdure auch einen antiangiogenen
Effekt nachweisen, welcher eine weitere Moéglichkeit er6ffnet, den Tumor zu schwachen

[106].

Betulin und Triterpene allgemein haben also erstaunliche pharmakologische
Eigenschaften. Warum werden sie dann nicht universell gegen Krebs und andere
Krankheiten eingesetzt und immer noch Medikamente wie Doxorubicin, Antikérper
oder Cis-Platin-Derivate verwendet, die teilweise schwere Nebenwirkungen haben
[107-112]? Ein grofder Nachteil der Triterpene, der verhindert, dass sie ohne Weiteres
als Medikamente eingesetzt werden konnen, ist ihre recht maf3ige Wirkung gegentiber
malignen Zellen. Wahrend beispielsweise die ICso-Werte von Betulin und Betulinsdure
gegentiiber verschiedenen Krebszelllinien typischerweise im Bereich zwischen 1 und 10
uMm liegen, wirkt das Interkalatin Doxorubicin bereits bei Konzentrationen zwischen
0.025 und 0.6 uM [113,114]. Auch die ICs0-Werte von Cisplatin liegen in vielen Fallen um
1 uM [115,116]. Fiir eine entsprechende Wirkung miisste man die Triterpene also hoher
konzentriert einsetzen. Allerdings ist die Wasserloslichkeit dieser Substanzen durch das
ausgedehnte Kohlenstoffgeriist sehr begrenzt (BE: 79 mg/L, BA: 44 mg/L [117]), was bei
einem [n-vivo-Einsatz dazu flihren kann, dass sie fiir den Koérper nutzlos oder sogar

schiadlich auskristallisieren.

Beide dieser Probleme lassen sich mittels gezielter Derivatisierung beheben - die
Verbindung mit hydrophilen funktionellen Gruppen steigert die Wasserloslichkeit und
andere Seitenketten und Modifikationen am Triterpenmolekiill beeinflussen die
zytotoxische Wirkung der Substanzen sowie ihr Kristallisationsverhalten [118-123].
Verschiedene Betulinderivate sind unterschiedlich selektiv gegeniiber verschiedenen
Tumorzelllinien [124,125], was heifdt, dass man Betulinderivate prazise fiir die jeweilige
Krebsart synthetisieren kann, um ihr Wirkpotential zu maximieren. Es lassen sich
Struktur-Wirkungs-Beziehungen ermitteln, mit denen sich flichendeckende Aussagen
zur Effektivitat bestimmter Derivattypen auf bestimmte Krebsarten oder auf Tumoren

im Allgemeinen formulieren lassen.



1.2  Carboanhydrasen und Sulfonamide

Der zweite Teil dieser Arbeit behandelt die Wirkung von Sulfonamiden auf das Enzym
a-Carboanhydrase (CA, EC 4.2.1.1). Dieses Enzym kommt in den Zellen vieler
Gewebetypen in nahezu allen Tierarten sowie in Pflanzen und einigen Einzellern vor
[126,127]. Der CA wird die Aufgabe zuteil, im Zytosol oder in der extrazelluldren
Flissigkeit gelostes Kohlendioxid zusammen mit Wasser iiber eine Kohlensiure-
Zwischenstufe in Hydrogencarbonationen und Protonen umzuwandeln - oder
umgekehrt (Abb. 4) [128]. Dabei ist die Carboanhydrase eines der schnellsten
bekannten Enzyme, mit einer Reaktionsrate von bis zu 10° s fiir die Isoform CA II [129].
Die Umwandlung der beiden Stoffe ineinander dient einerseits der Regulation des
pH-Werts innerhalb sowie aufderhalb der Zelle, andererseits ist Hydrogencarbonat fiir

die Zellapparate kontrollierter zu transportieren [130,131].
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Abbildung 4: Reaktionsschema der Umwandlung von Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat in der

Carboanhydrase [132].

Die reversible Katalyse zwischen Kohlendioxid und Hydrogencarbonat findet an einem
Zinkion im Zentrum des Enzyms statt, das iiber Stickstoffligandstellen an drei
Histidinreste gebunden ist. Eine vierte Koordinationsstelle im aktiven Zinkkomplex wird

von einem Hydroxidion besetzt, welches Ulber eine Wasserstoffbriicke zu einem



benachbarten Threoninrest stabilisiert wird (Abb. 4, oben) [133]. Die Umsetzung mit
Kohlendioxid erfolgt liber einen nukleophilen Angriff durch das Hydroxidion, welcher
das Kohlendioxid in Form von Hydrogencarbonat zundchst an das Zinkion koordiniert.
Das so gebildete Anion wird durch ein Wassermolekiil verdrangt, welches schliefilich ein
Proton abgibt, um als Hydroxidion das Enzym erneut zu aktivieren [132]. Die

entsprechende Riickreaktion findet in umgekehrter Reihenfolge statt.

In hoheren Wirbeltieren sind 16 verschiedene Isoformen der a-Carboanhydrase
bekannt [126,134], von denen drei - die carboanhydrase-verwandten Proteine (CARP)
VIII, X und XI - mangels eines Zink-Kofaktors inaktiv sind [135,136]. Die Isoformen
unterscheiden sich in ihrer grofdraumigen Struktur sowie in ihrer Position innerhalb der

Zelle - einige sind im Zytosol gelost, andere membrangebunden [137,138]. Die Isozyme

Abbildung 5: Ein Modellvorschlag des Proteinkomplexdimers der humanen CA IX. Die katalytische
Domane ist in blau wiedergegeben, mit einigen besonderen Gruppen und Seitenketten farblich abgesetzt
(griin: Arg-58, Arg-60 und Arg-130; weifd: Glykanrest). Der unmittelbare Metallkomplex ist in orange
dargestellt. Magenta, gelb und grin markieren die proteoglykanartige Doméne, einen helikalen
transmembranen Abschnitt bzw. einen intrazytosolen Abschnitt. Die Zellmembran ist in braun und rot

dargestellt; die katalytische Doméane befindet sich auf der Aufienseite. Die Abbildung ist [140] entnommen.



VA und VB kommen in Mitochondrien vor und die Variante VI wird mit dem Speichel
ausgeschieden [126,134,136]. Diese Arbeit legt ihren Fokus auf die humane,
membrangebundene [soform IX, welche sowohl ein hohe katalytische Aktivitit als auch

eine hohe Affinitat gegentliber Sulfonamiden zeigt [126,139].

CA IX unterscheidet sich - neben ihrer membranverankerten Position mit
extrazelluldarem katalytischen Zentrum - in weiteren Eigenschaften von anderen
[soformen [84,141]. Wesentlich fiir diese Arbeit ist dabei, dass Isoform IX zum grofien
Teil nur unter hypoxischen Bedingungen exprimiert sowie aktiviert wird [139,142]. Da
solide Tumoren aufgrund unzureichender Durchblutung und des schnellen
Zellstoffwechsels tendenziell wenig Sauerstoff zur Verfiigung haben, stellt sich im
malignen Geschwiir oft Hypoxie ein, was zusammen mit deren Folgen gemeinhin als
»~Warburg-Effekt* bekannt ist [84,143-146]. Durch den Sauerstoffmangel im Zytosol
sammelt sich das ansonsten bei Normoxie abgebaute Protein HIF-1a an und kann den
Zellkern erreichen [147]. Dort regt es, im Konjugat mit dem Faktor HIF-1(, die
Auslesung von verschiedenen Genen an, welche unter anderem angiogenetische
Faktoren wie VEGF, Proteine fiir Glykolyse sowie CA IX und XII kodieren
[84,142,148,149]. Mittels VEGF gebildete Blutgefdfie neigen zu Fehlbildungen und
erhohter Permeabilitit, was zusatzlich zum hohen Fliissigkeitsdruck innerhalb des
Tumorgewebes sowohl die Versorgung mit Sauerstoff erschwert, als auch verhindert,
dass Arzneistoffe aus der Blutbahn ins Gewebe vordringen kénnen [75,150]. Durch die
Uberexpression der Glucosetransporter GLUT1-3 einerseits und die Unterversorgung
mit Sauerstoff andererseits kann die Krebszelle ihren Energiebedarf nicht mehr durch
die tibliche oxidative Phosphorylierung von Glucose decken, welche bei der Umsetzung
von 1 mol Glucose zu Kohlendioxid und Wasser 36 mol ATP ergibt. Stattdessen wird die
anaerobe Glykolyse genutzt, wobei jedes Mol Glucose, das in diesem Fall zu Milchsaure
umgesetzt wird, nur 2 mol ATP erbringt [46]. Der Senkung des pH-Werts im Zytosol
durch die Fermentierung zu Milchsdure wird entgegengewirkt, indem Protonen
gemeinsam mit dem entstandenen Lactat Uber MCT4-lonenpumpen in den
extrazellularen Raum ausgeschieden werden [130]. Auch die Expression von MCT4 wird
von HIF-1 gesteuert [151]. Durch den permanenten Sauerstoffmangel werden
schliellich auch die Mitochondrien beschadigt [152,153], wodurch die Tumorzellen
unfahig zur oxidativen Phosphorylierung werden. Selbst wenn eine ausreichende

Sauerstoffzufuhr wiederhergestellt wird, scheiden die Zellen weiterhin Lactat als
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Fermentationsprodukt aus; dies ist die phanotypische Eigenschaft, die Otto Warburg an

Krebszellen beschrieben hat [146, 154-156].

Die Aufgabe der - ebenfalls liberexprimierten - Carboanhydrase IX ist es nun, einer
Ubersiduerung der extrazelluliren Fliissigkeit durch die Stoffwechselprodukte
vorzubeugen und iiberschiissige Protonen mithilfe von geléstem Hydrogencarbonat zu
neutralisieren. Durch diese Stabilisierung des pH-Werts des Tumorgewebes kdnnen die
Krebszellen trotz ihres abnormalen Stoffwechsels unter moderaten Bedingungen
tiberleben. Solche hypoxischen Tumoren sind im Allgemeinen schwer zu behandeln, da
sie zum Einen oft tief im Elterngewebe verankert sind, was eine operative Entfernung
riskant und oft unzureichend macht. Zum Anderen verhindert der Mangel an Sauerstoff,
wodurch sich keine reaktiven Sauerstoffspezies bilden konnen, sowie die Gegenwart von
HIF-1 eine effektive Radiotherapie [157-160]. Es ergibt sich ein méglicher Angriffspunkt
fiir die Krebstherapie: Man kann die Umsetzung der Protonen durch eine gezielte
Inhibierung des Enzyms unterbinden, so den pH-Wert im Gewebe senken und damit den

Tumor schwachen [143].

A Sulfonamide RSO2NR'R" zeigen in
y/ vielen Fillen eine gute inhibitorische
Wirkung gegen  Carboanhydrasen
[126,161,162]. Dabei binden sie
koordinativ an das enzymatische

Zinkzentrum und verdriangen das

Hydroxidion, weswegen das Enzym
nicht mehr in seine aktive Form

libergehen kann (Abb. 6) [163-165].

Thrl99
His96
Die Carboanhydrase verliert dadurch
ihre Fahigkeit zur Umsetzung von
Abbildung 6: Koordination eines Sulfonamids (gelb) Kohlendioxid und damit zur Regulation

an das katalytische Zinkzentrum einer Carboanhydrase. des pH-Wertes im extrazelluliren

Das Bild wurde [164] entnommen. o .
Gewebe sowie innerhalb der Zelle. Dies

fiihrt zu einer Ubersiuerung des Tumors und eroffnet bessere Moglichkeiten zur

Behandlung, beispielsweise eben mit Betulinderivaten. Es konnte gezeigt werden, dass

Betulinsdure unter hypoxischen Bedingungen gegen maligne Gliome effektiver wirkt als
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unter normaler Sauerstoffversorgung [166,167]. Des Weiteren unterdriickt Betulinsaure

die Expression von HIF-1a und VEGF in endometrialen Adenokarzinomen [168].

Als Beispiele fiir hochaffine sulfonamidbasierte Inhibitoren der CA IX seien
Acetazolamid (Ki = 25 nM), Methazolamid (K; = 27 nM), Dichlorophenamid (Ki = 50 nM)
und SLC-0111 (Ki = 45 nM) genannt [161,169], von welchen Letzteres bereits Teil einer
klinischen Phase-1-Studie war [170].
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2. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, Substanzen zu entwickeln, die Tumoren tiber zwei verschiedene
Wege angreifen: Einerseits wird die zellmembranstandige Carboanhydrase IX blockiert,
um deren pH-ausgleichende Wirkung zu unterbinden, andererseits soll ein Teil des
Stoffes in die so geschwachte Zelle eindringen und dort Apoptose auslosen. Zu diesem
Zweck werden Wirkstoffe synthetisiert, deren Molekiilstruktur sowohl eine Sulfonamid-
gruppe als auch einen Betulinrest beinhaltet, welche mit einem esterhaltigen Spacer
verbunden sind. Ein solcher kombinierter Wirkstoff soll als Prodrug mit seinem
endstandigen Sulfonamidrest dabei an das zentrale Zinkion der CA IX anbinden und das
Enzym so inhibieren. Wahrenddessen wird der Spacer durch die esterspaltende
Wirkung der CAs [171,172] oder anderer extrazellulirer Carboxylesterasen [173]
abgebaut und gibt das Betulinderivat frei (Abb. 7). Letzteres kann anschliefRend in die
Zelle dringen und dort Cytochrom c aus der Mitochondrienmembran freisetzten, was
schliefllich den programmierten Zelltod in Gang setzt. Hierbei ist der niedrige pH-Wert
im Tumorgewebe von Nutzen, da er die zytotoxische Wirkung von Betulinderivaten

erhoht [174,175]. Vergleichsstudien mit den Einzelkomponenten - einem Betulinderivat

1. Blockierung der CA
2. Esterspaltung durch das Sulfonamid

- CA IX

i i
S—NH
H o}

o
1 |

0 =

| -

D

=

)

=

3. Abspaltung des =

Betulinderivats ﬁ
-

4. Diffusion in die Zelle \

Abbildung 7: Schema der erwarteten Wirkung eines Betulinsulfamats auf eine Tumorzelle mit

exprimierter CA IX am Beispiel von Substanz 30.
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und einem Sulfonamid - sollen Klarheit tiber die Effektivitat solch eines kombinierten

Molekiils bringen.

Die synthetisierten Molekiile werden mittels SRB-Assay auf ihren zytotoxischen Effekt
gegen verschieden Tumorzelllinien untersucht. Kooperationspartner fithren weitere
Tests mit ausgewahlten Substanzen durch, wie die Untersuchung der Zytotoxizitat unter

hypoxischen Bedingungen oder Tests zur Strahlensensitivierung.

In dieser Dissertation wird zundchst den Verlauf der Synthesen der verschiedenen
Substanzen beschrieben und einige Ergebnisse der chemischen Analysen erlautert. Es
schliefdt sich eine Diskussion iliber Inhibierungsversuche an Carboanhydrasen und
Zytotoxizitatstests an Krebszellen an, bevor die Ergebnisse zusammengefasst und
Struktur-Wirkungs-Korrelationen umrissen werden. Zum Schluss folgt ein Teil mit

detaillierten Methoden zu den durchgefiihrten Synthesen.

14



3. Chemische Synthesen und Analysen

3.1 Sulfamate

Zunachst wurden einige Sulfamate der Form ROSO:NH: synthetisiert, wobei R einen
Betulinderivatrest reprasentiert. Die Synthese selbst ist simpel - der entsprechende
Alkohol wird mit Sulfamylchlorid CISO;NH: in Dimethylacetamid (DMA) umgesetzt
[176,177]. Das hydrolyseempfindliche und korrosive Sulfamylchlorid selbst wird durch
die Reaktion von Chlorsulfurylisocyanat CISO;NCO mit Ameisensdure gewonnen

(Abb. 8) [178].

0
0 4 0
CI—!—NQ‘C\\O oo CI—!—N'H//_\\/H oo u—E—NHz
ﬂ \H—‘)kOH u > © <|3|

Abbildung 8: Abbau von Chlorsulfurylisocyanat zu Sulfamylchlorid [179].

Bei der Umsetzung von Betulinderivaten zu den entsprechenden Sulfamaten wird DMA
gegeniiber dem bei diesem Reaktionstypen sonst liblichen DMF bevorzugt, um die
Bildung von Losungsmitteladdukten zu verhindern [180]. Mit dieser Methode wurden
die einfach substituierten Sulfamate 5, 7, 10 und 11, die gemischtsubstituierten
Carbamat-Sulfamate 8 und 9, das Disulfamat 6 sowie die betulinfreien Vergleichs-
substanzen 12 und 13 erhalten (Abb. 9-13). Die letzten drei Substanzen sind bereits aus
der Literatur bekannt und auf ihre enzyminhibierenden Fahigkeiten untersucht, wobei

sie durchweg gute Werte zeigen [176,181].

+

HO

2
s

Abbildung 9: Syntheseschema fiir die Betulinsulfamate 5 und 6. a: 1. CISO,NHz, DMA; 2. H,O0.
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Die Herstellung von 5 und 6 erfolgt durch die Umsetzung von Betulin mit den jeweiligen
stochiometrischen Mengen an Sulfamylchlorid. Uber Sdulenchromatografie lisst sich das
dabei entstehende Gemisch in drei Phasen trennen: Das Disulfamat 6, das Monosulfamat
5, und nicht umgesetztes Betulin. Hierbei stellt 5 ebenfalls ein Gemisch dar, bestehend
aus 28-0-Sulfamylbetulin und dem hier nicht gezeigten 3-0-Sulfamylbetulin, welches bei
der Reaktion in geringerer Menge anfallt (NMR-Messungen zufolge etwa 15% der
Gesamtmenge an Monosulfamat). 5 und 6 sind blassgelbe Feststoffe, wobei 5 als

kristallines Pulver anfdllt und 6 interessanterweise einen amorphen Schaum bildet.

Bei der chemischen Analyse der Sulfamate 5 und 6 kann man im NMR-Spektrum sehr
gut die Substitution der funktionellen Gruppen erkennen und sie sogar nach den beiden
Substitutionsstellen im Betulin unterscheiden, was bei der Analyse von komplexeren

Verbindungen hilft (Tab. 1).

Tabelle 1: Ausgewidhlte NMR-Daten von Betulin, 5 und 6, welche die Anderung der chemischen
Verschiebung abhdngig vom Substituenten zeigen. Verschiebungen sind als §-Wert in ppm angegeben.

* Das entsprechende 'H-Signal wird vom HDO-Signal iiberlagert.

BE 5 6 Zuordnung

4.23 (-OH) *(-OH) 7.31 (-OSO2NHz) H im 3-Substituenten
4.19 (-OH) 7.39 (-0SO2NHz2) 7.40 (-OSO2NH2) H im 28-Substituenten
2.95 2.96 3.97 H3

3.50; 3.06 4.11; 3.74 4.11; 3.74 H28

77.2 77.2 88.1 C3

58.4 67.8 67.8 C28

Es ist zu erkennen, dass sowohl das jeweilige Kohlenstoffatom, an dem die Substitution
stattfindet, sowie die daran gebundenen Wasserstoffatome bei der Veresterung zum
Sulfonamid deutliche Tieffeldverschiebungen erfahren. H3 wird dabei um etwa 1.0 ppm,
die H28-Atome jeweils um etwa 1.6 bis 1.7 ppm verschoben. Gleichwohl erfahren die
Kohlenstoffatome €3 und €28 Verschiebungen um 10.9 ppm bzw. 9.4 ppm bei der

Reaktion.

16




Dieselbe Synthese kann auch ausgehend von der Betulinsdure durchgefiihrt werden,

was das Monosulfamat 7 ergibt (Abb. 10).

BA

Abbildung 10: Syntheseschema fiir das Betulinsduresulfamat 7. a: 1. CISO,NH,, DMA; 2. H;0.

Tabelle 2: Einige NMR-Daten von Betulinsdure und ihrem

Sulfamat 7. Verschiebungen sind als §-Wert in ppm angegeben.

BA 7 Zuordnung

4.24 (-OH) | 7.30 (-OSO2NH2) | H im Substituenten
2.94 3.97 H3

77.2 88.1 C3

Bei der Umsetzung von Betulinsdure zu 7 werden, wie schon zuvor, die Resonanzen des
Kohlenstoffatoms €3 sowie des daran gekniipften H3 durch den Elektronenreichtum in

der Sulfamatgruppe stark ins tiefe Feld verschoben (Tab. 2).

8

Abbildung 11: Syntheseschema fiir die Betulincarbamat-Sulfamate 8 und 9. a: 1. EtNCO, CHCl3; 2. H20;
3: CISO;NH;, DMA; 4. H,0.
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Die Carbamat-Sulfamate 8 und 9 werden synthetisiert, indem Betulin zundchst mit
Ethylisocyanat umgesetzt wird und das entstehende Produktgemisch aus
Monocarbamaten - welches sich chromatografisch nur schwer trennen lasst - wieder
mit Sulfamylchlorid zur Reaktion gebracht wird (Abb. 11). Ethylcarbamat wurde hier als
Zweitsubstituent gewahlt, da aus der Literatur bekannt ist, dass diese Gruppen die

zytotoxische Wirkung von Betulin erh6hen [182].

Tabelle 3: 1H-NMR-Verschiebungen in den Substituenten der Verbindungen 8 und 9 im Vergleich mit
dem Disulfamat 6 und Bis(ethylcarbamyl)betulin BECB. Verschiebungen sind als §-Wert in ppm

angegeben.
Substituent und | H3 H28
Aufspaltung
7.31(6 7.40 (6
-SO2NH: (s) (6) (6)
7.30 (8) 7.38 (9)
6.88 (BECB) | 7.00 (BECB)
-CONHEL (t)
6.88 (9) 6.98 (8)

Die beiden Isomere lassen sich im 'H-NMR-Spektrum anhand der Verschiebungen der
Aminogruppen in ihren jeweiligen Substituenten unterscheiden, was wegen der
ahnlichen Polaritait der Molekile und dem damit unklaren Unterschied der
Retentionszeiten in der Chromatografie von Nutzen ist (Tab. 3). Dabei unterscheiden
sich die Verschiebungen der NH-Gruppe des Ethylcarbamatrests um 0.10 ppm je nach
Substitutionsstelle. Die Verschiebungen der NH2-Gruppe im Sulfamatrest zeigen eine

Differenz von 0.08 ppm, wie auch schon so dhnlich im Disulfamat 6.

Alle weiteren Verbindungen, die von Betulin ausgehen, wurden der Handhabbarkeit
halber nur an jeweils einer der Angriffsstellen substituiert - entweder an €3 oder an C28.
Die jeweils andere Seite wurde durch Veresterung zum Acetat chemisch geschiitzt.
Somit sind die Betulinmonoacetate 1 und 3 die Ausgangsstoffe fiir die Synthese der
Verbindungen 10, 11 und 14-34. Die Betulinacetate 1 und 2 werden hergestellt, indem
Betulin mit Essigsaureanhydrid unter Eiskiihlung in Dichlormethan umgesetzt wird. Das
Diacetat 2 kann dabei mithilfe von Calciumhydrid in einer Methanol-THF-Suspension
wieder selektiv zu 3 verseift werden [183]. Die Monoacetate werden nun, wie gehabt,

mit Sulfamylchlorid zu 10 und 11 umgesetzt (Abb. 12).
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Abbildung 12: Syntheseschema fiir die Betulinacetate 1-3 und die daraus hergestellten Sulfamate 10 und
11. a: 1. Ac20, DCM, DMAP, Et;N, 0 °C; 2. NazCOs, H20. b: 1. CaH, MeOH, THF; 2. H;0. c: 1. CISO;NH;, DMA;
2. Hz0.

Wahrend die Acetylbetuline 1-3 bevorzugt Kristalle bilden, fallen deren Sulfamate 10
und 11 als amorphe Schaume an. Dies mag zum Einen am Unvermégen dieser doppelt
substituierten Betulinderivate liegen, Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden. Zum
Anderen konnen die relativ groflen, tetraedrischen Sulfamatgruppen (S-0: 1.70 A;
S=0: 1.44 A; S-N: 1.77 A [184,185]) verhindern, dass sich die Molekiile bequem in

Schichten anordnen kénnen, wie sie es beispielsweise im Kristall von 2 tun [186].

Zum Vergleich mit den Literaturangaben zur CA-inhibierenden Wirkung wurden auch
die Sulfamate von 1,8-Octandiol (12) und von 1-Octanol (13) synthetisiert (Abb. 13)
[176,181]. Auch bei diesen Verbindungen kann dieselbe Methode der Umsetzung des
Alkohols mit Sulfamylchlorid in DMA verwendet werden.
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Abbildung 13: Syntheseschema fiir die Octylsulfamate 12 und 13. a: 1. CISO;NH;, DMA; 2. H»0.

Ausgehend von den guten Ki-Werten, die die langkettigen Verbindungen 12 und 13 in
der Literatur zeigen, sollten in Anlehnung an deren Strukturen weitere Betulin-
verbindungen mit Spacergruppen zwischen dem Triterpen und der Sulfamatgruppe
synthetisiert werden. Ein leicht zugdnglicher solcher Spacer ist Bernsteinsdure, womit
das Betulin zunachst zum Hemisuccinat erweitert wird [187-189]. Dazu wird
Bernsteinsdureanhydrid zusammen mit dem Acetylbetulin in Pyridin unter Rickfluss

gekocht [190,191]. Da die Reaktion zum Sulfamat das Vorhandensein einer Hydroxyl-

Abbildung 14: Syntheseschema fiir das Betulinhemisuccinat 14 und die daraus hergestellten
Amidalkohole 22 und 24. a: 1. Bernsteinsdureanhydrid, DMAP, Pyridin, Riickfluss; 2. H,0. b: 1. HOBt,
DMF; 2. HATU; 3. HOCH,CH2NHz; 4. H:0. c: 1. HOBt, DMF; 2. HATU; 3. HOCH,CH.NHCH,CH;NH3; 4. H;0.
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gruppe erfordert, wurde eine zweistufige Reaktion gewahlt, in der das Hemisuccinat mit
Aminoethanol zum entsprechenden Hydroxyethylamid umgesetzt wird. Die beiden Teile
dieses Spacers - Succinat und Aminoalkohol - lief3en sich dann beliebig durch Homologe
und andere geeignete Molekiile austauschen, um eine Vielzahl von Strukturen
systematisch zu entwickeln. Zunichst wurden fiir diesen Zweck die Hemisuccinate 14
und 18 und, von diesen ausgehend, die erweiterten Alkohole 22 und 23 (mit
Aminoethanol) sowie 24 und 25 (mit Aminoethylaminoethanol) synthetisiert
(Abb. 14, 16). Die zwei letztgenannten Verbindungen zeigen dabei allerdings nicht den
erwarteten linearen Molekiilaufbau. Stattdessen kniipfte sich bei diesen Substanzen
jeweils ein weiteres Hemisuccinat an das zentrale, sekundadre Stickstoffatom des
Aminoalkohols. Nichtsdestoweniger sind beide Substanzen immer noch dafiir geeignet,
eine Sulfamatgruppe zu binden, besonders im Anbetracht dessen, dass die ansonsten
freie sekundare Aminogruppe ebenfalls Sulfonsduren zu binden vermag. In diesem Fall
wiirde ein Diaminosulfon RR'NSO:NH: statt eines Sulfamats entstehen. Eine solche
Reaktion ware dem Zweck dieser Arbeit allerdings nicht abtraglich, denn solche
Diaminosulfone zeigen ebenfalls eine inhibierende Wirkung gegeniiber Carbo-

anhydrasen [192-194].

Als Kopplungsreagenz wurde die aus der Peptidsynthese bekannte Kombination aus
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) und dem Aminiumsalz HATU verwendet [195-197].

Diese ist mit teilweise Uber 90% Ausbeute sehr effizient sowie selektiv gegentiber der
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Abbildung 15: Mechanismus der HOBt/HATU-Kopplung [196, 198].
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% 25

Abbildung 16: Syntheseschema fiir das Betulinhemisuccinat 15 und die daraus hergestellten
Amidalkohole 23 und 25. a: 1. Bernsteinsdureanhydrid, DMAP, Pyridin, Riickfluss; 2. H,0. b: 1. HOBt,
DMF; 2. HATU; 3. HOCH2CH2NHz; 4. H:0. c: 1. HOBt, DMF; 2. HATU; 3. HOCH,CH.NHCH,CH;NH3; 4. H;0.

Bildung des Amids statt des Esters. Eine solche Veresterung ware bei einer Umsetzung
der Carbonsduren 14 und 15 mit einem Aminoalkohol theoretisch ebenfalls mdéglich,

wird aber nicht beobachtet.

Beim Versuch, die Substanzen 22-25 zu Sulfamaten umzusetzen, stellte sich allerdings
heraus, dass die Produkte in Losung sehr bereitwillig wieder zerfallen: Die nach der
Aufreinigung gewonnene Substanz hat bei einer nachfolgenden Diinnschicht-
chromatografie eine deutliche Riickreaktion zum Alkohol gezeigt und in NMR-Spektren
waren keine Spuren des Produkts mehr zu erkennen. Friihere Publikationen weisen
darauf hin, dass bei Arylsulfamaten in bestimmten Losungen ein spontaner Zerfall
auftritt [199,200]. Das Arylsulfamat eliminiert dabei Sulfimin HN=SO;, was den
Arylalkohol zuriicklasst. Denkbar ist, dass diese Reaktion auch in Gegenwart anderer
destabilisierender Gruppen stattfindet, auch wenn zwischen den Ester- und
Amidgruppen in 22-25, die dafiir in Frage kdmen, sich in der Theorie keine als
besonders katalytisch wirksam anbietet. Reine Alkylsulfamate wie 12 und 13 sind

hingegen ungleich stabiler als Arylsulfamate [201]. In jedem Fall taugen diese
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kurzlebigen Sulfamate nicht fiir eine biologische Anwendung. Somit kann gezeigt
werden, dass die C-O-S-Briicke in gewissen Umgebungen instabil ist, also bestanden die

nachsten Versuche darin, eine haltbarere C-S-Bindung zu verwenden.

3.2 Sulfonamide durch Taurinamid

Anstatt die Sulfonamidgruppe iiber zwei Stufen mittels Aminoethanol und
Sulfamylchlorid an das Hemisuccinat zu kniipfen, wurde nun Taurinamid
H>NCH2CH2SO2NH; (TA) verwendet, welches sowohl eine Sulfonamidgruppe als auch
eine freie Amingruppe enthdlt. Mithilfe des Taurinamids konnte eine Vielzahl von
weitaus stabileren Verbindungen hergestellt werden: Zundchst die Succinate 26 und 30,
dann auch die homologen Glutarate 27 und 31 aus den jeweiligen Hemiglutaraten 15
und 19. Der Einfluss von kurzen Seitenketten wirkt sich ebenfalls interessant auf die
pharmakologischen Eigenschaften aus [29,190,202], im Falle des als Bevirimat
bekannten 3,3-Dimethylhemisuccinats der Betulinsdure sogar so sehr, dass es in den
USA in einer klinischen Phase-2-Studie als HIV-Maturations-Inhibitor getestet wurde
[203-206]. In Anlehnung an die Struktur von Bevirimat wurden im Rahmen dieser
Arbeit ebenfalls 2- und 3-Methylhemisuccinate 16, 17, 20 und 21 sowie die
dazugehorigen Sulfonamide 28, 29, 32 und 33 synthetisiert (Abb. 17). Die Kopplung des
Taurinamids an die Carbonsdurefunktion gelingt ebenfalls mit den zuvor erwdhnten

Aktivierungsreagenzien HOBt und HATU.

Wie auch schon die meisten der zuvor genannten Produkte fallen die Substanzen 14-21
und 26-33 als amorphe Feststoffe an, die Schaume bilden, wenn das Loésungsmittel

unter vermindertem Druck abgesaugt wird.

Verschiebungen im NMR-Spektrum durch die Reaktionen sind in Tabelle 4 am Beispiel
der Bernsteinsdurederivate 14 und 26 gezeigt. Bei der Veresterung von 1 zu 14 wird H3
stark ins tiefe Feld verschoben, aber die mittleren Wasserstoffatome der Bernsteinsiure
erfahren nur eine leichte Verschiebung zu hoheren Frequenzen. Zwischen diesen findet
trotz der nur einseitigen Reaktion auch kaum eine Aufspaltung statt, die allerdings bei
der nachfolgenden Amidbildung an C4’ durch die nun zu héherem Feld verschobenen
H3'-Atome deutlicher hervortritt. Im Vergleich mit dem ungebundenen Taurinamid sind

die H5-Atome in 26 nach der Bindungskniipfung ebenfalls maf3ig ins tiefe Feld
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Abbildung 17: Syntheseschema fiir die Hemisuccinate und Hemiglutarate 14-21 und die daraus
hergestellten Sulfonamide 26-33. a: RCO; (Sdureanhydrid), DMAP, Pyridin, Riickfluss; 2. H,0. b: 1. HOB,
DMF; 2. HATU; 3. HzNSOzCHzCHzNHz; 4, HzO.
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Tabelle 4: Ausgewdhlte 'H- und 13C-NMR-

0 H ﬁ Verschiebungen des Hemisuccinats 14 und

Il e N 3L T 3 . .
HN—S” Y57 g "N N7 des daraus hergestellten Sulfonamids 26 im

Il Il

0 o Vergleich mit ihren Ausgangsstoffen. Es sind

Verschiebungen als 6-Wert in ppm sowie die Signalaufspaltungen im H-Spektrum angegeben.

1 BSS 14 TA 26 Zuordnung
2.95 (m) 4.36 (dd) 4.34 (dd) H3

2.39 (s) 2.47 (m) 2.46 (m) H2'

2.39 (s) 2.47 (m) 2.33 (1) H3'

8.00 (t) NH
2.88 (1) 337(m) | H5'
3.03 (1) 3.05 (1) H6'

77.2 80.4 80.3 C3
174.0 172.0 172.2 C1'

29.2 29.2 29.8 Cc2'

29.2 29.6 30.4 C3'

174.0 173.8 171.4 C4'

58.1 54.1 C5'

37.2 34.5 C6'

verschoben. Im 13C-Spektrum kann man gut die jeweiligen Frequenzidnderungen bei
Ester- bzw. Amidbildung verfolgen. Wahrend bei der Veresterung das Carbonsaure-
kohlenstoffatom C1' um 2.0 ppm ins hohe und das hydroxylgebundene €3 um 3.2 ppm
ins tiefe Feld verschoben werden, zeigt sich bei der Amidbildung sowohl bei €4'als auch
seinem amingebundenen Reaktionspartner €5’ eine Hochfeldverschiebung, um 2.4 bzw.
4.0 ppm. Auch im 13C-NMR kann man mit dem Verlauf der Reaktionen eine zunehmende

Aufspaltung der mittleren Kohlenstoffatome C2'und €3’ der Disdure erkennen.

Acetylbetulinsdure 4 lasst sich ebenfalls mit Taurinamid umsetzen, wobei das Derivat
34 entsteht (Abb. 18). Die Wirkung des sterisch eher anspruchsvollen HOBt/HATU-
Komplexes reicht durch den Platzmangel an der Carbonsdauregruppe dabei nicht mehr

aus. Da 4 allerdings problemlos in sein Saurechlorid tiberfiihrt werden kann, wurde hier
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dieser Umsetzungsweg verwendet [207,208]. 4 selbst wird synthetisiert, indem

Betulinsdaure zusammen mit Essigsdureanhydrid in Pyridin erhitzt wird [209].

Abbildung 18: Syntheseschema fiir Acetylbetulinsdure 4 und das daraus hergestellte Sulfonamid 34.
a: 1. Acz0, Pyridin, 100 °C; 2. H20. b: 1. SOCIz, DCM; 2. TA, NEt3, DCM, DMF; 3. H0.

Tabelle 5: Ausgewdhlte 1H- und 13C-NMR-Verschiebungen des Betulinsdurederivats 34 im Vergleich mit
den Ausgangsstoffen 4 und TA. Es sind Verschiebungen als §-Wert in ppm sowie Signalaufspaltungen im

1H-Spektrum angegeben.

4 TA 34 Zuordnung
6.86 (t) NH
2.88 (1) 3.39(m) | HY
3.03 (v) 3.06 (m) | H2
55.9 55.3 C17
177.7 176.3 C28
58.1 54.2 Cr
37.2 34.5 C2’

Interessant bei der Betrachtung des NMR-Spektrums von 34 (Tab. 5) ist die Umsetzung
einer Carboxylgruppe, die direkt an das Triterpengeriist gebunden ist, zu einem Amid.
Wahrend die Amidierung zuvor an einer primaren Carbonsduregruppe stattfand (siehe
Tab. 4), ist das benachbarte C-Atom hier von drei weiteren C-Atomen umgeben,
wodurch sich die Verschiebung der Kernspins dndert. Bei der Reaktion zu 34 werden
C28 und C17 um 1.4 ppm bzw. 0.6 ppm zu héherem Feld verschoben. Im Gegensatz dazu
fallt die Anderung bei der Reaktion zu 26 aus den Ausgangsstoffen extremer aus: Das
Carboxylkohlenstoffatom wird dabei um 2.4 ppm zu hohem Feld verschoben und das

benachbarte C3'sogar ins tiefe Feld, um 0.8 ppm.
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Schliefdlich wurde 35 hergestellt, das nur eine Seitenkette bestehend aus Bernsteinsaure
und Taurinamid darstellt und kein Triterpenderivat ist (Abb. 19). Dabei werden
aquimolare Mengen Bernsteinsdureanhydrid und Taurinamid in Aceton umgesetzt [210],
wodurch 35 als weif3es, kristallines Pulver entsteht, welches sich gut in Wasser, Aceton
und Acetonitril 16sen lasst. Die enzyminhibierenden und zytotoxischen Eigenschaften

von 35 lassen sich dann mit denen der betulinhaltigen Verbindungen vergleichen.

O
I a

Il
o HZN/\/ﬁ NH, — = HO N/\/ISI NH,
o) H o]
0 35
o]

Abbildung 19: Syntheseschema fiir das Sulfonamid 35. a: Aceton, DMF, 0 °C.

Tabelle 6: Ausgewahlte 'H- und 13C-NMR-Verschiebungen des Bernsteinsidurederivats 35 im Vergleich
mit den Ausgangsstoffen Bernsteinsdure und TA. Es sind Verschiebungen als §-Wert in ppm sowie

Signalaufspaltungen im 1H-Spektrum angegeben.

BSS TA 35 Zuordnung
2.39 (s) 2.40 (t) H2
2.39 (s) 2.28 (1) H3

2.88 (1) 339(m) |H5
3.03 (1) 3.06 (1) H6

29.2 30.5 C3
174.0 171.7 C4
58.1 54.1 C5
37.2 34.5 Cé

Im NMR-Spektrum von 35 (Tab. 6) lasst sich verfolgen, wie die zuvor magnetisch
dquivalenten Atome CZ und C3 der Bernsteinsdaure durch die Reaktion aufgespaltet
werden. Wahrend €2 und HZ2, die dem Reaktionszentrum ferner liegen, kaum
Verschiebungen erfahren, zeichnet sich die Umsetzung deutlicher an €3 und H3 ab. C3
wird um 1.3 ppm zu hoheren Frequenzen verschoben und H3 um 0.11 ppm zu
niedrigeren. Wie schon bei den Reaktionen zuvor werden die H-Atome des Taurinamids

bei der Amidierung ins tiefe Feld verschoben, die C-Atome leicht ins hohere Feld.
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4. Untersuchung der Enzymaktivitat

Im Rahmen dieser Promotion war geplant, zusatzlich zur chemischen und
zellproliferativen Charakterisierung der Stoffe auch eine Untersuchung zur Inhibierung
von CA IX durchzufiihren. Wahrend der Promotionszeit konnte die Methode zum
Grof3teil etabliert werden, jedoch wurden tatsiachliche Messungen der Einzelsubstanzen
nicht mehr durchgefiihrt. Daher soll an dieser Stelle eine theoretische Betrachtung der

Enzyminhibierung und deren Durchfiihrung erfolgen.
4.1 Grundlagen

Der grofle Teil der chemischen Enzyminhibitoren sind sogenannte kompetitive
Inhibitoren, welche denselben Bindungsplatz im Enzym besetzen wie das Substrat. Auch
die Sulfamate gehoren zu dieser Gruppe [140,164], die der folgenden allgemeinen

Reaktionsgleichung folgt:

k4 kl kz k3
ElI+S =———— E+S+] ~<—— ES+] =<—= EP+] =<——— E+P+1
k_4_ '1 k-z k_3

Hierbei bezeichnet E das Enzym, S das Substrat, P das Reaktionsprodukt und I den
Inhibitoren. Betrachtet man nur den Beginn der Umsetzung, so ist [P] vernachlassigbar
klein, sodass die Riickreaktion k.3 ihre Bedeutung verliert. Da der Ausstofd des Produkts
(k3) ebenfalls schneller geschieht als die Riickreaktion zum Substrat (k.2), kann man die

folgende vereinfachte Gleichung fiir die kompetitive Inhibierung erzeugen:

ky ky k,
El+S =——— E+S+] =——— ES+] —> EP+1
k_4_ -1

Aus diesem Reaktionsgleichgewicht lasst sich unter der Annahme [S] >> [E] und damit
d[ES]/dt = 0 (Steady-State-Zustand) die folgende modifizierte Michaelis-Menten-
Gleichung aufstellen [211,212]:

Vi LS .
SN Ll , mit v

K, -i+[S],

[
:kz'[E]Oa Km: - , i:1+M
k, k.,
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Vmax ist dabei die Grenzgeschwindigkeit bei Substratsattigung ([S] >> Kw), Kn ist die
Michaeliskonstante, bei der v = vmax/2 gilt, und i ist der Inhibierungsfaktor, der
ausdriickt, wie stark die Reaktionsgeschwindigkeit durch den Einfluss des Inhibitors

sinkt.

v
Ymaxy —-———————{—{(—{(—{( - - - - - - - - —— — — — — — — — — — — — — — ————— — — =
ohne Inhibitor
mit Inhibitor
Vmax |
2 |
|
|
|
|
|
|
|
|
I T \I T T T
Km Km i [S]

Abbildung 20: Beispiel eines Michaelis-Menten-Plots. v - Reaktionsgeschwindigkeit, [S] - Substrat-

konzentration, vmax - Grenzgeschwindigkeit, K, - Michaeliskonstante, i - Inhibierungsfaktor

Die inhibitorspezifische Konstante K; = k4/ks kann nun durch eine weitere lineare
Regression ermittelt werden, indem die zuvor bestimmten Inhibierungsfaktoren i gegen
die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen [I] aufgetragen werden:

K, -i
— l:%H
K

m i

Bildet man das Reziprok der Michaelis-Menten-Gleichung,

K, i 1

m

+
vmax ’ [S]O v

1
v max
erhdlt man eine Linearisierungsform fiir die Auftragung von vl gegen [S]o! fiir
verschiedene Inhibitorkonzentrationen (Lineweaver-Burk-Plot, Abb. 21). In dieser
Auftragungsform zeichnen sich kompetitive Inhibitoren dadurch aus, dass sich die
Graphen in v-1(0) = vmax'! schneiden. Die Nullstellen der Graphen ergeben die inhibierten

Michaeliskonstanten Ky, i.
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Abbildung 21: Beispiel eines Lineweaver-Burk-Plots fiir einen kompetitiven Inhibitoren bei

verschiedenen Inhibitorkonzentrationen.

Die inhibitorspezifische Konstante K; = k4/ks kann nun durch eine weitere lineare
Regression ermittelt werden, indem die zuvor bestimmten Inhibierungsfaktoren i gegen
die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen [I] aufgetragen werden:
K, i [I
=_m _ & +1
K

4.2 Methode

Neben der Hydratisierung von Kohlendioxid haben CAs die Eigenschaft, Ester zu
hydrolysieren, was sich fiir eine Messung der Enzymaktivitdt anbietet [172,213]. Im
Rahmen dieser Arbeit wird die enzymatische Umsetzung von 4-Nitrophenylacetat (NPA)
zu 4-Nitrophenol (NP) als Messgrundlage genutzt [172,214]. Der Ausgangsstoff ist
einfacher zu handhaben als CO2, was ansonsten fiir diese Messung bendétigt wiirde, und
das Produkt zeichnet sich in deprotonierter Form (pKs = 7.15 [215]) durch eine optisch

messbare Gelbfarbung mit einer maximalen Absorption nahe 400 nm aus [216].

Zur Ermittlung des Ki-Wertes der Reaktion wird zunidchst eine Losung von CA IX in PBS
hergestellt und anschlieffend mit verschieden konzentrierten Losungen des

entsprechenden Inhibitors in Acetonitril versetzt. Nach einer Inkubationszeit von
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3 Minuten werden verschiedene Konzentrationen von NPA, ebenfalls in Acetonitril, mit
den LoOsungen vermischt. AnschlieRend wird in einem Spektrometer die
Absorptionsdanderung von Licht bei 405 nm Wellenldnge alle 2 Sekunden fiir insgesamt
3 Minuten gemessen. Zusatzlich zu den Messungen mit Inhibitor und Enzym wird eine
Vergleichsreihe ohne Inhibitor zur Ermittlung des maximalen Umsatzes, und eine Reihe
ohne Inhibitor und Enzym zur Messung des hydrolytischen Umsatzes von NPA
aufgenommen. Aus den Anstiegen der resultierenden Messkurven ergeben sich die
Reaktionsgeschwindigkeiten fiir den jeweiligen Inhibitor, seine Konzentration und die

Konzentration des Substrats NPA.
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5. Zytotoxizitat

Die Substanzen 5-35 wurden mittels SRB-Assay \1 K
auf ihre zytotoxischen Eigenschaften hin unter- :
sucht. Das namensgebende Sulforhodamin B
(Abb. 22) ist ein intensiv rosa farbender Stoff, der
in leicht saurem Milieu an basische

Aminosaurereste in den Proteinen TCA-fixierter

Zellen bindet. Wird das so angefarbte 0=S|—0H
Zellmaterial anschliefiend in Tris-Puffer gelost,
lasst sich iber eine optische Dichtebestimmung Abbildung 22: Strukturformel von
auf die Uberlebensrate der Zellpopulation Sulforhodamin B.

schliefRen [217]. Dazu wird von jeder Zelllinie

eine Reihe von Kolonien in den Vertiefungen einer 96-Well-Platte angezogen und
anschliefend mit Nahrlosung behandelt, welche verschiedene Konzentrationen des
jeweiligen Wirkstoffs enthdlt. Nach einer Einwirkzeit von 96 Stunden werden die
iiberlebenden Zellen fixiert und angefirbt. Die Uberlebensrate jeder Zellpopulation wird

festgestellt und der ICso-Wert, das heifdt, die Wirkstoffkonzentration, bei der die Halfte

der Population tberlebt, wird ermittelt.

Drei Gruppen von Wissenschaftlern haben jeweils eine Auswahl der Substanzen auf ihre
Wirkung auf einige humane Krebszelllinien getestet: Herr Dr. Kranthi Vanchanagiri
untersuchte die Substanzen 6-11 auf ihre Wirkung gegeniiber den Zelllinien 518A2,
8505C, A2780, A549 und MCF7. Frau Monique Bruschke beschiftigte sich ebenfalls mit
dem Effekt der Substanzen 8 und 9 sowie 14, 18, 22 und 23 auf die Krebszelllinien
518A2, 8505C, A2780, A549, HT29 und den Mausfibroblasten NIH-3T3, mit deren Hilfe
sich Selektivitiatswerte formulieren lassen. Schlief3lich erforschte die Gruppe bestehend
aus Frau Anne Funtan und Herrn Valentin Schmidt die verbliebenen Substanzen 5, 12,
13, 15-17, 19-21 und 24-35. Dabei verwendeten sie die Zelllinien A2780, MCF7, HT29,
FaDu, SW1736 und NIH-3T3. Die Bezeichnungen der Tumorzelllinien sind in Abschnitt
8.4.1 aufgeschliisselt.
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51 ICs0-Werte

Tabelle 7: ICso-Werte der Substanzen in pM mit ihren Standardabweichungen gegeniiber verschiedenen

Zelllinien.
518A2 | 8505C | A2780 | MCF7 | A549 | HT29 | FaDu W NI
1736 3T3
BA 14.80 | 12.63 | 8.75 14.03 | 13.30
[115] | £0.60 | +x1.67 | +0.96 |=+*1.21 | +0.82
BA |8.13 7.26 11.07 |12.27 | 111 13.39 |10.19 |13.09
[119] | £0.04 | 090 |+0.44 |+0.19 |+*1.83 |+0.46 |0.09 |+0.48
CisPt | 0.64 1.34 0.33 0.41 1.15
[115] | £0.01 | +£0.04 | £0.02 | +0.01 | +0.05
1 15.84 | 14.74 |11.74 |11.38 | 1437 |1096 | 1395 |11.95
[119] | £0.66 | x0.86 |+2.66 |+0.93 |=+*2.20 |=+0.87 |+6.31 |+2.39
4 1095 | 10.40 |5.95 10.72 | 10.52
[115] | £0.12 | x0.40 | +0.42 |+0.40 | x0.01
12.78 | 10.66 12.46 |13.66 |19.55 |12.82
; +0.65 | £0.51 +0.74 | £0.79 | +1.13 | +0.92
11.83 | 12.24 | 8.85 1045 | 11.49
¥ +0.03 | £0.00 | +1.14 | +1.53 | x0.17
15.53 | 16.18 | 4.39 13.88 | 11.01
7 *1.10 | £1.77 | x0.00 | *1.95 | £2.36
20.01 |8.79 8.70 11.48 | 14.99 | 11.08 26.49
8 +1.17 | £1.65 | x0.71 | x0.00 |*4.90 | £0.00 +0.40
14.5 9.35 16.53 | 10.26 |9.24 10.46 11.90
2 +2.46 | x0.76 | x196 |+0.01 |*1.35 |£0.00 +2.50
12.32 | 1189 |9.61 11.79 | 11.10
10 +0.17 | +1.92 |+0.13 |*1.07 |+0.33
6.61 9.94 4.87 7.02 6.96
1 +0.11 | £0.88 | x0.54 | +0.11 | #0.21
25.10 |12.35 13.21 | 1851 |11.76 |29.11
12 +1.46 | £0.76 +1.83 | £3.73 | £0.42 | £2.61
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518A2 | 8505C | A2780 | MCF7 | A549 | HT29 | FaDu W NIt

1736 3T3
13 >40 >40 >40 >40 >40 >40

33.49 | 14.35 | 22.45 14.54 | 7.96 11.22

14 +1.54 | £1.28 | +2.74 +3.03 | £0.50 +0.60

13.83 | 10.68 11.20 |18.79 |20.39 | 15.81

15 +1.19 | +1.13 +1.03 | £1.69 | +4.43 | +1.39

12.05 | 10.48 12.81 |20.89 |19.54 | 14.09

16 +0.45 | £1.03 +0.51 | +0.96 |+1.73 | +1.28

16.35 | 10.08 16.21 |21.82 |20.51 |11.26

17 +0.75 | £1.84 +1.82 | £2.58 | +1.15 | +0.56

11.80 |9.24 12.30 29.11 | 34.40 25.63

18 +0.90 | +1.10 | +3.90 +1.10 | £0.60 +2.60

13.07 | 12.42 31.10 |9.79 18.48 | 19.30

19 £0.71 | £1.24 +5.11 | +£1.04 | +£3.82 | +1.90

8.46 7.17 3461 |11.31 |13.92 |11.58

20 +0.28 | £1.53 +1.09 | £0.61 | +0.57 | x0.63

9.42 8.54 29.62 |10.65 |12.94 |12.60

21 +1.05 | £0.60 +1.33 | £0.60 |*1.38 | 1.10
6.82 25.83 | 15.67 23.88 | 27.49 6.69

22 +1.62 | £1.61 | +5.05 +1.76 | £3.50 +2.00
14.00 | 8.49 9.03 14.77 | 26.37 5.58

23 +1.32 | £#3.55 | %0.33 +1.92 | £1.90 +1.50
24 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40
25 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40

13.58 | 11.42 8.57 13.41 | 1690 |11.79

26 £0.72 | £0.67 +1.08 | £1.29 | +3.01 | +1.48

19.52 | 13.03 10.15 | 2095 |22.35 |11.06

27 +1.54 | £0.75 +0.79 | £2.37 | +1.71 | £1.07
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518A2 | 8505C | A2780 | MCF7 | A549 | HT29 | FaDu W NIt
1736 3T3
10.56 | 7.29 8.47 10.84 | 14.30 |9.27
28 +1.43 | £1.23 +0.88 | £2.21 |+2.18 | +1.01
11.04 |9.79 9.62 12.31 | 12.83 | 10.57
29 +2.01 | £2.70 +2.27 | +£0.33 | +2.01 | +1.34
11.10 |8.27 18.62 | 11.47 | 1493 |11.10
30 +1.58 | £0.61 +1.44 | +6.05 | 0.79 | 2.30
13.73 | 8.01 23.24 |15.30 |13.82 |11.67
31 +1.22 | £0.76 +1.95 | +£1.99 |+1.28 | +1.80
7.84 5.68 17.68 |11.23 |11.31 |11.52
32 +0.50 | £0.81 +091 |+1.18 |+1.39 |+1.39
10.08 | 8.15 17.72 | 1146 |11.17 |11.81
33 +0.79 | £1.09 +1.36 | +3.84 |+1.32 |*1.71
10.64 |9.18 8.45 11.02 | 12.17 | 14.42
34 +1.14 | £1.16 £1.09 | £1.72 | +2.88 | +1.37
35 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40

Generell lasst sich feststellen, dass die ICso-Werte der meisten betulinhaltigen
Substanzen (d.h. alle getesteten Substanzen aufder 12, 13, 24, 25 und 35) etwa im
Bereich der Werte von BA liegen, um oder etwas iiber 10 puM. Die hochste Gesamt-
zytotoxizitat zeigt das 3-Acetylbetulinsulfamat 11, welches auf die getesteten Tumor-

zelllinien durchweg mit einem Wert von unter 10 uM wirkt.

In der Tabelle lassen sich einige Substanzen erkennen, welche sehr spezifisch gegen eine
oder wenige Zelllinien wirken. Beispielsweise ist die Wirkung des Betulinsdurederivats
7 gegen die Brustkrebslinie MCF7 bemerkenswert; sie ist mit einem [Cso-Wert von
4.39 uM etwa doppelt so stark wie die der Betulinsdure selbst. Das Hemiglutarat 19
wirkt recht selektiv gegen das Rachenkarzinom FaDu und die Hydroxyethylamide 22
und 23 zeigen sogar eine hohere Zytotoxizitit gegen den Fibroblasten NIH-3T3 als

gegen alle anderen getesteten Zelllinien.

35




Die unterschiedlichen Strukturen der Hemisuccinate und Hemiglutarate 14-21 und
ihrer jeweiligen Sulfonamide 26-33 rufen kleine Unterschiede ihrer zytotoxischen
Eigenschaften hervor. Zunachst ist zu bemerken, dass MCF7 in den meisten Fallen
empfindlicher auf diese Substanzen reagiert als die anderen getesteten Zelllinien. Somit
zeichnen sich die Spacerverbindungen durch eine erhohte Selektivitat gegen MCF7 aus,
wenn auch oftmals nur leicht, mit einer maximalen Selektivitat gegentiber NIH-3T3 von
2.03 bei 32. Des Weiteren lasst sich ermitteln, dass die Sulfonamide 26-33 in den vielen
Fallen kleinere ICso-Werte haben als die jeweiligen Sauren 14-21. Dies ist insbesondere
bei der Darmkrebsart HT29 zu beobachten, wo sich der ICso-Wert mit dem Anbringen

der Sulfonamidfunktion mitunter halbiert (34.61 uM bei 20 und 17.68 uM bei 32).

Die Form des Spacers hat ebenfalls einen Einfluss auf die zytotoxische Wirkung der
Stoffe. In den Zelllinien A2780 und MCF7 zeigen die 3-Methylsuccinate (16, 20, 28, 32)
tendenziell die besten Werte, durchweg mit einem ICso-Wert von unter oder knapp tiber
10 uM. Danach folgen 2-Methylsuccinat, Succinat und Glutarat als Spacereinheit. SW1736
wiederum zeigt eine leichte Praferenz von 3-Methylsuccinaten gegentiber den isomeren
2-Methylsuccinaten. Dem gegeniiber reagiert der Mausfibroblast NIH-3T3 eher auf den
Succinatspacer empfindlich, wie bereits erwahnt besonders auf die Hydroxyethylamide

22 und 23 mit ICso-Werten von 5.58 bzw. 6.69 pm.

Auch bei der Substitutionsstelle im Wirkstoffmolekiil gibt es Unterschiede, die sich
besonders beim Schilddriisenkarzinom SW1736 abzeichnen. Wahrend die 3-Acetyl-
betulinderivate 19-21 sowie 30-33 bereits im Bereich von ca. 11-14 uM wirksam sind,
liegen die Inhibitionsindices der 28-Acetylbetulinderivate 15-17 und 26-29 bis auf eine
Ausnahme bei 14-23 pM. Einen ahnlichen Effekt zeigt auch MCF7, bei welchem die
3-Acetylbetulinderivate im Bereich von 5.68-9.78 pum ihre Wirkung entfalten, die
28-Acetylbetuline hingegen mit 7.29-13.03 uM etwas hohere Konzentrationen benétigen.
Von den untersuchten Zelllinien zeigen ebenfalls 518A2 und FaDu dieses Verhalten,
allerdings in schwacherer Auspragung. Interessanterweise ist dieser Effekt der
Angriffsstelle auf Populationen von HT29 gerade umgekehrt. Hier bendtigen die
3-Acetylbetulinderivate die hoheren Konzentrationen, um zu wirken, mit ICso-Werten
von 17.68-34.61 pMm. 28-Acetyle hingegen zeigen eine Zytotoxizitit gegen die
Darmkrebslinie bereits bei Konzentrationen im Bereich von 8.47-11.20 uM. Einzig die

Fibroblastenart zeigt keine Bevorzugung fiir eine Substitutionsstelle. Ihre
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Inhibitionswerte liegen bei den meisten Substanzen um 11 pM. Lediglich das

Hemisuccinat 18 ist mit 25.63 uM ein nennenswerter Ausreifser.

Zu bemerken ist insbesondere die schlechte Wirkung der Bisbetulinverbindungen 24
und 25. Vermutlich senkt die Grofde der Molekiile ihre Mobilitat, sodass sie sich nicht
ungehindert durch die Zellmembran bewegen konnen. Das Octyldisulfamat 12 zeigt
liberraschend eine deutliche Zytotoxizitit gegeniiber allen getesteten Zelllinien.
Moglicherweise wirkt das langkettige Molekiill mit den hydrophilen Endgruppen
zellmembranauflésend, wodurch die angegriffene Zelle ihr Inneres freisetzt. Ob dies
zutrifft, konnte durch ein Annexin-V-Assay bestatigt werden, welches in diesem Fall eine
erhohte Nekroserate zeigen wiirde. Hingegen haben das Octylmonosulfamat 13 sowie

das Bernsteinsdure-Taurinamid-Konjugat 35 keinen messbaren zytotoxischen Effekt.

5.2 Selektivititen

Selektivitatswerte konnen fiir die meisten der Substanzen ermittelt werden (Tab. 8).
Lediglich die Substanzen 13, 24, 25 und 35, die keine nachweisbare Zytotoxizitat zeigen,
fallen aus der Betrachtung heraus. Die Selektivititen fiir viele Zell-Wirkstoff-
Kombinationen liegen leider unter einem Wert von 1, was die Substanzen als toxischer
fiir Normalzellen als fiir Krebszellen auszeichnet. Dieser Trend ist insbesondere bei den
Hydroxyethylamiden 22 und 23 zu erkennen, deren ICso-Werte gegen alle getesteten
Tumorzelllinien hoher liegen als jene fiir die Fibroblasten, bis zu einem Faktor von 4.73

bei der Wirkung von 23 auf die Linie HT29.

Drei der hergestellten Substanzen - das Carbamat-Sulfamat 8, das Octyldisulfamat 12
und das Betulinsaurederivat 34 - zeigen jedoch ein breites Wirkungsspektrum, bei
welchem die Selektivititswerte durchweg grofier als 1 sind. Die erhohte Selektivitit von
8, mit einem SI von bis zu 3.04, lasst sich mit der dufderst selektiven Wirkung des
Bis(ethylcarbamyl)betulins BECB verbinden, welches nicht nachweisbar toxisch gegen
getestete Normalzellen ist [182]. Substanz 9, das Carbamat-Sulfamat mit vertauschten
Substituenten, weist hingegen keine solche besondere Wirkung gegen Krebszellen vor.
Das Gros des Effekts von BECB kann also der Carbamatgruppe an der 28-Position
zugeschrieben werden. Eine dhnliche Reaktion ruft auch das 28-Ethylcarbamat des

3-Acetylbetulins hervor [182], aber Derivate mit anderen Substituenten an der
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Tabelle 8: Selektivititen der Substanzen, fiir die ICso-Werte von NIH-3T3 aufgenommen wurden. 2 Die

Selektivitiaten sind hier stattdessen gegeniiber dem humanen Fibroblasten WW070327 angegeben [218].

518A2 |8505C |A2780 |MCF7 |A549 HT29 FaDu SW1736

5 1,00 1,20 1,03 0,94 0,66
62 1,09 1,06 1,46 1,24 1,13

73 0,92 0,88 3,28 1,03 1,30

8 1,32 3,01 3,04 2,31 1,77 2,39

9 0,82 1,27 0,72 1,16 1,29 1,14
102 0,40 0,42 0,52 0,42 0,45
112 1,35 0,90 1,84 1,27 1,29

12 1,16 2,36 2,20 1,57 2,48
14 0,34 0,78 0,50 0,77 1,41

15 1,14 1,48 1,41 0,84 0,78
16 1,17 1,34 1,10 0,67 0,72
17 0,69 1,12 0,69 0,52 0,55
18 2,17 2,77 2,08 0,88 0,75

19 1,48 1,55 0,62 1,97 1,04
20 1,37 1,62 0,33 1,02 0,83
21 1,34 1,48 0,43 1,18 0,97
22 0,98 0,26 0,43 0,28 0,24

23 0,40 0,66 0,62 0,38 0,21

26 0,87 1,03 1,38 0,88 0,70
27 0,57 0,85 1,09 0,53 0,49
28 0,88 1,27 1,09 0,85 0,65
29 0,96 1,08 1,10 0,86 0,82
30 1,00 1,34 0,60 0,97 0,74
31 0,85 1,46 0,50 0,76 0,84
32 1,47 2,03 0,65 1,03 1,02
33 1,17 1,45 0,67 1,03 1,06
34 1,36 1,57 1,71 1,31 1,18
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3-Position zeigen keinen solchen Effekt [219]. Der tumorselektive Effekt von 34 lasst
sich mit der spezifischen Wirkung der Ausgangssubstanz 4 erkliaren, welche
Selektivititen im Bereich ca. von 2.5 bis 5.0 zeigt [115]. Die Verkniipfung mit
Taurinamid andert die Zytotoxizitdt insgesamt nicht wesentlich, jedoch senkt sie die
Tumorspezifitat der Verbindung. Das Octyldisulfamat 12 zeigt mit SIs von bis zu 2.48
einen bemerkenswert selektiven Effekt gegeniiber den Krebszelllinien. Sollte sich die
zuvor genannte Vermutung erhdrten, dass 12 eine Lysis der Zellmembran verursacht,
spricht diese Wirkung fiir eine hohe Integritit der Membran des Mausfibroblasten,

verglichen mit denen der Krebszellen.

35
8
3,0 +
25
) 18

20 : hd

15 3z 19
b 20 ) 34
= ' 21 '
3 —_— U (R N
31 0 30 5

) 28 peS . ! 26
' * 1 [ . .~ I
08 ki |
’ 9
i
——
23 17
0,6 7
[
14
04
10 IC5y-Wert [uM] 15 20 25 30

Abbildung 23: Auftragung der I[Cso-Werte gegen die Selektivititen fiir alle Substanzen, fiir die
Selektivitatswerte ermittelt werden konnen. Die hier angegebenen Werte beziehen sich auf die Wirkung
gegeniiber der Zelllinie A2780. Standardabweichungen fiir die 1Cso-Werte sind angegeben; jene fiir die

Selektivititen wurden der Ubersichtlichkeit halber weggelassen.

Beim Vergleich der Selektivititswerte in Tabelle 8 zeigen sich auch einige Substanzen,
welche sehr spezifisch wirken. Beispielsweise sind das Hemisuccinat 14 sowie die
Sulfonamide 26 und 27 deutlich zytotoxischer gegen HT29 als gegen andere getestete
Zelllinien, wahrend die Linie MCF7 besonders empfindlich auf die Sulfonamide 31 und
32 reagiert. Interessant ist auch die Wirkung des Hemisuccinats 18, welches gegen die

Linien 518A2, 8505C und A2780 mehr als doppelt so effektiv ist wie gegen die anderen

39



getesteten Zellarten. Insgesamt zeigt sich der Trend, dass die Substanzen wirksamer

gegen MCF7 als gegen andere Krebszelllinien sind.

5.3  Struktur-Wirkungs-Korrelation

Betrachtet man die Unterschiede in den Wirkungen der Substanzen 14-21 und 26-33
und setzt diese in Beziehung zueinander, so kann man aus den sich ergebenden Trends
Zusammenhdnge zwischen der Struktur des Molekiils und der zytotoxischen Wirkung
der Substanz ziehen. Im folgenden Abschnitt werden diese Betulinderivate nach vier
Strukturkategorien klassifiziert und die jeweilige Wirkung gegeniiber der Zelllinie

A2780 ermittelt.

5.3.1 Position der Acetylgruppe
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Abbildung 24: Selektivititen und ICso-Werte der Acteylbetulinderivate 14-21 und 26-33, kategorisiert
danach, ob sich das Molekiil vom 28-Acetylbetulin (A) oder vom 3-Acetylbetulin (4) ableitet. Gestrichelte

Linien verbinden Substanzen, die sich nur in dieser Eigenschaft unterscheiden.

Diese Klassifizierung stellt den Unterschied zwischen 28-Acetylbetulinderivaten (14-17
und 26-29) und 3-Acetylbetulinderivaten (18-21 und 30-33) heraus (Abb. 24). Es zeigt
sich ein deutlicher Trend der 3-Acetylbetulinderivate hin zu kleineren ICso-Werten und

hoheren Selektivititen, was beides wiinschenswert ist. Besonders eindrucksvoll ist dies
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zwischen den Substanzen 14 und 18 zu sehen, wobei die Selektivitat von 18 um einen
Faktor 4 hoher liegt und die Zytotoxizitat etwa um einen Faktor 2. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit anderen Studien, wonach das Ankniipfen von Acetylgruppen an den

A-Ring eines Triterpens dessen Zytotoxizitat steigert [220,221].

5.3.2 Anbindung eines Taurinamidrests
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Abbildung 25: Selektivititen und ICso-Werte der Acteylbetulinderivate 14-21 und 26-33, kategorisiert
danach, ob das Molekiil eine freie Carbonsdure als funktionelle Gruppe aufweist (0) oder es mit
Taurinamid verkniipft ist (m). Gestrichelte Linien verbinden Substanzen, die sich nur in dieser Eigenschaft

unterscheiden.

Hier werden die Substanzen danach Kklassifiziert, ob sie eine Carbonsiure als
funktionelle Gruppe enthalten (15-21) oder diese mit Taurinamid zum Amid umgesetzt
wurde (26-33; Abb. 25). In diesem Aspekt zeigt sich keine besondere Vorzugsrichtung,
weder in Bezug auf die Zytotoxizitat noch auf die Selektivitat. Durch Auszahlen lasst sich
aber eine leichte Tendenz zu niedrigerem ICso-Wert und geringerer Selektivitat

feststellen, wenn das Amid eingefiigt wird.
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5.3.3 Spacerlidnge
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Abbildung 26: Selektivitdten und ICso-Werte der Acteylbetulinderivate 14, 15, 18, 19, 26, 27, 30 und 31,
kategorisiert danach, ob der Spacerteil mit Bernsteinsiure- (<) oder Glutarsiureanhydrid (4)
synthetisiert wurde. Gestrichelte Linien verbinden Substanzen, die sich nur in dieser Eigenschaft

unterscheiden.

Diese Kategorisierung betrifft die Langer der Kohlenstoffkette im Spacer in Abhdngigkeit
davon, ob bei der Synthese Bernsteinsdure (14, 18, 26, 30) oder die homologe
Glutarsaure (15, 19, 27, 31) verwendet wurde (Abb. 26). Man kann eine grobe
Vorzugsrichtung hin zu héheren ICso-Werten und geringeren Selektivitiaten bei grofierer

Spacerlange ausmachen, beim Derivat 15 ist es aber gerade umgekehrt.

5.3.4. Verzweigung des Spacers

In dieser letzten Kategorie wird der Einfluss der Verzweigung des Spacers auf die
Zytotoxizitat des Molekiils betrachtet. Hierbei werden die Wirkungen von Substanzen
mit unverzweigtem Succinatspacer (14, 18, 26, 30) verglichen mit denen mit
Methylsuccinat als Spacer, wiederum unterschieden zwischen 3-Methylsuccinat- (16, 20,
28, 32) und 2-Methylsuccinatderivaten (17, 21, 29, 33; Abb. 27). Eine Tendenz zu
geringeren ICso-Werten ist bei der Methylierung des Spacers deutlich zu erkennen,
wobei die Anderung der Selektivititen eher gemischte Ergebnisse zeigt. Dabei spielt die

exakte Anknilpfungsstelle des Methylrests eine geringere Rolle, dennoch stellt sich
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heraus, dass 3-Methylderivate insgesamt eine hohere Zytotoxizitat aufweisen als ihre

[somere.
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Abbildung 27: Selektivititen und ICso-Werte der Acteylbetulinderivate 14, 16-18, 20, 21, 26, 28-30, 32
und 33, kategorisiert danach, ob die Kohlenstoffkette im Spacer unverzweigt ist (<), eine 3-Metylgruppe
(A) oder eine 2-Methylgruppe (®) enthilt. Gestrichelte Linien verbinden Substanzen, die sich nur in

dieser Eigenschaft unterscheiden.

Zusammenfassend ldsst sich die folgende Struktur-Wirkungs-Korrelation fiir die
Zelllinie A2780 extrapolieren: Eine hohe Zytotoxizitat und Selektivitat wird durch die
Wahl von 3-Acetylbetulin als Startsubstanz und einem verzweigen Spacer begiinstigt.
Der Spacer sollte dabei eher kurz gehalten werden. Ob Taurinamid angekniipft wird,
spielt keine wesentliche Rolle fiir die Zytotoxizitdt, aber ist natiirlich ausschlaggebend,
wenn man auch eine enzyminhibierende Wirkung der Substanz wiinscht. Diese
Korrelation wird auch im Verhalten der anderen getesteten Zelllinien MCF7, FaDu und
SW1736 widergespiegelt, mit dem wesentlichsten Unterschied, dass die taurinamid-
haltigen Substanzen eine stirkere Tendenz zu niedrigeren ICso-Werten gegentiber MCF7

zeigen als die jeweiligen Sduren.

Das Kolorektalkarzinom HT29 zeigt hingegen wesentlich andere Korrelationen

(Abb. 28). Im Gegensatz zu den anderen getesteten Zelllinien reagiert HT29 deutlich
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empfindlicher auf 28-Acetylbetulinverbindungen als auf 3-Acetylderivate. Alle hier
verglichenen 28-Acetylverbindungen zeigen einen niedrigeren ICso-Wert und einen
hohere Selektivitit als die jeweiligen 3-Acetylverbindungen. Auch die Taurinamid-
verbindungen wirken generell effektiver gegen die Zelllinie als die entsprechenden
Carbonsauren, wahrend die Selektivitdt in dieser Hinsicht keine eindeutige Korrelation
zeigt. Im Bezug auf die Spacerlange verhalt sich HT29 jedoch wie die anderen Zelllinien:
In den meisten Fallen erhohen sich Zytotoxizitat und Selektivitit der Verbindungen,
wenn Succinat statt Glutarat als Spacer verwendet wird. Schliefllich zeigt das
Kolorektalkarzinom auch eine veranderte Reaktion auf die Verzweigung des Spacers.
Wahrend die Wahl der Spacergruppe keine Korrelation zur Zytotoxizitiat der Verbindung
zeigt, wirken Methylsuccinatverbindungen tendenziell weniger selektiv als Derivate mit
unverzweigtem Spacer. Diese Eigenschaften von HT29 haben zur Folge, dass Substanz
14, die von den hier verglichenen Substanzen am wenigsten zytotoxisch und selektiv auf
A2780 wirkt, in diesem Fall am anderen Ende beider Skalen steht. Im umgekehrten Fall
hat Substanz 20 auf HT29 nur eine geringe Wirkung, wahrend sie gegen die anderen

Zelllinien recht gute Werte zeigt.

Fir HT29 muss deshalb eine separate Struktur-Wirkungs-Korrelation aufgestellt
werden. Hohe Zytotoxizitaten und Selektivitdten zeigen sich bei dieser Zelllinie, wenn
28-Acetylbetulin als Ausgangsstoff gewahlt, ein kurzer, unverzweigter Spacer verwendet

und schlief3lich Taurinamid an die Carbonsaure gekniipft wird.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Promotion war es, Substanzen herzustellen, welche sowohl eine Betulin- oder
Betulinsaurekomponente als auch eine Sulfonamidgruppe beinhalten, um CA-IX-
abhingige Krebszellen von zwei Seiten anzugreifen: Die Sulfonamidgruppe soll die
aufdenstandige Carboanhydrase blockieren, wahrend der Betulinrest in die Zelle
eindringt und dort Apoptose auslost. Die Substanzen wurden mittels chemischer
Analysemethoden charakterisiert und ihre ICso-Werte gegen verschiedene Krebszell-

linien wurden gemessen.

Im Zuge der Arbeit wurden 32 Betulinderivate hergestellt (1-11, 14-34), von denen 17
(4-11, 26-34) eine Sulfonamidgruppe beinhalten. Der Rest besteht aus Zwischen- oder
Nebenprodukten auf dem Weg dorthin. Zusatzlich wurden n-Octylsulfamate (12, 13)
sowie ein Bernsteinsdure(taurinamid)amid (35) synthetisiert, um als Vergleichs-
substanzen zur biologischen Evaluierung der Betulinverbindungen zu dienen. Von allen
hergestellten Substanzen sind 26 (5, 7-11, 15-17, 19-35) noch nicht in der
wissenschaftlichen Literatur beschrieben. Von jeder Substanz wurden 1H- und 13C-NMR-
Messungen, Massenspektroskopien und Elementaranalysen durchgefiihrt, welche mit

den theoretischen Erwartungen iibereinstimmen. (Siehe Abschnitt 8.)

Von den Substanzen 5-35 wurden SRB-Assays zur Zytotoxizitdt gegen insgesamt neun
verschiedene Zelllinien erstellt. Dabei zeigen die meisten der Stoffe ICso-Werte um
diejenigen von Betulinsaure, von etwa 10 pM. Bemerkenswerte Ausreifder sind dabei das
3-Acetylbetulinsulfamat 11, welches gegen alle getesteten Linien einen ICso-Wert von
unter 10 um vorweist, sowie das Betulinsdauresulfamat 7, welches bereits bei 4.39 um die
Zellproliferation der Linie A2780 um die Halfte einschrankt. Auf dem anderen Ende der
Skala zeigen die Betulinderivate 24 und 25 keine nachweisbare Zytotoxizitiat, was wohl
ihrer schieren Grofde zuzuschulden ist. Die Substanzen 13 und 35, welche keine
Betulinderivate sind, zeigen der Erwartung nach keine Wirkung, allerdings vermag das
Octyldisulfamat 12 die Zellproliferation in einem gewissen Mafd zu unterbinden.

Moglicherweise spielen lysierende Eigenschaften hier eine Rolle.
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Die Selektivititen der Substanzen liegen oftmals bei oder unter einem Wert von 1 und
nur in wenigen Kombinationen von Substanz und Zelllinie wird ein Index von tiber 2
erreicht. Interessant ist auch hier die Wirkung von 7 auf die Linie A2780 mit einem SI
von 3.28, sowie das Betulincarbamat-Sulfamat 8, das bei immerhin vier der sechs
getesteten Zelllinien einen SI von iiber 2 zeigt, den hdchsten wiederum gegeniiber
A2780 mit 3.04. Auch 12 zeigt wieder ein bemerkenswertes Verhalten, indem es um

einiges besser gegen Tumorzellen wirkt als gegen den getesteten Mausfibroblasten.

Fir die Zytotoxizitit lassen sich im Falle der Acetylbetulinverbindungen mit
verschiedenen Spacern Struktur-Wirkungs-Korrelationen ermitteln. Im Falle der
getesteten Zelllinien A2780, MCF7, FaDu und SW1736 haben die Acetylbetulin-
Sulfonamid-Verbindungen eine Tendenz zu hoher Zytotoxizitit und hoher Selektivitat,
wenn die Acetylgruppe sich an der 3-Position des Betulins befindet und der Spacer
relativ kurz aber verzweigt ist. Das Kolorektalkarzinom HT29 hingegen zeigt ein
anderes Verhalten: Bei dieser Zelllinie erzielen Derivate die beste Wirkung, die von
28-Acetylbetulin ausgehen und einen kurzen, unverzweigten Spacer beinhalten, an

welchen Taurinamid gekniipft ist.
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7. Ausblick

Ein nachster Schritt in dieser Forschungsrichtung ware es, Betulinverbindungen mit
anderen Spacern zu synthetisieren. Zundchst konnte man in Anlehnung an diese Arbeit
systematisch langere und verzweigte Disduren an die Acetylbetuline 1 und 3 koppeln,
wie Adipinsdure oder 2,2-Dimethylbernsteinsdure, dessen Betulinkonjugat bereits eine
gute HIV-Suppressionswirkung zeigt [205,206]. Insbesondere Betulinverbindungen,
deren 3-Position mit einer Acetylgruppe verestert ist, oder allgemein Triterpene mit
einer oder mehreren Acetylgruppen am A-Ring, erweisen sich ebenfalls als besonders
zytotoxisch gegeniiber Tumorzellen [220,221]. Auch grofere Seitengruppen wie
Rhodamine haben ein betrachtliches Potential hinsichtlich der Steigerung der Toxizitat
unter Beibehaltung der guten Selektivitat [222]. Weitere systematische Synthese mit
vielversprechenden Spacern oder funktionellen Gruppen, die symmetrisch und
insbesondere asymmetrisch an beide Substitutionsstellen im Betulin angebracht werden,

ware ebenfalls ein interessantes Forschungsobjekt.

Fiir eine medizinische Anwendung von Betulin- und Triterpenderivaten gegen
Hautneoplasien bieten sich Salben an, die direkt auf die verdanderte Stelle aufgetragen
werden. In einigen Pilotstudien wurden Salben verschiedener Birkenrindenextrakte zur
Behandlung von aktinischer Keratose durchgefiihrt, einer Vorstufe von Hautkrebs, in
welchen jeweils um die 80% der Patienten eine Riickbildung der Keratose um mehr als
75% zeigten [25,223,224]. Aufierdem eignen sich chemische oder physikalische
Verkapselungen fiir eine In-vivo-Anwendung, welche die Bioverfligbarkeit von
Betulinverbindungen im Korper erhohen. Dazu zdhlen etwa Cyclodextrin [225],

Liposome [226] oder geeignete Nanopartikel [227,228,229D].
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8. Methoden und Synthese

8.1 Allgemeines zur Synthese

Die im folgenden Teil angegebenen Chemikalien und Lésungsmittel wurden, falls nicht
anders beschrieben, ohne vorherige Reinigung verwendet. Dimethylformamid (DMF),
Dimethylacetamid (DMA) und Pyridin wurden vor Gebrauch iiber 3-A-Molsieb destilliert.
Die Synthese erfolgte mit {iblichen Schlenk-Techniken unter einer Stickstoff-
Schutzatmosphare.

Chromatografiesiulen wurden mit 60-A-Kieselgel mit einer Korngrofe von 63-200 pm
beladen.

Diinnschichtchromatografie erfolgte auf Aluminiumplatten mit einer Beschichtung aus
60-A-Kieselgel. Zum Nachweis der meist farblosen Substanzen wurde ein
Phosphormolybdat-Farbspray verwendet, das sich bei Kontakt mit oxidierbaren

Produkten beim Erhitzen blau farbt.
8.2 Analysemethoden

NMR-Spektren wurden auf Geraten des Typs ,,400 MHz VNMRS“ und ,500 MHz DD2“ der
Firma Agilent Technologies bei einer Temperatur von 27 °C aufgenommen. Die
Arbeitsfrequenzen betrugen dabei ca. 400 MHz fiir 1H- und 100 MHz fiir 13C-Messungen
bzw. 500 MHz fiir 1H- und 125 MHz fiir 13C-Messungen. Als interner Standard wurde
Tetramethylsilan verwendet; die chemische Verschiebung 6 ist in ppm angegeben. Die
13C-Spektren der Triterpenverbindungen wurden mit APT-Technik vermessen. Fiir eine
genauere Zuordnung der NMR-Spektren der Betulinverbindungen wurden teilweise
Literaturangaben zu Rate gezogen [230,231].

ESI-Massenspektroskopie wurde auf einem Thermo Finnigan LCQ-Classic in

methanolischer Losung durchgefiihrt.
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8.3  Synthesevorschriften

8.3.1 (35)-3-Hydroxylup-20(29)-en-3-acetat 1 und (3S)-Lup-20(29)-en-3,28-diacetat 2
Betulin (15.0 g, 33.9 mmol), DMAP (0.1 g, 0.8 mmol) und Triethylamin (5.0 mL, 3.64 g,

36.0 mmol) werden in DCM (150 mL) suspendiert und das Gemisch im Eisbad gekiihlt.
Unter kraftigem Riihren wird eine Lésung von Essigsdureanhydrid (3.4 mL, 3.68 g,
36.0 mmol) in DCM (30 mL) hinzugetropft und anschlief3end 1 h bei RT geriihrt. Der
entstandene Niederschlag wird abfiltriert, das Filtrat mit Na;CO3-Lésung gewaschen und
iiber Na;S04 getrocknet. Das Losungsmittel wird unter reduziertem Druck abgezogen.
Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt iiber eine Chromatografiesidule mit Petrolether /
Essigester 9:1. Es entstehen 2 (3.88 g, 7.4 mmol, 22%) und 1 (5.08 g, 10.5 mmol, 31%)

als farblose Kristalle.

29
Y .
30—, Vi
19—21 30—20,
12 18 2 i
T T SO 2 12 18 >2
o | || i R N
1 9 14 16 25 2 28 i
- \1!/ \!/5\15/ o /1\'/9\'/111\ 16 I
99t T
3 5 7 .
i \/4/ e 1 2 N NN ,
CAS 27686-35-7 CAS 1721-69-3

Analyse von 1:

1H (400 MHz, dmso-de): 4.68 (d, 1H, ¥JJu-u = 1.9 Hz, C29H), 4.55 (d, 1H, C29H), 4.34 (s, 1H,
C30H), 4.34 (m, 1H, C28H), 3.74 (m, 1H, C28H), 2.95 (m, 1H, C3H), 2.44 (m, 1H, C19H),
2.00 (s, 3H, C2'H3), 1.95-0.60 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 171.1 (C1"), 150.3 (€20), 110.4 (€29), 77.2 (C3), 62.0 (€28),
55.3 (€5), 50.2 (€9), 48.6 (€18), 47.5 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14), 40.9 ((8), 38.9 (C1),
38.7 (C4), 37.5 (€13), 37.1 (€10), 34.5 (C7), 34.2 (C22), 29.7 (C21), 29.4 (C16), 28.5
(€23),27.6 (C2),27.1 (C15), 25.2 (C12),21.2 (€2"), 20.7 (C11), 19.2 (C30), 18.4 (C6), 16.3
(C24),16.2 (C25),16.1 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C32Hs5203, M = 484.39): 467.20 (40, [M-OH]*), 991.27 (100, [2ZM+Na]*).
Berechnet fiir C32Hs203: C (79.29), H (10.81); gefunden: C (79.03), H (10.85).
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Analyse von 2:

1H (400 MHz, CDCl3): 4.68 (d, 1H, C29H), 4.58 (d, 1H, C29H), 4.46 (dd, 1H, 3Ju.x = 10.2 Hz
+ 5.9 Hz, C3H), 4.24 (d, 1H, ?Ju.n = 11.1 Hz, C28H), 3.84 (d, 1H, ¥Ju.u = 11.1 Hz, C28H), 2.43
(m, 1H, C19H), 2.06 (s, 3H, C2"H3), 2.03 (s, 3H, C2'H3), 1.81-0.76 (42H).

13C (100 MHz, CDCI3): 171.5 (€1'), 170.9 (€1"), 150.1 (€20), 109.8 (€29), 80.8 (C3), 62.8
(€28), 55.4 (€5), 50.3 (€9), 48.7 (€18),47.7 (C19), 46.3 (C17), 42.7 (C14), 40.9 ((8), 38.4
(C1),37.8 (C4), 37.5 (€13), 37.0 (€10), 34.5 (C7), 34.1 (C22), 29.7 (C21), 29.6 (C16), 27.9
(€23), 27.0 (€C15), 25.1 (C12), 23.6 (C2), 21.3 (€2"), 21.0 (€2™), 20.8 (C11), 19.1 (C30),
18.2 (C6), 16.5 (€24), 16.1 (€25), 16.0 (C26), 14.7 (C27).

ESI-MS (+) (C34Hs5404, M = 526.40): 467.27 (22, [M-H3CCOO]*), 1075.33 (100, [2ZM+Na]*).
Berechnet fiir C34Hs5404: C (77.52), H (10.33); gefunden: C (77.69), H (10.37).

8.3.2 (35)-28-Hydroxylup-20(29)-en-3-acetat 3

2 (3.0 g 5.7 mmol) wird in einem 2

Gemisch aus Methanol (20 mL) und THF 30/20/,{'

(20 mL) gelost. Dazu wird eine 1/9’21;
katalytische Menge an Calciumhydrid i 12\13/18\17/\28 _OH
gegeben. Die Mischung wird iiber Nacht ] 2/1\j§/l\2§/€,\15/ﬁl

bei RT geriihrt, anschlief3end werden die [ | | | 27
Losungsmittel — abgezogen und der 2-/1'\0/3\4;/5\5/7 ;
Riickstand in Essigester aufgenommen. 23/ 2/4

Die Suspension wird mit Wasser gewaschen und liber Na>S04 getrocknet, anschliefRend
wird das Losungsmittel erneut abgezogen. Das Rohprodukt wird per
Saulenchromatografie mit Petrolether / Essigester 9:1 gereinigt. Es entsteht 3 (1.56 g,
3.2 mmol, 56%) als farblose Kristalle.

CAS 27570-20-3

1H (500 MHz, dmso-de): 4.65 (d, 1H, 2Ju.n = 2.5 Hz, C29H), 4.53 (d, 1H, C29H), 4.35 (dd,
1H, 3Jus = 11.5 Hz + 4.7 Hz, C3H), 4.20 (t, 1H, 3Juu = 5.4 Hz, C280H), 3.51 (m, 1H, C28H),
3.07 (m, 1H, C28H), 2.37 (m, 1H, C19H), 2.08 (s, 3H, C2'H3), 1.98 (s, 3H, C2'Hs), 1.90-0.60
(42H).

13C (125 MHz, dmso-ds): 170.6 (C1'), 150.8 (€20), 110.1 (C29), 80.4 (C3), 58.4 (C28),
55.1 (C5), 50.0 (C9), 48.6 (C18), 47.8 (C17), 47.8 (C19), 42.7 (C14), 40.9 (C8), 38.2 (C1),
37.8 (C4), 37.2 (C13), 37.1 (C10), 34.3 (C7), 34.1 (C22), 29.7 (C21), 29.5 (C16), 28.1
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(€23),27.1 (C15), 25.2 (C12),23.8 (€2), 21.4 (€2"), 20.8 (C11), 19.2 (C30), 18.2 (C6), 16.9
(C24),16.3 (€25),16.1 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C32Hs203, M = 484.39): 425.20 (28, [M-H3CC0OO0]*), 991.33 (100, [2M+Na]*).
Berechnet fiir C32Hs203: C (79.29), H (10.81); gefunden: C (78.80), H (10.87).

8.3.3  (3S5)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-siure 4

Betulinsdaure (5.0 g, 10.9 mmol) und 7/9
Essigsaureanhydrid (1.5 mL, 1.62 g 30—,
19—21
15.9 mmol) werden in Pyridin (10 mL) / }2
12 18
gelost und 3 h lang auf 100 °C erwarmt. 1|1/ \13|/ \17|/\28/OH
25 26
Anschliefiend wird das auf RT abgekiihlte o 2/1\1!/9\ /12‘\15/15 ﬂ
Reaktionsgemisch mit DCM (100 mL) 1|| l l l 27
) ] ] ) " \0/ NN
verdiinnt und dreimal mit K2CO3-Losung {* 4

(100 mL) gewaschen. Die organische

Phase wird liber Na>SO4 getrocknet und das Losungsmittel abgezogen. Die Reinigung
des Rohproduktes erfolgt liber Sdulenchromatografie mit Petrolether / Essigester / NEt3
8:2:0.02. Das gereinigte Produkt wird schliefdlich nochmals in DCM (20 mL) geldst, mit
3%iger Salzsdure (20 mL) gewaschen, die organische Phase iiber Na;SO4 getrocknet und
das Losungsmittel erneut abgezogen. Das Produkt 4 (1395 mg, 2.80 mmol, 26%)
entsteht als weifdes Pulver.

CAS 10376-50-8

1H (400 MHz, dmso-ds): 12.02 (s, br, 1H, COOH), 4.67 (d, 1H, C29H), 4.54 (d, 1H, C29H),
4.35 (dd, 1H, 3Jg.n = 10.9 + 4.5 Hz, C3H), 2.92 (m, 1H C19H), 2.21 (m, 1H, C22H), 2.10 (m,
1H, C18H), 1.97 (s, 3H, C2'H3), 1.84-0.77 (40H).

13C (100 MHz, dmso-de): 177.7 (€28), 170.5 (€1'), 150.7 (€20), 110.1 (€29), 80.4 (C3),
55.9 (€17), 55.1 (C€5), 50.1 (€9), 49.0 (€18), 47.1 (C19), 42.5 (C14), 40.7 (C8), 38.2 (C1),
38.0 (C13), 37.8 (C4), 37.1 (€10), 36.8 (C22), 34.2 (C7), 32.1 (C16), 30.6 (C21), 29.7
(€15), 28.1 (€23), 25.5 (C12),23.8 (€2), 21.4 (€2"), 20.9 (C11), 19.4 (C30), 18.2 (C6), 16.9
(C24),16.3 (C25),16.1 (C26), 14.8 (C27).

ESI-MS (-) (C32Hs5004, M = 498.37): 497.33 (23, [M-H]"), 995.20 (100, [2M-H]"), 1017.53
(52, [2M-2H+Na]").

Berechnet fiir C32Hs5004: C (77.06), H (10.11); gefunden: C (77.31), H (10.34).
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8.3.4 Sulfamylchlorid

Chlorsulfurylisocyanat (10 mL, 14.5 g, 115 mmol) wird im Eisbad vorgelegt. Dazu wird
liber Borsdureanhydrid getrocknete Ameisensdure (4.3 mL, 5.29 g 115 mmol),
vorsichtig und unter kraftigem Riihren zugetropft. Unter heftiger Reaktion entsteht ein
weifder Schlamm. Das Eisbad wird entfernt und die Reaktion wird fortgesetzt, bis keine
Gasentwicklung mehr stattfindet. Das Produkt wird in trockenem Toluen (25 mL) gelost,
die Losung filtriert und das Losungsmittel vom Filtrat unter Erwarmung und bei
vermindertem Druck abgezogen. Beim Abkiihlen bildet das entstandene Sulfamylchlorid
(12.0 g, 104 mmol, 91%) farblose, durch Toluenreste leicht braunliche Kristalle.

CAS 7778-42-9

8.3.5 Generelle Synthese der Sulfamate
Der entsprechende Alkohol wird in wenig DMA gelost und dazu ein 1.5-facher

Uberschuss an Sulfamylchlorid gegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir 1 h bei RT
geriihrt und anschlieflend in kraftig geriihrtes Eiswasser (200 mL) gegossen. Die
Suspension wird zweimal mit Essigester (80 mL) ausgeschiittelt und die vereinigten
organischen Phasen tber NazSO4 getrocknet. Dann wird das Losungsmittel abgezogen.

Die Reinigung erfolgt per Sdulenchromatografie.

8.3.6 (35)-3-Hydroxylup-20(29)-en-28-sulfamat 5
Betulin (500 mg, 1.13 mmol) wird 20

entsprechend Methode 8.3.5 in DMA 30/24
(5 mL) mit Sulfamylchlorid (170 mg, 1/9/21>2 ”

18
1.47 mmol) umgesetzt. Die chromato- 1|1/12\1T/ \11/\ /O—ﬁ—NHz

25 26 28
grafische Reinigung erfolgt mit Petrol- 2/1\1!/9\!/12\15/16
ether / Essigester 8:2. Es entsteht 5 3| l l 2
., .

(210 mg, 0.40 mmol, 36%) als blassgelbes o ~, 6 5

Pulver.

1H (400 MHz, dmso-de): 7.39 (s, 2H, NHz), 4.68 (d, 1H, 2Ju.u = 1.7 Hz, C29H), 4.56 (d, 1H,
C29H), 4.11 (d, 1H, 2Jus = 9.6 Hz, C28H), 3.74 (d, 1H, 2Jun = 9.5 Hz, C28H), 2.96 (m, 1H,
C3H), 2.48 (m, 1H, C19H), 2.00-0.64 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 150.1 (€20), 110.5 (€29), 77.2 (C3), 67.8 (€28), 55.3 (C5), 50.2
(C9), 48.6 (C18), 47.6 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14), 40.9 (C8), 38.9 (C4), 38.7 (C1), 37.6
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(€13), 37.1 (€C10), 34.2 (C7), 34.1 (C22), 29.3 (€21), 29.3 (C16), 28.5 (€23), 27.6 (C2),
26.7 (C15), 25.2 (€12), 20.8 (C11), 19.2 (C30), 18.4 (C6), 16.3 (C24), 16.2 (C25), 16.2
(C26),14.9 (C27).

ESI-MS (-) (C30H51NO4S, M = 521.36): 520.47 (100, [M-H]"), 565.87 (46, [M+HCOz2]").
Berechnet fiir C30Hs51NO4S: C (69.00), H (9.85), N (2.68), S (6.14); gefunden: C (68.09), H
(9.67), N (2.30), S (6.11).

8.3.7 (35)-Lup-20(29)-en-3,28-disulfamat 6

Betulin (500 mg, 1.13 mmol) wird 79
/
entsprechend Methode 8.3.5 in DMA 30—2%, .
(5 mL) mit Sulfamylchlorid (350 mg, o >2 ﬁ
i g \17/\ _O——S—NH,
3.40 mmol) umgesetzt. Nach chromato- 2 | o | | Y28 |
/1\10/9\!/1;1\15/16
grafischer Reinigung mit Petrolether / o | | | =
3 5 7
Essigester 7:3 erhdlt man 6 (453 mg, HzN_ﬁ—O/ \// e 6

0.75 mmol, 66%) als blassgelbes,
amorphes Pulver.

CAS 844494-28-6

1H (400 MHz, dmso-ds): 7.40 (s, 2H, N'Hz), 7.31 (s, 2H, NHz), 4.69 (d, 1H, 2/y.u = 1.7 Hz,
C29H), 4.56 (d, 1H, C29H), 4.11 (d, 1H, ¥/u-u = 9.6 Hz, C28H), 3.97 (m, 1H, C3H), 3.74 (d,
1H, ?Ju-u = 9.5 Hz, C28H), 2.41 (m, 1H, C19H), 1.97-0.73 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 150.1 (€20), 110.5 (€29), 88.1 (€3), 67.8 (€28), 55.5 (€5), 50.0
(€9), 48.6 (C18), 47.6 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14), 40.8 ((C8), 38.6 (C4), 38.4 (C1), 37.6
(€13), 36.9 (C10), 34.1 (C7), 34.1 (€22), 29.3 (€21), 29.3 (C16), 28.1 (€23), 26.8 (C15),
25.1 (€C12), 24.3 (C€2), 20.8 (C11), 19.2 (C30), 18.2 (C6), 16.6 (C24), 16.2 (C25), 16.1
(C26),14.8 (C27).

ESI-MS (-) (C30H52N206S2, M = 600.34): 599.52 (100, [M-H]"), 635.33 (27, [M+CI]").
Berechnet fiir C30H52N206S2: C (59.97), H (8.72), N (4.66), S (10.67); gefunden: C (60.79),
H (9.08), N (4.53), S (8.92).
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8.3.8 (35)-3-Sulfamyloxylup-20(29)-en-28-siure 7

Betulinsdure (300 mg, 0.66 mmol) wird 20
entsprechend Methode 8.3.5 in DMA 30/24{,’
J9—21

(4 mL) umgesetzt. Die Chromatografie 7 }2

12 18
erfolgt mit Chloroform / Methanol 19:1 N 1|1/26 \1T/ \11/\28/0*'
als Laufmittel. Es entsteht 7 (60 mg, 2/1\1!/9\!/1;‘\15/16 |
0.11 mmol, 17%) als blassgelbes Pulver. i l l l 7

HZN—S—O/ \4,/ \6/
4 7
o 23 24

1H (400 MHz, dmso-ds): 12.03 (s, br, 1H,

COOH), 7.30 (s, 2H, NHz), 4.67 (d, 1H, ?/u-x = 1.8 Hz, C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 3.97 (dd,
1H, 3Ju-w = 11.9 Hz + 4.4 Hz, C3H), 2.92 (m, 1H, C19H), 2.21 (m, 1H, C22H), 2.10 (m, 1H,
C18H), 1.94-0.60 (40H).

13C (100 MHz, dmso-ds): 177.7 (€28), 150.7 (€20), 110.1 (€29), 88.1 (C3), 55.9 (C17),
55.5 (€5), 50.2 (€9), 49.0 (€18), 47.1 (C19), 42.5 (C14), 40.7 (C8), 38.6 (C4), 38.4 (C1),
38.0 (€13), 37.0 (€10), 36.8 (€22), 34.3 (C7), 32.1 (C16), 30.6 (C21), 29.6 (C15), 28.1
(€23), 25.5 (C12), 24.3 (€2), 20.9 (C11), 19.4 (€30), 18.3 (C6), 16.6 (C24), 16.3 (C25),
16.1 (€26), 14.7 (C27).

ESI-MS (-) (C30H49NOsS, M = 535.34): 534.41 (100, [M-H]").

Berechnet fiir C30H49NOsS: C (67.26), H (9.22), N (2.61), S (5.98); gefunden: C (67.27), H
(9.62), N (3.53), S (5.52).

8.3.9 (35)-28-(Ethylaminocarbonyloxy)lup-20(29)-en-3-sulfamat 8 und
(35)-3-(Ethylaminocarbonyloxy)lup-20(29)-en-28-sulfamat 9

Betulin (1.0 g, 2.26 mmol) wird in trockenem Chloroform (50 mL) gel6st und zusammen

mit Ethylisocyanat (460 pL, 420 mg, 5.90 mmol) fiir 6 h unter Riickfluss gekocht.
AnschliefSend wird die Reaktion durch Zugabe von Wasser (40 mL) unterbrochen und
die wassrige Phase mit Essigester (40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden iiber Na;SOs4 getrocknet und die Losungsmittel abgezogen. Der
entstehende Feststoff wird entsprechend Methode 8.3.5 mit Sulfamylchlorid (350 mg,
3.03 mmol) in DMA (5 mL) umgesetzt. Die Reinigung erfolgt mit einem Laufmittel aus
Petrolether / Essigester 8:2. Es entstehen 8 (201 mg, 0.34 mmol, 15%) und 9 (31 mg,

0.05 mmol, 2.3%) als weifde, amorphe Pulver.

55



JO A SOU NN
7/1\11)/9\%/13\15/16 o 0 2/1\1!/9\8/12\15/16
27 | | | o7
HQI\J—!—ola\{/s\s/7 8 N )k /3\ T
i /" 2 N 0 4 6 9
5 25 4 231 %

Analyse von 8:

1H (400 MHz, dmso-ds): 7.30 (s, 2H, NH2), 6.98 (t, 1H, 3Ju.n = 5.4 Hz, NH), 4.68 (d, 1H, ?/u-n
= 1.4 Hz, C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.18 (d, 1H, ?/Ju.u = 10.9 Hz, C28H), 3.97 (m, 1H, C3H),
3.67 (d, ?Ju-u = 10.7 Hz, 1H, C28H), 2.98 (m, 2H, C1'H>), 2.43 (m, 1H, C19H), 0.98 (t, 3H,
3Ju-n = 7.1 Hz, C2'H3), 1.99-0.73 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 156.9 (CONH), 150.4 (€20), 110.3 (€29), 88.0 (€3), 61.6 (€28),
55.5 (€5), 50.1 (€9), 48.7 (€C18), 47.6 (C19), 46.8 (C17), 42.7 (C14), 40.8 (€8), 38.6 (C4),
38.4 (C1),37.4(C13),36.9 (C10), 35.5 (C1"), 34.6 (C7), 34.1 (€22), 29.8 (€21), 29.5 (C16),
28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.2 (€C12), 24.3 (€2), 20.8 (C11), 19.2 (€30), 18.3 (C6), 16.6
(C24),16.2 (C25),16.1 (C26), 15.5 (C2"), 14.5 (C27).

ESI-MS (-) (C33Hs6N20sS, M = 592.40): 521.04 (100, [M-CONHC:Hs]"), 556.59 (50, [M-
CONHCzHs+HCI]), 591.72 (33, [M-H]).

Berechnet fiir C33Hs56N20s5S: C (66.85), H (9.52), N (4.73), S (5.41); gefunden: C (66.64), H
(9.31), N (4.44), S (5.77).

Analyse von 9:

1H (400 MHz, dmso-ds): 7.38 (s, 2H, NH2), 6.88 (m, br, 1H, NH), 4.68 (m, 1H, C29H), 4.56
(m, 1H, C29H), 4.17 (d, 1H, %Juu = 8.2 Hz, C28H), 4.11 (m, 1H, C3H), 3.74 (d, 1H, %Jy.x =
9.2 Hz, C28H), 2.96 (m, 2H, C1'Hz), 2.40 (m, 1H, C19H), 1.97-0.60 (45H).

13C (100 MHz, dmso-de): 170.7 (CONH), 150.8 (€20), 110.3 (€29), 77.2 (€3), 60.1 (€28),
55.3 (€5), 50.1 (€9), 48.6 (C18), 47.8 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14), 40.9 (€8), 38.9 (C1),
38.1(C4),37.6 (C13),37.0 (C10), 35.4 (C1"), 34.4 (C7), 34.1 (€22), 29.8 (€21), 29.5 (C16),
28.5 (€23), 27.6 (C2), 26.8 (€15), 25.1 (€12), 20.8 (€11), 19.2 (C30), 18.2 (C6), 16.3
(C24),16.2 (C25),16.1 (C26), 14.9 (C2"), 14.5 (C27).

ESI-MS (-) (C33Hs6N205S, M = 592.40): 591.47 (100, [M-H]"), 627.07 (42, [M+Cl]’).
Berechnet fiir C33Hs56N20s5S: C (66.85), H (9.52), N (4.73), S (5.41); gefunden: C (66.18), H
(9.64), N (3.65), S (4.45).
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8.3.10 (35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-sulfamat 10

1 (250 mg, 0.52 mmol) wird gemafd 79
/
Methode 8.3.5 in DMA (2 mL) umgesetzt. 30— 2%, 3
Die Reinigung erfolgt mit Petrolether / - 13/ >
11/ Si37” \17\ O /2

Essigester 7:3. Man erhilt 10 (83 mg, I | 28 1”

2/1\1!/9\8/12\15/16
0.15 mmol, 29%) als blassgelbes, amorphes o | | | 2
Pulver. HzN—rv:—O/a\/4>,/ S 10

'H (400 MHz, dmso-ds): 7.30 (s, 2H, NH2), 4.68 (d, 1H, ?/u.n = 1.8 Hz, C29H), 4.55 (d, 1H,
C29H), 4.23 (d, 1H, ?/Ju-x = 10.8 Hz, C28H), 3.97 (dd, 1H, 3Ju.u = 12.0 Hz + 4.4 Hz, C3H),
3.74 (d, 1H, %Ju.x = 11.0 Hz, C28H), 2.43 (m, 1H, C19H), 2.00 (s, 3H, C2'H3), 1.95-0.54
(42H).

13C (100 MHz, dmso-ds): 171.1 (C1"), 150.2 (€20), 110.4 (€29), 88.0 (€3), 62.0 (€28),
55.5 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (€18), 47.5 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14), 40.8 ((C8), 38.6 (C4),
38.4 (C1), 37.5 (€13), 36.9 (C10), 34.5 (C22), 34.1 (C7), 29.7 (C21), 29.4 (C16), 28.0
(€23),27.1 (C15), 25.2 (C12), 24.3 (€C2), 21.2 (€2"), 20.8 (C11), 19.2 (C30), 18.3 (C6), 16.6
(C24),16.2 (€25),16.0 (C26), 14.8 (C27).

ESI-MS (-) (C32H53NOsS, M = 563.37): 562.40 (100, [M-H]"), 607.93 (60, [M+HCO2]").
Berechnet fiir C32Hs3NOsS: C (68.17), H (9.48), N (2.48), S (5.69); gefunden: C (63.20), H
(8.70), N (2.03), S (5.17).

8.3.11 (3S5)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-sulfamat 11

3 (200 mg, 0.41 mmol) wird entsprechend 7/9
Methode 8.3.5 in DMA (2 mL) umgesetzt. 30/20”"-@#21
Die Reinigung erfolgt mit einem Laufmittel . /12\13/13/\17 />2 /O—TST—NHg
aus Petrolether / Essigester 7:3. Es entsteht 2 | oz | |z O|
[e] 2/1\1!/9\!/12\15/16
11 (164 mg, 0.29 mmol, 71%) als weifles, | | | | o
amorphes Pulver. A \/‘/ e 1

3
23 24

1H (500 MHz, dmso-de): 7.41 (s, 2H, NHz2), 4.69 (d, 1H, 2Ju.n = 1.9 Hz, C29H), 4.57 (d, 1H,
C29H), 4.35 (dd, 1H, 3Ju.u = 11.5 Hz + 4.7 Hz, C3H), 4.11 (d, 1H, 2Ju.s = 9.2 Hz, C28H), 3.75
(d, 1H, 2Jun = 9.7 Hz, C28H), 2.41 (m, 1H, C19H), 1.98 (s, 3H, C2'Hs), 1.95-0.65 (42H).

13C (125 MHz, dmso-ds): 170.6 (C1'), 150.1 (€20), 110.5 (C29), 80.4 (C3), 67.8 (C28),
55.0 (C5), 49.9 (C9), 48.6 (C18), 47.6 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14), 40.9 (C8), 38.2 (C1),
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37.8 (C4), 37.6 (€13), 37.0 (C10), 34.1 (C7), 34.1 (C22), 29.3 (€21), 29.3 (C16), 28.1
(€23), 26.9 (C15), 25.1 (C12),23.8 (€2),21.4 (€2"), 20.8 (C11), 19.2 (C30), 18.2 (C6), 16.9
(C24),16.3 (€25),16.1 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (-) (C32H53NOsS, M = 563.37): 562.59 (99, [M-H]"), 598.33 (100, [M+Cl]).
Berechnet fiir C32Hs3NOsS: C (68.17), H (9.48), N (2.48), S (5.69); gefunden: C (68.03), H
(9.48), N (2.34), S (6.39).

8.3.12 1,8-Octyldisulfamat 12
1,8-Octandiol (200 mg, 1.37 mmol)

0]

wird gemafd Methode 8.3.5 mit HZN_!_ i

[e] 2 4 6 8
N NG NN \O_L!_NHZ

Sulfamylchlorid (460 mg, 4.0 mmol) o 1 I

in DMA (2.5 mL) umgesetzt. Die

Reinigung des Rohprodukts erfolgt mit Petrolether / Essigester 7:3 als Laufmittel. Es
entsteht 12 (352 mg, 1.16 mmol, 84%) als weifdes Pulver.

CAS 98296-10-7

1H (500 MHz, dmso-de): 7.35 (s, 4H, N1H2 + N2H>), 3.98 (t, 4H, 3/u.u = 6.5 Hz, C1H> +
C8H:), 1.61 (m, 4H, C2H2 + C7Hz), 1.30 (m, 8H, C3H2 + C4H> + C5H2 + C6H>).

13C (125 MHz, dmso-ds): 69.5 (C1 + (8), 28.8 (C4 + C5), 28.7 (C2 + C7), 25.4 (C3 + C6).
ESI-MS (+) (CgH20N206Sz, M = 304.08): 327.07 (100 [M+Na]*).

Berechnet flir CgH20N206S2: C (31.57), H (6.62), N (9.20), S (21.07); gefunden: C (32.01),
H (6.63), N (9.22), S (20.69).

8.3.13 1-Octylsulfamat 13
1-Octanol (0.2 mL, 163 mg, 1.25 mmol) |Ci

wird in DMA (2 mL) gelost und mit yN—5
Sulfamylchlorid (200 mg, 1.73 mmol) o

I NP W e
13

entsprechend Methode 8.3.5 umgesetzt.

Das Produkt wird iiber Saulenchromatografie mit Petrolether / Essigester 8:2 gereinigt.
13 (97 mg, 0.46 mmol, 37%) entsteht als weifder, wachsartiger Feststoff.

CAS 282725-75-1

1H (400 MHz, dmso-de): 7.35 (s, 2H, NH2), 3.98 (t, 2H, 3Jus = 6.5 Hz, C1H2), 1.61 (m, 2H,
C2H,), 1.24 (m, 10H, C3Hz + C4Hz + C5H, + C6Hy + C7Hz), 0.85 (t, 3H, 3Jun = 6.8 Hz, C8Hs).
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13C (100 MHz, dmso-de): 69.4 (C1), 31.6 (C6), 29.0 (C5), 28.9 (C4), 28.8 (C2), 25.5 (C3),
22.5(C7), 14.4 (C8).

ESI-MS (+) (CsHioNOs3S, M = 209.11): 231.88 (100, [M+Na]*), 263.62 (49,
[M+Na+MeOH]*).

ESI-MS (-) (CsH19NO3S, M = 209.11): 95.97 (58, [H2NS03]), 208.07 (100, [M-H]").
Berechnet fiir CsH19NO3S: C (45.91), H (9.15), N (6.69), S (15.32); gefunden: C (47.54), H
(9.33), N (6.32), S (14.03).

8.3.14 Generelle Synthese der Betulinhalbester

Der entsprechende Alkohol wird mit einen fiinffachen Uberschuss des entsprechenden
Saureanhydrids und einer stochiometrischen Menge an DMAP in Pyridin geldst. Das
Gemisch wird 2 h unter Riickfluss gekocht und weiter bei RT iiber Nacht geriihrt,
anschlieflend in kraftig geriihrtes Eiswasser (400 mL) gegossen. 10%ige Salzsiaure
(50 mL) wird hinzugegeben und die entstandene Suspension zweimal mit Essigester
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na;SO4 getrocknet und
das Losungsmittel wird abgezogen. Die Reinigung erfolgt tiber Sdaulenchromatografie.
Abschliefend wird das gereinigte Produkt nochmals in Essigester (10 mL)
aufgenommen und mit 3%iger Salzsaure (10 mL) gewaschen, die organische Phase iiber

Na;S04 getrocknet, und das Losungsmittel abgezogen.

8.3.15 4-((35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-yloxy)-4-oxobutansaure 14

1 (2.0 g, 4.52 mmol), Bernstein- 7/9
sdureanhydrid (2.0 g, 20.0 mmaol) s00—2%, .
19—
und DMAP (560 mg, 4.58 mmol) [ )
11/12\1 /18\17/ 0
werden in Pyridin (25 mL) gemaf3 s | 2 |2 e
1 9

Ol —— ©

Methode 8.3.14 umgesetzt. ﬁ T 1
NN N N N

| Z

o 23 24

Gereinigt wird das Rohprodukt
tiber Saulenchromatografie mit
DCM / Methanol 15:1. Es entsteht 14 (1.48 g, 2.53 mmol, 56%) als weifer, amorpher
Feststoff.

CAS 887906-42-5

1H (400 MHz, dmso-ds): 12.15 (s, br, 1H, COOH), 4.68 (d, 1H, ZJuu = 1.9 Hz, C29H), 4.55
(d, 1H, C29H), 4.36 (dd, 1H, 3Ju.n = 11.2 Hz + 4.8 Hz, C3H), 4.24 (d, 1H, ¥un = 11.1 Hz,
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C28H), 3.74 (d, 1H, 2Ju.u = 11.0 Hz, C28H), 2.47 (m, 5H, C19H + C2'H> + C3'Hz), 2.07 (s, 3H,
C2"Hs3), 2.00-0.77 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 173.8 (€4"), 172.0 (C1"), 171.1 (€1™), 150.3 (€20), 110.4 (C29),
80.4 (C3), 62.0 (€28), 55.3 (C5), 49.9 (€9), 48.6 (C18),47.5 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14),
40.8 (€8), 38.2 (€4), 37.9 (C1), 37.5 (€13), 37.0 (C10), 34.5 (C7), 34.1 (€22), 29.7 (€C21),
29.6 (€C3"), 29.4 (C16), 29.2 (€2"), 28.0 (€23), 27.1 (C15), 25.2 (€12), 23.8 (€2), 21.2 (€2"),
20.8 (C11),19.2 (€30), 18.2 (€6), 16.8 (C24), 16.2 (C25), 16.0 (€26), 14.9 (€C27).

ESI-MS (-) (C36Hs606, M = 584.41): 584.16 (100, [M-H]), 1167.73 (96, [2M-H]).
Berechnet fiir C36Hs606: C (73.93), H (9.65); gefunden: C (71.63), H (9.42).

8.3.16 5-((35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-vloxy)-5-oxopentansiure 15

1 (500 mg 1.13 mmol), 7/9
Glutarsidureanhydrid (630 mg, 30/20/”';9,,21

\
5.52 mmol) und DMAP (140 mg, e /18/\ Y o

1.15 mmol) werden gemaf3

Methode 8.3.14 in Pyridin (10 mL)

(|)| |Ci 2 10

_ o e N TN N
umgesetzt. Die Reinigung erfolgt

mit DCM / Methanol / NEt3 15:1:0.03. Es entsteht 15 (336 mg, 0.56 mmol, 50%) als

15

weifder, amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-ds): 4.67 (d, 1H, C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.36 (dd, 1H, 3/Jy.u = 11.1
Hz + 4.9 Hz, C3H), 4.22 (d, 1H, %Ju.u = 11.0 Hz, C28H), 3.74 (d, 1H, %/Ju.u = 11.3 Hz, C28H),
2.43 (m, 1H, C19H), 2.29 (m, 2H, C3'H2), 2.21 (t, 2H, 3/u.x = 7.4 Hz, C4'H2), 1.99 (s, 3H,
C2"H3), 1.71 (t, 2H, 3/u-n = 7.3 Hz, C2'H2), 1.94-0.77 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 174.4 (C5'), 172.5 (€1"), 171.0 (C1™), 150.2 (€20), 110.3 (€29),
80.3 (€3), 61.9 (€28), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (C18),47.5 (C19), 46.4 (C17), 42.7 (C14),
40.9 (C8), 38.2 (€1), 37.8 (C4), 37.5 (€13), 37.0 (C10), 34.5 (C7), 34.0 (€C22), 33.6 (C2"),
33.2 (€4"), 29.7 (€21), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (€15), 25.1 (C12), 23.8 (€2), 21.1
(€2"), 20.8 (C11), 20.6 (C3"), 19.2 (€C30), 18.2 (C6), 16.8 (€24), 16.2 (C25), 16.0 (C26),
14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C37Hs5806, M = 598.42): 467.27 (30, [M-HOOC(CH2)3C00]*), 621.27 (100,
[M+Na]*).

ESI-MS (-) (C37Hs806, M = 598.42): 597.27 (100, [M-H]"), 643.13 (51, [M+HCO2]).
Berechnet fiir C37Hs80¢: C (74.21), H (9.76); gefunden: C (74.01), H (9.60).
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8.3.17 4-((35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-yloxy)-2-methyl-4-oxobutansiure 16 und
4-((35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-vloxy)-3-methyl-4-oxobutansiure 17

1 (1.0 g 226 mmol), 7/9
Methylbernsteinsdureanhydrid 30—2%, .
19—
(1.26 g 11.0 mmol) und DMAP PR
11/ Tt \17/ /0\ /2“

(280 mg, 2.30 mmol) werden s | 2 | |\zs 1”

1 9 14 16
nach Methode 8.3.14 in Pyridin 4i |o| T/ \1%/ \%/5\15

27

(15 mL) umgesetzt. Die HO\S,/3'\2./1'\0/3\/4_(5\6/7 16
Aufreinigung erfolgt mit DCM / cl 23 3

Methanol / NEt3 19:1:0.04. Es entstehen 16 (403 mg, 0.67 mmol, 30%) und 17 (165 mg,
0.28 mmol, 12%) als weifde, amorphe Feststoffe.

Analyse von 16:

1H (400 MHz, dmso-de): 4.67 (d, 1H, C29H), 4.54 (d, C29H), 4.35 (dd, 1H, 3Ju-n =11.1 Hz +
4.8 Hz, C3H), 4.23 (d, 1H, %Ju.u = 11.1 Hz, C28H), 3.73 (d, 1H, ¥Ju-u = 11.1 Hz, C28H), 2.68
(m, 1H, C3'H), 2.54 (m, 1H, C2'H), 2.43 (m, 1H, C19H), 2.34 (m, 1H, C2'H), 1.99 (s, 3H,
C2"H3),1.08 (d, 3H, 3/u.n = 7.2 Hz, C4'H3), 1.94-0.76 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 176.7 (€5"), 171.5 (C1"), 171.0 (C1™), 150.2 (€20), 110.3 (€29),
80.4 (€3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.4 (C17), 42.7 (C14),
40.8 (€8), 38.2 (C1), 38.1 (€2"), 37.8 (€4), 37.5 (€13), 37.0 (€10), 35.9 (€3"), 34.5 (C7),
34.0 (C22), 29.7 (€21), 29.5 (C16), 28.0 (€23), 27.1 (C15), 25.1 (€12), 23.7 (C2), 21.1
(€2™), 20.8 (€11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 17.2 (C4"), 16.8 (C24), 16.2 (C25), 16.0 (C26),
14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C37Hs5806, M = 598.42): 467.27 (31, [M-CsH704]*), 621.33 (100, [M+Na]*).
ESI-MS (-) (C37Hs806, M = 598.42): 597.27 (100, [M-H]"), 643.07 (73, [M+HCOz]"), 665.27
(21, [M+NaCOz]).

Berechnet fiir C37Hs80¢: C (74.21), H (9.76); gefunden: C (73.09), H (9.62).

Analyse von 17: 30/20/4,_‘
1H (400 MHz, dmso-ds): 4.67 (d, Y
1H, Zn = 1.7 Hz, C29H), 4.54 I
(d, 1H, C29H), 4.34 (dd, 1H, 3. NS 9\!/”;\15/16 ”
h=114Hz + 48 Hz C3H), 423 o /1“\0 /l\ 1\6 /l N ,

[ 4%
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(d, 1H, ?Ju-u = 11.1 Hz, C28H), 3.73 (d, 1H, ?/u-n = 11.1 Hz, C28H), 2.69 (m, 1H, C2'H), 2.45
(m, 1H, C4'H), 2.43 (m, 1H, C19H), 2.31 (m, 1H, C4'H), 1.99 (s, 3H, C2"H3), 1.10 (d, 3H, 3Ju-
n =7.1 Hz, C3'H3), 1.94-0.76 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 174.8 (C1"), 173.4 (C5"), 171.1 (€C1™), 150.2 (€20), 110.4 (C29),
80.2 (C3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (C18),47.5 (C19), 46.4 (C17), 42.7 (C14),
40.8 (€8), 38.1 (C1), 37.9 (C4), 37.8 (C4"), 37.5 (€13), 37.0 (C10), 36.2 (C2"), 34.5 (C7),
34.0 (€22), 29.7 (€21), 29.4 (C16), 28.0 (C23), 27.1 (C15), 25.1 (C12), 23.7 (€2), 21.1
(€2™M), 20.8 (C11), 19.2 (€30), 18.1 (C6), 17.4 (€3"), 16.8 (€C24), 16.2 (C25), 16.0 (C26),
14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C37Hs5806, M = 598.42): 467.27 (43, [M-CsH704]*), 621.33 (100, [M+Na]*),
637.33 (22, [M+K]*).

ESI-MS (-) (C37Hs806, M = 598.42): 597.33 (100, [M-H]"), 643.00 (59, [M+HCO2]).
Berechnet fiir C37Hs80¢: C (74.21), H (9.76); gefunden: C (74.36), H (9.80).

8.3.18 4-((35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-vloxy)-4-oxobutansiure 18

3 (1.0 g 2.26 mmol), Bernstein- 7/9
saureanhydrid (1.1 g, 11.0 mmol) 3°/20/”’;9,,21
o
und DMAP (300 mg, 2.46 mmol) e /w/\ Vi |
11 13 17\28/0\1I/2'\3I/4'\0H

werden gemiafl Methode 8.3.14 in D |

o 2/1\1(')/9\!/142\15/16
Pyridin (15 mL) umgesetzt. Die I | | | 27

o N NN 18

Reinigung erfolgt mit DCM /

%

23 24

Methanol / NEt3 15:1:0.03 als
Laufmittel. 18 (888 mg, 1.52 mmol, 67%) entsteht als weifder, amorpher Feststoff.
CAS 297172-70-4

1H (500 MHz, dmso-ds): 4.69 (d, 1H, C29H), 4.55 (d, 1H, C29H), 4.36 (dd, 1H, 3Jun = 11.2
Hz + 4.6 Hz, C3H), 4.24 (d, 1H, ZJus = 11.0 Hz, C28H), 3.77 (d, 1H, ¥us = 10.9 Hz, C28H),
2.45 (m, 5H, C19H + C2'H; + C3'Hz), 1.97 (s, 3H, C2""H3), 1.90-0.79 (42H).

13C (125 MHz, dmso-de): 173.9 (C4"), 172.7 (C1'), 170.4 (C1"), 150.2 (€20), 110.3 (C29),
80.3 (€3), 62.0 (€28), 55.1 (C5), 50.0 (C9), 48.7 (C18), 47.5 (C19), 46.6 (C17), 42.7 (C14),
40.9 (€8), 38.3 (C1), 37.8 (C4), 37.5 (C13), 37.0 (C10), 34.5 (C7), 34.1 (€22), 29.7 (C21),
29.5 (C16), 29.5 (€3"), 29.5 (€2"), 28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.2 (C12), 23.8 (C2), 21.4 (C2"),
20.8 (C11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.8 (C24), 16.3 (€25), 16.0 (C26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C36Hs606, M = 584.41): 607.33 (100, [M+Na]*).
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ESI-MS (-) (C36Hs606, M = 584.41): 583.20 (100, [M-H]").
Berechnet fiir C36Hs606: C (73.93), H (9.65); gefunden: C (72.05), H (9.42).

8.3.19 5-((35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-yloxy)-5-oxopentansiure 19

Gemafd Methode 8.3.14 werden 7/9
3 (500 mg 1.13 mmol), 30—, .
Glutarsaureanhydrid (630 mg, P >2
11/ S \17 o

552 mmol) und DMAP 2 | zi | | 1 ¥ 5”

1 9 14 Pl
(140 mg, 1.15 mmol) in Pyridin ﬁ T/ \“i/ \T/2§\15 ©
(10 mL) umgesetzt. Das »~ \0/3\4,f5\6/7 19

Rohprodukt wird chromato- =

grafisch mit DCM / Methanol / NEt3 15:1:0.03 gereinigt. 19 (424 mg, 0.71 mmol, 63%)

entsteht als weifder, amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-de): 4.67 (d, 2Ju.u = 1.4 Hz, C29H), 4.53 (d, C29H), 4.34 (dd, 3/u-u =
11.1 Hz + 4.8 Hz, C3H), 4.25 (d, ¥uu = 11.1 Hz, C28H), 3.75 (d, 2/u-u = 11.0 Hz, C28H),
2.42 (m, C19H), 2.32 (m, C3'Hz), 2.21 (t, 3Ju-u = 7.4 Hz, C4'H2), 1.96 (s, C2"H3), 1.72 (t, 3]n-
n="7.3 Hz, C2'H2), 1.92-0.77 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 174.4 (€5"), 173.1 (C1"), 170.4 (C1™), 150.2 (€20), 110.3 (€29),
80.3 (€3), 61.9 (€28), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (C18),47.5 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14),
40.8 (€8), 38.3 (C1), 37.8 (C4), 37.5 (€13), 37.0 (C10), 34.5 (C7), 34.0 (€22), 33.3 (C2"),
33.2 (€4"), 29.7 (€21), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (€C15), 25.2 (C12), 23.8 (€2), 21.3
(€2™), 20.8 (C11), 20.5 (€3"), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.8 (€24), 16.2 (C25), 16.0 (C26),
14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C37Hs806, M = 598.42): 621.40 (100, [M+Na]*).

ESI-MS (-) (C37Hs806, M = 598.42): 597.27 (100, [M-H]"), 643.00 (22, [M+HCO2]).
Berechnet fiir C37Hs80¢: C (74.21), H (9.76); gefunden C (72.96), H (9.63).
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8.3.20 4-((35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-vloxy)-2-methyl-4-oxobutansiure 20 und
4-((35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-yloxy)-3-methyl-4-oxobutansdure 21
3 (1.0 g 226 mmol),

Methylbernsteinsdureanhydrid 30/20//{
(1.26 g 11.0 mmol) und DMAP TN T|

12 18 2
(280 mg, 2.30 mmol) werden N 1|1/26 \17/ \17\28/0\1,/2'\3/5\OH
gemif Methode 8.3.14 in Pyridin o 2/1\1!/9\!/1;‘\15/16 “ 4'

: [— | | 2

(15 mL) umgesetzt. Die 2"/1--\0/3\4‘/5\6/7 20
Reinigung erfolgt mit DCM / 23124

Methanol / NEt3 19:1:0.04 als Laufmittel. Es entstehen 20 (375 mg, 0.63 mmol, 28%)
und 21 (174 mg, 0.29 mmol, 13%) als weifde, amorphe Feststoffe.

Analyse von 20:

1H (400 MHz, dmso-de): 4.67 (d, 1H, ?/u-x = 1.4 Hz, C29H), 4.53 (d, 1H, C29H), 4.34 (dd,
1H, 3/u.u = 11.1 Hz + 4.8 Hz, C3H), 4.23 (d, 1H, 2/uu = 11.0 Hz, C28H), 3.74 (d, 1H, 2/Ju.u =
11.0 Hz, C28H), 2.69 (m, 1H, C3'H), 2.56 (m, 1H, C2'H), 2.41 (m, 1H, C19H), 2.38 (m, 1H,
C2'H), 1.96 (s, 3H, C2"H3), 1.08 (d, 3H, 3Ju-n = 7.0 Hz, C4'H3), 1.94-0.77 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 176.7 (€5"), 172.1 (C1"), 170.5 (€1™), 150.2 (€20), 110.3 (€29),
80.3 (€3), 62.1 (€28), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.5 (C17), 42.7 (C14),
40.9 (€8), 38.2 (C1), 37.8 (C4), 37.7 (C2"), 37.5 (€13), 37.0 (€10), 35.8 (€3"), 34.5 (C7),
34.0 (C22), 29.6 (€21), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.2 (C12), 23.8 (C2), 21.4
(€2™), 20.8 (€11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 17.3 (C4"), 16.8 (C24), 16.3 (C25), 16.0 (C26),
14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C37Hs806, M = 598.42): 621.40 (100, [M+Na]*).

ESI-MS (-) (C37Hs806, M = 598.42): 597.27 (100, [M-H]"), 642.93 (21, [M+HCO2]).
Berechnet fiir C37Hs80¢: C (74.21), H (9.76); gefunden: C (74.36), H (9.94).

Analyse von 21: s0—2%,

1H (500 MHz, dmso-de): 4.70 (d, / 3 0

1H, C29H), 4.55 (d, 1H, C29H), w | R N VL
4.36 (dd, 1H, 3]H_H =11.6 Hz + 4.6 ﬁ 2|/1\1%/9\%/1g\15/16 “
27
Hz, C3H), 425 (m, 1H, C28H), '\ A~ -~ 21
3.75 (m, 1H, C28H), 2.76 (m, 1H, 4%
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C2'H), 2.50 (m, 1H, C4'H), 2.45 (m, 1H, C19H), 2.37 (m, 1H, C4'H), 1.98 (s, 3H, C2"'H3),
1.11 (d, 3H, 3Ju-u = 7.0 Hz, C3'H3), 1.92-0.79 (42H).

13C (125 MHz, dmso-de): 175.4 (C1"), 173.3 (€5"), 170.5 (€1™), 150.3 (€20), 110.3 (€29),
80.3 (C3), 62.1 (€28), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.7 (C18), 47.5 (C19), 46.6 (C17), 42.7 (C14),
40.9 (€8), 38.2 (C1), 37.8 (C4), 37.7 (C4"), 37.5 (€13), 37.0 (€10), 36.0 (C2"), 34.4 (C7),
34.0 (€22), 29.7 (€21), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.2 (€12), 23.8 (C2), 21.4
(€2™), 20.8 (€11), 19.3 (€30), 18.2 (C6), 17.3 (€3"), 16.9 (€24), 16.3 (C25), 16.0 (C26),
14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C37Hs806, M = 598.42): 621.40 (100, [M+Na]*).

ESI-MS (-) (C37Hs806, M = 598.42): 597.20 (100, [M-H]").

Berechnet fiir C37Hs80¢: C (74.21), H (9.76); gefunden: C (72.39), H (9.60).

8.3.21 Generelle Synthese der Amidoalkohole und Sulfonamide

Die entsprechende Carbonsiure wird zusammen mit einem Uberschuss DIPEA in DMF
(3 mL) geldst. Unter Riihren wird bei RT zunachst eine stochiometrische Menge an HOBt,
gelost in DMF (2 mL), hinzugetropft, anschliefiend eine stochiometrische Menge an
HATU, gelost in DMF (3 mL), und nach einer Aktivierungszeit von 10 min eine
stochiometrische Menge des jeweiligen Amins, gelést in DMF (2 mL). Die
Reaktionslosung wird iiber Nacht geriihrt, dann wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck abgezogen. Der Riickstand wird in Essigester (60 mL)
aufgenommen und zundchst mit 5%iger Salzsdure (50 mL), dann mit K2CO3-Losung
(50 mL) gewaschen. Die organische Phase wird iliber Na:SOs getrocknet, das
Losungsmittel abgezogen und das verbliebene Produkt chromatografisch mit DCM /

Methanol 15:1 als Laufmittel gereinigt.
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8.3.22 4-((35)-28-Acetyloxylu

20(29)-en-3-yloxy)-4-oxobutansiure-

(2-hydroxyethyllamid 22

o} 2 10
e A
N \4|,/ N N NN

o) 23 24
14 (250 mg, 0.43 mmol) wird gemaf Methode 8.3.21 mit DIPEA (75 pL, 56.9 mg,
0.44 mmol), HOBt (57.7 mg, 0.43 mmol), HATU (162 mg, 0.43 mmol) und
2-Aminoethanol (27 pL, 27.5 mg, 0.45 mmol) umgesetzt. Es entsteht 22 (194 mg,

0.31 mmol, 72%) als weifder, amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-de): 7.81 (t, 1H, 3Ju.u = 5.6 Hz, CONH), 4.68 (d, 1H, %/Ju.u = 2.0 Hz,
C29H), 4.61 (t, 1H, 3Ju.x = 5.5 Hz, OH), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.34 (dd, 1H, 3Jyn = 11.3 Hz +
4.9 Hz, C3H), 4.23 (d, 1H, %/Jy.u = 10.9 Hz, C28H), 3.74 (d, 1H, ¥Ju.u = 11.1 Hz, C28H), 3.35
(m, 2H, C5'Hz), 3.07 (m, 2H, C6'Hz), 2.44 (m, 3H, C19H + C2'H>), 2.33 (m, 2H, C3'Hz), 2.00
(s, 3H, C2"H3), 1.88-0.76 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 172.3 (€C1"), 171.2 (C4"), 171.1 (C1™), 150.2 (C20), 110.4 (C29),
80.3 (€3), 62.0 (€28), 60.3 (€5"), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.5 (C17),
42.7 (C14), 41.9 (C6"), 40.9 (€8), 38.2 (€C1), 37.9 (C4), 37.5 (€C13), 37.0 (€10), 34.5 (C7),
34.0 (€22), 30.4 (€3"), 29.9 (€2"), 29.7 (€21), 29.5 (C16), 28.0 (€23), 27.1 (C15), 25.2
(€12), 23.8 (€2), 21.1 (€2™), 20.8 (C11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.8 (€24), 16.3 (C25),
16.0 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C3sH61NOg, M = 627.45): 651.38 (100, [M+Na]*), 1277.81 (68, [2ZM+Na]*).
ESI-MS (-) (C38H61NOs, M = 627.45): 662.98 (38, [M+Cl]), 1290.50 (66, [2M+Cl]’).
Berechnet fiir C3sHe1NOe¢: C (72.69), H (9.79), N (2.23); gefunden: C (71.62), H (9.77), N
(1.93).
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8.3.23 4-((3S5)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-yloxy)-4-oxobutansdure-
(2-hydroxyethyllamid 23

29
/
30—,
jg—21

(e}
/12 18\ /22 \ ” 3
o 1 \T/ 11\28/0\1,/2\3,/4\E/S\G./O”
; T/1\1%/9\8/“é\15/6 l
27
2"/1"\0/3\4»/5\6/7 23

18 (250 mg, 0.43 mmol) wird entsprechend Methode 8.3.21 mit DIPEA (100 pL, 76.0 mg,
0.59 mmol), HOBt (57.7 mg, 0.43 mmol), HATU (162 mg, 0.43 mmol) und
2-Aminoethanol (27 pL, 27.5 mg, 0.43 mmol) zur Reaktion gebracht. Es entsteht 23
(210 mg, 0.33 mmol, 78%), ein weifder, amorpher Feststoff.

1H (500 MHz, dmso-de): 7.82 (t, 1H, 3/u.u = 5.6 Hz, CONH), 4.68 (d, 1H, 2Ju.u = 1.7 Hz,
C29H), 4.60 (t, 1H, 3Ju.u = 5.5 Hz, OH), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.34 (dd, 1H, 3/s.n = 11.5 Hz +
4.6 Hz, C3H), 4.22 (d, 1H, 2Jy.u = 11.0 Hz, C28H), 3.73 (d, 1H, 2/u-n = 11.1 Hz, C28H), 3.33
(m, 2H, C5'H2), 3.07 (m, 2H, C6'H2), 2.48 (m, 2H, C2'H>), 2.43 (m, 1H, C19H), 2.34 (t, 2H,
3Ju-n = 6.7 Hz, C3'H2), 1.97 (s, 3H, C2"H3), 1.90-0.78 (42H).

13C (125 MHz, dmso-ds): 173.0 (C1'), 171.2 (C4"), 170.6 (€1"), 150.3 (€20), 110.4 (C29),
80.4 (C3), 62.0 (€28), 60.3 (€5"), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.7 (C18), 47.5 (C19), 46.6 (C17),
42.7 (C14),41.9 (C6"), 40.9 (€8), 38.2 (€1),37.8 (C4),37.5 (€13), 37.0 (€10), 34.5 (C7),
34.0 (€22),30.3 (€3"), 29.7 (€2"), 29.6 (€21), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.2
(€12),23.8 (C2),21.4 (€2"), 20.7 (C11),19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.9 (C24), 16.3 (C25),
16.0 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C38H61NOs, M = 627.45): 650.47 (100, [M+Na]*).

Berechnet fiir C3g8Hs1NOs: C (72.69), H (9.79), N (2.23); gefunden: C (72.14), H (9.65), N
(2.13).
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8.3.24 N,N'-Bis[4-((3S5)-28-acetyloxylup-20(29)-en-3-yloxy)-1,4-dioxobut-1-yl]-

2-(2-hydroxyethylamino)ethylamin 24

\
PPN 22
o 32
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14 (250 mg, 0.43 mmol) wird gemafd Methode 8.3.21 mit DIPEA (75 pL, 56.9 mg,
0.44 mmol), HOBt (57.7 mg, 0.43 mmol), HATU (162 mg, 0.43 mmol) und
2-(2-Aminoethylamino)-ethanol (45 pL, 45.8 mg, 0.44 mmol) umgesetzt. Es entsteht 24
(116 mg, 0.094 mmol, 44%) als weifdlicher, amorpher Feststoff.

1H (500 MHz, dmso-ds): 7.80 (m, 1H, CONH), 4.69 (d, 2H, C29H + C29'H), 4.56 (d, 2H,
C29H + C29'H), 4.35 (m, 2H, C3H + C3'H), 4.25 (m, 2H, C28H + C28'H), 3.75 (d, 2H, 2Jn =
10.9 Hz, C28H + C28'H), 3,45 (m, 2H, C7"Hz), 3.30 (m, 2H, C5"H>), 3.10 (m, 2H, C8"Hy),
2.54 (m, 2H, C6"Hz), 2.46 (m, 6H, C19H + C19'H + C2"H; + C11"Hz), 2.34 (m, 4H, C3"Ha +
C10"Hz), 2.01 (s, 6H, C32H3 + C32H3), 1.95-0.77 (84H).

13C (125 MHz, dmso-de): 172.4 (C1" + €12, 171.7 (€9"), 171.1 (€31 + €31, 171.1
(C4™), 150.3 (€20 + €20'), 110.4 (€29 + €29"), 80.3 (C3 + C3'), 62.0 (€28 + €28"), 60.8
(€8"), 59.3 (€5"), 55.1 (€5 + €5"), 51.9 (C7"), 50.0 (C9 + C9'), 49.0 (C6"), 48.6 (C18 +
C18"), 47.5 (C19 + C19"), 46.5 (C17 + C17"), 42.7 (C14 + C14"), 40.9 (C8 + C8"), 38.2 (C1 +
€17, 37.9 (C4 + C4), 37.5 (C13 + C13"), 37.0 (C10 + C10"), 34.5 (C7 + C7'), 34.1 (C22 +
€22, 30.4 (C3" + €10"), 30.0 (C2" + C11"), 29.7 (C21 + €21"), 29.5 (C16 + C16'), 28.1
(€23 + €23"), 27.1 (C15 + C15"), 25.2 (C12 + C12'), 23.8 (C2 + €2"), 21.2 (€32 + €32'), 20.8
(C11+ C11"), 19.2 (€30 + €30"), 18.2 (C6 + C6"), 16.9 (C24 + C24"), 16.3 (€25 + 25", 16.0
(C26 + C26'), 14.9 (C27 + C27").

ESI-MS (+) (C76H120N2011, M = 1236.89): 1237.40 (61, [M+H]*), 1259.73 (100, [M+Na]*).
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Berechnet flir C7¢H120N2011: C (73.75), H (9.77), N (2.26); gefunden: C (72.56), H (9.50),
N (2.29).

8.3.25 N,N'-Bis[4-((3S5)-3-acetyloxylup-20(29)-en-28-yloxy)-1,4-dioxobut-1-yl]-

2-(2-hydroxyethylamino)ethylamin 25

x ]1 2 WT 11\28/0\1"/2\3 N
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z o

JoT e, |
327" \o/ \4_,/ 7 // N
% a0 =% 0 10"—9 n
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25 | 26' ‘\28‘
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| | | | 27 25

18 (200 mg, 0.34 mmol) wird nach Methode 8.3.21 umgesetzt mit DIPEA (60 uL,
45.6 mg, 0.35 mmol), HOBt (46.2 mg, 0.34 mmol), HATU (130 mg, 0.34 mmol) und
2-(2-Aminoethylamino)ethanol (35 pL, 35.6 mg, 0.34 mmol). Das Produkt ist 25
(102 mg, 0.082 mmol, 48%), ein weifdlicher, amorpher Feststoff.

1H (500 MHz, dmso-de): 7.80 (t, 1H, 3Jus = 5.8 Hz, CONH), 4.67 (d, 2H, C29H + C29'H),
4.64 (t, 1H, 3Jun = 5.4 Hz, OH), 4.54 (d, 2H, C29H + C29'H), 4.34 (dd, 2H, 3Jun = 11.5 Hz +
4.7 Hz, C3H + C3H'), 4.21 (m, 2H, C28H + C28H"), 3.73 (d, 2H, 2Jun = 10.9 Hz, C28H +
C28'H), 3.41 (m, 2H, C7"Hz), 3.26 (m, 2H, C5"Hz), 3.10 (m, 2H, C8"Hz), 2.55 (m, 2H,
C6"Ha), 2.48 (m, 4H, C2"H, + C11"Hs,), 2.42 (m, 2H, C19H + C19'H), 2.30 (t, 4H, 3Jun = 6.9
Hz, C3"Hz + C10"H,), 1.96 (s, 6H, C32H3 + C32'H3), 1.90-0.77 (84H).

13C (125 MHz, dsmo-de): 173.0 (C1" + C12"), 171.6 (€9"), 171.2 (C4"), 170.5 (C31 +
€31"), 150.2 (€20 + €20"), 110.3 (C29 + €29"), 80.3 (C3 + C3'), 61.9 (€28 + €28"), 60.2
(€8, 59.3 (€5'), 55.1 (C5 + €5"), 50.3 (C7"), 50.0 (€9 + €9'), 8.7 (C18 + C18"), 48.6 (C6"),
47.5 (C19 + C19'), 46.6 (C17 + C17"), 42.7 (C14 + C14"), 40.9 (C8 + C8'), 38.2 (C4 + C4"),
37.8 (C1 + C1"), 37.5 (C13 + C13"), 37.0 (C10 + C10"), 34.5 (C7 + C7'), 34.0 (C22 + C22"),
30.4 (€3" + €10"), 30.3 (C2" + C11"), 29.6 (C21 + C21'), 29.5 (C16 + C16"), 28.1 (€23 +
€23"),27.1 (C15 + C15"), 25.2 (C12 + C12"), 23.8 (C2 + €2'), 21.4 (C32 + €32"), 20.8 (C11 +
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C11'),19.2 (C30 + €30'), 18.2 (C6 + C6'), 16.8 (€24 + C24"), 16.3 (€25 + €25'), 16.0 (C26 +
C26'), 14.9 (C27 + C27").

ESI-MS (+) (C76H120N2011, M = 1236.89): 1237.53 (24, [M+H]*), 1259.73 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C76H120N2011: C (73.75), H (9.77), N (2.26); gefunden C (72.68), H (9.65), N
(2.17).

8.3.26 4-((35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-yloxy)-4-oxobutansiure-
(2-amidosulfonethyl)amid 26

o} 0
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NG N TN \o/ \4;‘/ WY

Z
o 23 24
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HNT 26

o]

Entsprechend Methode 8.3.21 werden 14 (150 mg, 0.26 mmol), DIPEA (60 pL, 45.6 mg,
0.35 mmol), HOBt (34.6 mg, 0.26 mmol), HATU (97.3 mg, 0.26 mmol) und Taurinamid
(33.5 mg, 0.27 mmol) umgesetzt. Es entsteht 26 (159 mg, 0.23 mmol, 90%) als weifder,

amorpher Feststoff.

TH (500 MHz, dmso-ds): 8.00 (t, 1H, 3/u-u = 5.7 Hz, CONH), 6.83 (s, 2H, NH2), 4.67 (d, 1H,
C29H), 4.53 (d, 1H, C29H), 4.34 (dd, 1H, 3/u-n = 11.4 Hz + 4.6 Hz, C3H), 4.22 (d, 1H, ?/u-n =
11.0 Hz, C28H), 3.73 (d, 1H, ¥Ju-u = 11.0 Hz, C28H), 3.37 (m, 2H, C5'H>), 3.05 (t, 2H, 3/y.u =
7.3 Hz, C6'Hz), 2.46 (m, 2H, C2'H2), 2.42 (m, 1H, C19H), 2.33 (t, 2H, 3/u-x = 6.9 Hz, C3'H>),
1.99 (s, 3H, C2"H3), 1.90-0.75 (42H).

13C (125 MHz, dmso-de): 172.2 (C1"), 171.4 (C4"), 171.1 (C1"), 150.2 (€C20), 110.4 (C29),
80.3 (€3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 54.1 (€5"), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.4 (C17),
42.7 (C14), 40.9 (€8), 38.2 (C1), 37.9 (C4), 37.5 (C13), 37.0 (C10), 34.5 (C7), 34.5 (C6"),
34.0 (€22), 30.4 (€3"), 29.8 (€2"), 29.7 (€21), 29.4 (C16), 28.0 (€23), 27.1 (€15), 25.1
(€12), 23.8 (€2), 21.1 (€2™), 20.8 (C11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.8 (€24), 16.2 (C25),
16.0 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C38H62N207S, M = 690.43): 714.02 (94, [M+Na]*), 1403.44 (19, [2M+Na]*).
Berechnet fiir C3sHe2N207S: C (66.05), H (9.04), N (4.05), S (4.64); gefunden: C (66.47), H
(8.83), N (3.91), S (5.44).
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8.3.27 5-((35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-yloxy)-5-oxopentansiure-
(2-amidosulfonethyl)amid 27
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15 (150 mg, 0.25 mmol) wird gemaf Methode 8.3.21 mit DIPEA (60 pL, 45.6 mg,
0.35 mmol), HOBt (33.8 mg, 0.25 mmol), HATU (95.1 mg, 0.25 mmol) und Taurinamid
(31.1 mg, 0.25 mmol) zur Reaktion gebracht. Als Produkt fallt 27 (154 mg, 0.22 mmol,

87%) als weifder, amorpher Feststoff an.

1H (400 MHz, dmso-de): 4.67 (d, 1H, C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.36 (dd, 1H, 3/u.n = 11.1
Hz + 4.9 Hz, C3H), 4.22 (d, 1H, %Ju.u = 11.0 Hz, C28H), 3.74 (d, 1H, %/Ju.u = 11.3 Hz, C28H),
2.43 (m, 1H, C19H), 2.29 (m, 2H, C3'H2), 2.21 (t, 2H, 3/u-x = 7.4 Hz, C4'H2), 1.99 (s, 3H,
C2"H3), 1.71 (t, 2H, 3/u-n = 7.3 Hz, C2'H2), 1.94-0.77 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 174.4 (C5'), 172.5 (€1"), 171.0 (C1"), 150.2 (€20), 110.3 (€29),
80.3 (€3), 61.9 (€28), 55.1 (€5), 50.0 (€9), 48.6 (C18),47.5 (C19), 46.4 (C17), 42.7 (C14),
40.9 (C8), 38.2 (€1), 37.8 (C4), 37.5 (€13), 37.0 (C10), 34.5 (C7), 34.0 (€C22), 33.6 (C2"),
33.2 (€4"), 29.7 (€21), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.1 (C12), 23.8 (C2), 21.1
(€2"), 20.8 (C11), 20.6 (C3"), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.8 (€24), 16.2 (C25), 16.0 (C26),
14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C37Hs5806, M = 598.42): 467.27 (30, [M-HOOC(CH2)3C00]*), 621.27 (100,
[M+Na]*).

ESI-MS (-) (C37Hs806, M = 598.42): 597.27 (100, [M-H]"), 643.13 (51, [M+HCOz2]).
Berechnet fiir C37Hs80¢: C (74.21), H (9.76); gefunden: C (74.01), H (9.60).
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8.3.28 4-((35)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-yloxy)-3-methyl-4-oxobutansiure-
(2-amidosulfonethyl)amid 28
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16 (150 mg, 0.25 mmol) wird gemafd Methode 8.3.21 mit DIPEA (60 pL, 45.6 mg,
0.35 mmol), HOBt (33.8 mg, 0.25 mmol), HATU (95.1 mg, 0.25 mmol) und Taurinamid

(31.1 mg, 0.25 mmol) zur Reaktion gebracht. Es entsteht 28 (148 mg, 0.21 mmol, 84%)

N 00 ] >

~in

28

als weifder, amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-ds): 8.00 (t, 1H, 3/u.x = 5.1 Hz, CONH), 6.84 (s, 2H, NH2), 4.67 (d, 1H,
C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.33 (dd, 1H, 3/uy.n = 11.3 Hz + 4.6 Hz, C3H), 4.23 (d, 1H ¥Ju.u =
11.1 Hz, C28H), 3.73 (d, 1H, 3Ju.u = 11.0 Hz, C28H), 3.37 (m, 2H, C6'H>), 3.05 (t, 2H, 3/uu =
7.2 Hz, C7'Hz), 2.62 (m, 1H, C3'H), 2.55 (m, 1H, C2'H), 2.43 (m, 1H, C19H), 2.25 (m, 1H,
C2'H), 1.99 (s, 3H, C2"H3), 1.01 (d, 3H, 3/u-n = 6.8 Hz, C4'H3), 1.94-0.74 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 175.0 (€5"), 171.7 (€C1"), 171.1 (€1™), 150.2 (€20), 110.4 (C29),
80.4 (C3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 54.1 (C6"), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.5 (C17),
42.7 (C14), 40.9 (€8), 38.2 (C1), 38.2 (C2"), 37.8 (C4), 37.5 (C13), 37.0 (C10), 36.6 (C3"),
34.5 (C7), 34.5 (C7"), 34.0 (C22), 29.7 (€C21), 29.4 (C16), 28.0 (C23), 27.1 (€15), 25.1
(C12), 23.8 (C2), 21.1 (€2"), 20.8 (€11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 18.1 (C4"), 16.9 (C24), 16.3
(€25),16.0 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C39H64N207S, M = 704.44): 705.13 (29, [M+H]*), 727.40 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C39He4N207S: C (66.44), H (9.15), N (3.97), S (4.55); gefunden: C (65.91), H
(9.18), N (3.93), S (5.45).
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8.3.29 4-((3S5)-28-Acetyloxylup-20(29)-en-3-yloxy)-2-methyl-4-oxobutansiure-
(2-amidosulfonethyl)amid 29
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17 (100 mg, 0.17 mmol) wird nach Methode 8.3.21 umgesetzt mit DIPEA (40 uL,
30.4 mg, 0.24 mmol), HOBt (22.6 mg, 0.17 mmol), HATU (63.4 mg, 0.17 mmol) und
Taurinamid (20.4 mg, 0.17 mmol). Es entsteht 32 (88 mg, 0.12 mmol, 75%) als weifder,

/1é\15/16 l!

o
| 2

N 00 ] >

~in

o]

29

amorpher Feststoff.

1H (500 MHz, dmso-ds): 8.01 (t, 1H, 3/u.x = 5.6 Hz, CONH), 6.85 (s, 2H, NH2), 4.70 (d, 1H,
2Ju.u = 1.7 Hz, C29H), 4.56 (d, 1H, C29H), 4.35 (dd, 1H, 3Ju.u = 11.5 Hz + 4.5 Hz, C3H), 4.25
(d, 1H, ¥Ju-n = 11.0 Hz, C28H), 3.75 (d, 1H, ?/Ju-u = 11.1 Hz, C28H), 3.39 (m, 2H, C6'H>), 3.07
(t, 2H, 3/uu = 7.3 Hz, C7'Hz), 2.77 (m, 1H, C2'H), 2.44 (m, 2H, C19H + C4'H), 2.18 (m, 1H,
C4'H), 2.01 (s, 3H, C2"H3), 1.08 (d, 3H, 3/u-n = 7.2 Hz, C3'H3), 1.92-0.76 (42H).

13C (125 MHz, dmso-de): 174.9 (€1"), 171.1 (C1"), 170.9 (C5"), 150.2 (€20), 110.4 (C29),
80.2 (€3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 54.2 (C6"), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.5 (C17),
42.7 (C14), 40.9 (€8), 38.8 (C4"), 38.1 (C1), 37.9 (C4), 37.5 (C13), 37.1 (C10), 36.3 (C2"),
34.5 (C7), 34.5 (C7"), 34.0 (C22), 29.7 (€C21), 29.5 (C16), 28.1 (C23), 27.1 (C15), 25.2
(C12), 23.7 (C2), 21.8 (€2"), 20.8 (€11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 17.4 (C3"), 16.9 (C24), 16.3
(€25),16.1 (C26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C39H64N207S, M = 704.44): 705.13 (41, [M+H]*), 727.40 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C39He4N207S: C (66.44), H (9.15), N (3.97), S (4.55); gefunden: C (65.90), H
(9.61), N (3.75), S (4.63).
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8.3.30 4-((3S5)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-yloxy)-4-oxobutansdure-
(2-amidosulfonethyl)amid 30
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18 (150 mg, 0.26 mmol) wird nach Methode 8.3.21 zusammen mit DIPEA (60 pL,
45.6 mg, 0.35 mmol), HOBt (34.6 mg, 0.26 mmol), HATU (97.3 mg, 0.26 mmol) und
Taurinamid (33.5 mg, 0.27 mmol) umgesetzt. Es entsteht 30 (162 mg, 0.23 mmol, 92%)

als weifder, amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-ds): 8.00 (t, 1H, 3/u.n = 5.7 Hz, CONH), 6.84 (s, 2H, NH>), 4.68 (d, 1H,
C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.34 (dd, 1H, 3/u-n = 11.0 Hz + 4.8 Hz, C3H), 4.23 (d, 1H, ¥Ju-u =
11.2 Hz, C28H), 3.74 (d, 1H, ?Ju.n = 11.1 Hz, C28H), 3.39 (m, 2H, C5'H2), 3.05 (t, 2H, 3/yu =
7.3 Hz, C6'Hz), 2.50 (m, 2H, C2'H>), 2.43 (m, 1H, C19H), 2.34 (t, 2H, 3/u-n = 6.8 Hz, C3'H2),
1.97 (s, 3H, C2"Hs), 1.90-0.77 (42H).

13C (100 MHz, dmso-ds): 172.9 (C1"), 171.4 (C4"), 170.5 (C1™), 150.2 (€20), 110.4 (C29),
80.4 (C3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 54.1 (€5"), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.5 (C17),
42.7 (C14), 40.9 (€8), 38.2 (C1), 37.8 (C4), 37.5 (C13), 37.0 (C10), 34.5 (C6"), 34.5 (C7),
34.0 (€22), 30.3 (€3"), 29.6 (€21), 29.5 (C2"), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.2
(€12), 23.8 (C2), 21.4 (€2™), 20.7 (C11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.9 (C24), 16.3 (C25),
16.0 (€26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C3sHe2N207S, M = 690.43): 691.13 (22, [M+H]*), 713.40 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C3gsHe2N207S: C (66.05), H (9.04), N (4.05), S (4.64); gefunden: C (65.74), H
(8.96), N (3.96), S (6.25).
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8.3.31 5-((35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-yloxy)-5-oxopentansiure-
(2-amidosulfonethyl)amid 31
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19 (150 mg, 0.25 mmol) wird gemaf Methode 8.3.21 mit DIPEA (60 pL, 45.6 mg,
0.35 mmol), HOBt (33.8 mg, 0.25 mmol), HATU (95.1 mg, 0.25 mmol) und Taurinamid
(31.1 mg, 0.25 mmol) umgesetzt. Als Produkt entsteht 31 (147 mg, 0.21 mmol, 83%) als

weifder, amorpher Feststoff.

TH (400 MHz, dmso-ds): 7.93 (t, 1H, ?/u-u = 5.5 Hz, CONH), 6.83 (s, 2H, NH2), 4.68 (d, 1H,
C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.34 (dd, 1H, 3/u.u = 10.9 Hz + 4.6 Hz, C3H), 4.25 (d, 1H, ?/u-n =
11.0 Hz, C28H), 3.75 (d, 1H, ¥Ju-u = 11.1 Hz, C28H), 3.38 (m, 2H, C6'H>), 3.07 (t, 2H, 3Jy.u =
7.1 Hz, C7'Hz), 2.43 (m, 1H, C19H), 2.29 (m, 2H, C3'H>), 2.08 (t, 2H, 3/u.-n = 7.3 Hz, C4'H>),
1.96 (s, 3H, C2"H3), 1.72 (t, 2H, 3/u-n = 7.3 Hz, C2'H2), 1.92-0.77 (42H).

13C (100 MHz, dmso-de): 173.3 (€C1"), 172.2 (€5"), 170.5 (C1"), 150.2 (€20), 110.4 (C29),
80.3 (€3), 61.9 (€28), 55.1 (€5), 54.1 (C6"), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.5 (C17),
42.7 (C14), 40.9 (€8), 38.2 (C1), 37.8 (C4), 37.5 (C13), 37.0 (C10), 34.7 (C4"), 34.5 (C7),
34.4 (C7"), 34.0 (C22), 33.4 (C2"), 29.7 (€21), 29.5 (C16), 28.1 (€23), 27.1 (C15), 25.2
(€12), 23.8 (C2), 21.4 (€2"), 21.0 (€3"), 20.8 (C11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 16.8 (C24), 16.3
(€25),16.0 (C26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C39H64N207S, M = 704.44): 705.13 (18, [M+H]*), 727.40 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C39He4N207S: C (66.44), H (9.15), N (3.97), S (4.55); gefunden: C (66.32), H
(9.32), N (3.82), S (4.93).
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8.3.32 4-((35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-vloxy)-3-methyl-4-oxobutansiure-
(2-amidosulfonethyl)amid 32
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20 (150 mg, 0.25 mmol) wird gemafs Methode 8.3.21 mit DIPEA (60 pL, 45.6 mg,
0.35 mmol), HOBt (33.8 mg, 0.25 mmol), HATU (95.1 mg, 0.25 mmol) und Taurinamid
(31.1 mg, 0.25 mmol) umgesetzt. Das Produkt ist 29 (128 mg, 0.18 mmol, 73%), ein

weifder, amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-ds): 8.02 (t, 1H, 3/u.n = 5.6 Hz, CONH), 6.84 (s, 2H, NH>), 4.68 (d, 1H,
2Ju.n = 1.5 Hz, C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.35 (dd, 1H, 3/Jy.u = 11.2 Hz + 4.8 Hz, C3H), 4.22
(m, 1H, C28H), 3.73 (m, 1H, C28H), 3.38 (m, 2H, C6'H2), 3.05 (t, 2H, 3Ju.n = 7.2 Hz, C7'H2),
2.61 (m, 1H, C3'H), 2.58 (m, 1H, C2'H), 2.42 (m, 1H, C19H), 2.29 (m, 1H, C2'H), 1.97 (s, 3H,
C2"Hs3), 1.01 (d, 3H, 3/u-u = 6.7 Hz, C4'H3), 1.90-0.78 (42H).

13C (100 MHz, dmso-ds): 175.0 (€5'), 173.2 (€1"), 170.5 (C1™), 150.2 (€20), 110.4 (€29),
80.3 (€3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 54.1 (C6"), 50.0 (€9), 48.6 (C18), 47.5 (C19), 46.5 (C17),
42.7 (C14), 40.9 (€8), 38.2 (C1), 37.9 (€2"), 37.8 (C4), 37.5 (C13), 37.0 (C10), 36.4 (C3"),
34.5 (C7"), 34.5 (C7), 34.0 (C22), 29.6 (C21), 29.5 (C16), 28.1 (C23), 27.1 (C15), 25.2
(€12),23.8 (C2), 21.4 (€2"), 20.8 (€11), 19.2 (€30), 18.2 (C4"), 18.2 (C6), 16.8 (C24), 16.3
(€25),16.0 (C26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C39H4N207S, M = 704.44): 705.13 (17, [M+H]*), 727.40 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C39He4N207S: C (66.44), H (9.15), N (3.97), S (4.55); gefunden: C (68.31), H
(9.07), N (3.87), S (5.96).
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8.3.33 4-((35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-vloxy)-2-methyl-4-oxobutansiure-
(2-amidosulfonethyl)amid 33
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21 (100 mg, 0.17 mmol) wird entsprechend Methode 8.3.21 mit DIPEA (40 pL, 30.4 mg,
0.24 mmol), HOBt (22.6 mg, 0.17 mmol), HATU (63.4 mg, 0.17 mmol) und Taurinamid
(20.4 mg, 0.17 mmol) umgesetzt. Es entsteht 33 (83 mg, 0.12 mmol, 70%) als weifier,

amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-ds): 8.02 (t, 1H, 3/u-n = 4.9 Hz, CONH), 6.84 (s, 2H, NH>), 4.68 (d, 1H,
C29H), 4.54 (d, 1H, C29H), 4.35 (dd, 1H, 3/uu = 10.6 Hz + 4.2 Hz, C3H), 4.24 (m, 1H,
C28H), 3.73 (m, 1H, C28H), 3.38 (m, 2H, C6'H>), 3.05 (t, 2H, 3/Ju.u = 7.1 Hz, C7'H>), 2.79 (m,
1H, C2'H), 2.41 (m, 2H, C4'H + C19H), 2.19 (m, 1H, C4'H), 1.97 (s, 3H, C2"Hz), 1.06 (d, 3H,
3Ju-n = 6.8 Hz, C3'H3), 1.91-0.78 (42H).

13C (100 MHz, dmso-ds): 175.6 (€C1'), 170.8 (€5"), 170.5 (C1™), 150.3 (€20), 110.4 (€29),
80.3 (€3), 62.0 (€28), 55.1 (€5), 54.2 (C6"), 50.0 (€9), 48.7 (C18), 47.5 (C19), 46.6 (C17),
42.7 (C14), 40.9 (C8), 38.9 (C4"), 38.2 (C1), 37.8 (C4), 37.5 (C13), 37.0 (C10), 36.1 (C2"),
34.5 (C7"), 34.4 (C7), 34.0 (C22), 29.6 (C21), 29.5 (C16), 28.1 (C23), 27.1 (C15), 25.2
(€12), 23.8 (€2), 21.4 (€2"), 20.7 (€11), 19.2 (€30), 18.2 (C6), 17.2 (C3"), 16.9 (C24), 16.3
(€25),16.0 (C26), 14.9 (C27).

ESI-MS (+) (C39H4N207S, M = 704.44): 705.20 (26, [M+H]*), 727.40 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C39He4N207S: C (66.44), H (9.15), N (3.97), S (4.55); gefunden: C (66.27), H
(9.06), N (3.69), S (4.90).
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8.3.34 (35)-3-Acetyloxylup-20(29)-en-28-saure-(2-amidosulfonethyl)amid 34

4 (300 mg, 0.60 mmol) wird in DCM 7/9
(3 mL) gelost und anschlieffend unter 0,
19—
Rithren bei RT mit Thionylchlorid 2 18 >2 0
y ~ ~ f
" 1377 N /N\ /2\”
(100 pL, 164 mg, 1.38 mmol) fiir z | oz o e
o 2/1\10/9\!/1‘51\15/16 ” ”
300 min zum  entsprechenden I | | | o
. 1"\ 3 5 7
Saurechlorid umgesetzt. unter #7 o7 \/‘// e 3

Erhitzen und vermindertem Druck

wird das Losungsmittel abgezogen. In einem separaten Kolben werden Taurinamid
(149 mg, 1.2 mmol) und NEt3 (300 pL, 218 mg, 2.15 mmol) in einem Gemisch aus DCM
(20 mL) und DMF (5 mL) gelost. Das zuvor gewonnene Carbonsaurechlorid wird in DCM
(10 mL) gel6st und vorsichtig und unter Riihren hinzugetropft. Das Gemisch wird liber
Nacht geriihrt, dann wird das Lésungsmittel abgezogen, in Essigester aufgenommen und
mit 5%iger Salzsdure (50 mL) gewaschen. Die organische Phase wird liber NazSO4
getrocknet und das Losungsmittel wird erneut abgezogen. Die Reinigung des
Rohprodukts erfolgt sdulenchromatografisch mit DCM / Methanol 15:1 als Laufmittel. Es
entsteht 34 (247 mg, 0.41 mmol, 68%) als blassgelber, amorpher Feststoff.

1H (400 MHz, dmso-ds): 7.68 (t, 1H, 3/u.n = 5.2 Hz, CONH), 6.86 (s, 2H, NH>), 4.63 (d, 1H,
C29H), 4.51 (d, 1H, C29H), 4.34 (dd, 1H, 3Ju-u = 10.9 Hz + 4.3 Hz, C3H), 3.39 (m, 2H,
C1'H2), 3.06 (m, 2H, C2'Hz), 3.00 (m, 1H, C19H), 2.48 (m, 1H, C22H), 2.05 (m, 1H, C18H),
1.96 (s, 3H, C2"H3), 1.76-0.77 (40H).

13C (100 MHz, dmso-ds): 176.3 (€28), 170.5 (€1"), 151.2 (C20), 109.7 (€29), 80.3 (C3),
55.3 (C17), 55.2 (€5), 54.2 (€1"), 50.3 (€18), 50.0 (€9), 46.6 (C19), 42.3 (C14), 40.8 (C8),
38.3 (€1),37.8 (C4), 37.2 (€C13), 37.1 (C10), 34.5 (C2"), 34.5 (C22), 34.2 (C7), 32.7 (C16),
30.8 (€21), 29.3 (€15), 28.1 (€23), 25.6 (C12), 23.8 (C2), 21.4 (€2"), 21.0 (C11), 19.5
(€30),18.2 (C6), 16.8 (€24), 16.3 (€25), 16.2 (C26), 14.7 (C27).

ESI-MS (+) (C34Hs6N20s5S, M = 604.40): 605.27 (84, [M+H]*), 627.40 (100, [M+Na]*).
Berechnet fiir C34H56N205S: C (67.51), H (9.33), N (4.63), S (5.30); gefunden: C (65.97), H
(9.13), N (4.75), S (6.92).
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8.3.35 4-(2-Amidosulfonethylamino)-4-oxobutansaure 35

Bernsteinsdaureanhydrid (100 mg, o o
1.00 mmol) wird in Aceton (10 mL) gelost. o , ‘4| . L!_NH
Taurinamid (124 mg, 1.00 mmol) wird in \1/ \3/ \H/ \6/ | ’
DMF (1 mL) gelost, welches dann zu o' 35 ©

Aceton (9 mL) gegeben wird. Die beiden

Gemische werden zeitgleich unter Eiskiihlung langsam iiber eine Dauer von 30 min in
kraftig rithrendes Aceton (10 mL) getropft. Das Reaktionsgemisch wird weiter tiber
Nacht bei RT geriihrt, anschliefSend wird das Losungsmittel abgezogen. Die Reinigung
des Rohprodukts erfolgt tiber UmKkristallisierung aus Acetonitril. Es entsteht 35 (102 mg,
0.45 mmol, 45%) als weifdes Pulver.

CAS 1156820-78-8

1H (400 MHz, dmso-de): 11.99 (s, 1H, COOH), 7.97 (t, 1H, 3/u.-x = 5.6 Hz, CONH), 6.84 (s,
2H, NH2), 3.39 (m, 2H, C5H2), 3.06 (t, 2H, 3/u-u = 7.3 Hz, C6Hz), 2.40 (t, 2H, 3/u-n = 7.0 Hz,
C2H2), 2.28 (t, 2H, 3/u-n = 6.8 Hz, C3Hz2).

13C (100 MHz, dmso-de): 174.2 (COOH), 171.7 (CONH), 54.1 (C5), 34.5 (C6), 30.5 (C3),
29.5 (C2).

ESI-MS (+) (CeH12N20sS, M = 224.05): 225.03 (36, [M+H]*), 244.12 (39, [2M+Ca]?*),
247.12 (100, [M+Na]*), 294.82 (30, [M+K+MeOH]*).

Berechnet fiir CsH12N205S: C (32.14), H (5.39), N (12.49), S (14.30); gefunden: C (33.27),
H (5.25), N (12.51), S (15.31).
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8.4 SRB-Assay

Die Methoden der Zellkultivierung und des SRB-Tests beruhen zum Grofdteil auf
fritheren Arbeiten der Arbeitsgruppe Paschke [229b, 232, 218].

8.4.1 Zelllinien
Tabelle 9: Schliissel der beim SRB-Test verwendeten Zelllinien. Diese wurden von
Herrn Dr. Thomas Miiller (Universitatsklinikum Halle-Wittenberg, Fachbereich Innere

Medizin 1V, Onkologie/Hamatologie) zur Verfiigung gestellt.

Zelllinie Zellart

518A2 Melanom (human)

8505C Schilddriisenkarzinom (human)
A2780 Ovarienkarzinom (human)

A549 Lungenkarzinom (human)

FaDu Karzinom aus Rachenbereich (human)
HT29 Kolorektales Adenokarzinom (human)
MCF7 Adenokarzinom der Brust (human)
NIH-3T3 Fibroblasten (murin)

SW1736 Schilddriisenkarzinom (human)

8.4.2 Methode

Proliferative Krebszellen werden in einer Nahrlésung in die Vertiefungen einer 96-Well-
Platte eingebracht. Dabei wird die Anzahl der eingestreuten Zellen so gewahlt, dass bei
exponentiellem Wachstum nach der viertagigen Testdauer noch keine Konfluenz eintritt.
Nach 24 h werden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen (1-60 uM) der
Substanzen behandelt sowie eine Vergleichsprobe ohne Substanz initiiert. Nach einer
Einwirkzeit von 96 h wird die liberstehende Losung in den Vertiefungen entfernt und
die verbliebenen Zellen mit 10%iger TCA-Losung fixiert. Die Platten werden mehrmals
mit Wasser gewaschen und anschliefdend mit 0.4%iger SRB-Losung fiir etwa 45 min
angefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1%iger Essigsaure, um ungebundene
Farbe zu entfernen, werden die Platten an der Luft trocknen gelassen. Das gefarbte
Zellmaterial wird schliefdlich in 10 mM Tris-Losung gelost und die Absorption bei

570 nm gemessen.
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