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Abstract

Abstract

Deutsche Version

Pentacyclische Triterpene stellen aufgrund ihres starren Grundgerusts eine strukturell
anspruchsvolle Naturstoffklasse dar. Ziel dieser Arbeit war die gezielte chemische Mo-
difikation von Betulin, Betulinsaure, Oleanol- und Ursolsaure zur Entwicklung neuer
KRas4B-Inhibitoren. Durch Acylierungen, Amidkupplungen, Oxidationen und die Ein-
fuhrung von Phthalat-, Hydroxamsaure- und Tetrazolgruppen wurde eine Bibliothek
funktionalisierter Derivate synthetisiert. Besonders Phthalat-Substituenten in Position
3 fuhrten zu einer deutlichen Steigerung der Aktivitat im GDP/GTP-Austauschassay
(ICso-Werte bis in den nanomolaren Bereich gegen KRas®'?P und im einstellig mikro-
molaren Bereich gegen KRas®'?V). Glide-Docking- und Molekiildynamikstudien identi-
fizierten eine bislang unbeschriebene allosterische Bindetasche an dem
KRas4B?°:SOS-Interface, in der die Dimethoxyphthalat-Derivate stabile Komplexe
(Dockingscores bis -12.2 kcal/mol) bilden. Das zentrale Bindungsmotiv beschreibt die
Chelatisierung des Mg?*-lons durch einen Phthalat-Rest, wahrend sich das Grundge-
rist entlang der Ras?'°-SOSRe™-Interface anlagert. Dadurch wird die Tyr64Ras-SQSRem-
Interaktion gestort, die fur die Stabilisierung der aktiven SOS-Konformation verantwort-
lich ist. Durch die Stérung dieser Wechselwirkung kann der GDP/GTP-Austausch nicht
mehr stattfinden. Trotz begrenzter ,drug-likeness” markieren phthalatmodifizierte Tri-
terpene einen vielversprechenden Ausgangspunkt fur die Entwicklung strukturell dis-
tinkter, allosterischer Pan-Ras-Inhibitoren, die auch die schwer adressierbare
KRasG12V-Mutante erfassen.

VI



Abstract

English Version

Pentacyclic triterpenes represent a structurally demanding class of natural products
due to their rigid polycyclic carbon framework. The aim of this study was the targeted
chemical modification of betulin, betulinic acid, oleanolic acid, and ursolic acid to de-
velop novel KRas4B inhibitors. A library of functionalized derivatives was synthesized
by employing acylations, amide couplings, oxidations, and the introduction of phtha-
late, hydroxamic acid, and tetrazole moieties. Phthalate substituents in position 3 pro-
ved particularly effective, leading to a pronounced increase in activity in the GDP/GTP
exchange assay (ICso values in the nanomolar range against KRas®'?P and low micro-
molar range against KRas®'?V). Glide docking and molecular dynamics simulations re-
vealed a previously uncharacterized allosteric binding pocket at the KRas4B2°:SOS
interface, in which dimethoxyphthalate derivatives form stable complexes (up to
-12.2 kcal/mol). The key binding motif involves chelation of the Mg?* ion by a phthalate
residue, while the triterpene scaffold aligns along the Ras?'>-SOSRe™ interface. This
interaction disrupts the Tyr64Ras-SOSRe™ contact, which is essential for stabilizing the
catalytically active SOS conformation, thereby preventing GDP/GTP exchange. Des-
pite their limited drug-likeness, phthalate-modified triterpenes represent a promising
starting point for the development of structurally distinct, allosteric pan-Ras inhibitors

capable of targeting even the pharmacologically challenging KRas®'?V mutant.
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1. Einleitung

1.1 Aktueller Stand der Krebsforschung

Die Entstehung von Krebserkrankungen durch Mutation und Metastasierung gesunder
Korperzellen ist ein evolutionares Phanomen, dass die Menschheit seit jeher begleitet.
Trotz erheblicher Fortschritte in der Krebsforschung in den letzten Jahrzehnten stellen
maligne Erkrankungen nach wie vor eine der gréften globalen Gesundheitsbedrohun-
gen dar. Im Jahr 2020 wurden laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
weltweit nahezu 10 Millionen krebsbedingte Todesfalle registriert. Zu den haufigsten
Krebsformen zahlen Brust-, Lungen-, Darm-, Prostata-, Haut- und Magenkrebs, die
jedoch teils stark divergente Mortalitatsraten aufweisen. Die letalste Form war dabei

der Lungenkrebs mit einer Sterblichkeitsrate von 82%.!"]

Eine weitere klinisch besonders herausfordernde Entitat ist das Pankreaskarzinom.
Die durchschnittliche Fiinf-Jahres-Uberlebensrate nach Diagnose liegt hier bei ledig-
lich 11%.12I Angesichts dieser alarmierenden Zahlen richtet sich ein erheblicher Teil
der aktuellen biomedizinischen Forschung auf ein vertieftes Verstandnis der Tumorbi-

ologie sowie auf die Entwicklung innovativer Therapieansatze.
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Abbildung 1: Darstellung der Hallmarks of Cancer nach HANAHAN und WEINBERG.[3-%

1



1. Einleitung

Angesichts der Tatsache, dass Tumore prinzipiell jedes Organ betreffen kdnnen und
sich in zahlreichen Formen manifestieren, stellt Krebs kein einheitliches Krankheits-
bild, sondern ein hochkomplexes pathophysiologisches Syndrom dar. Einen paradig-
matischen Beitrag zur Systematisierung dieser Komplexitat lieferten HANAHAN und
WEINBERG im Jahr 2000 mit der Einflihrung des Konzepts der ,Hallmarks of Cancer*.l!
Dieses Modell beschreibt fundamentale biologische Fahigkeiten, die maligne Zellen
zur Ermoglichung von Tumorprogression und -persistenz erwerben mussen. In den
Jahren 2011 und 2022 wurde das Konzept um weitere Schlisselmerkmale erweitert
(Abb. 1).13-91

Die therapeutische Behandlung von Krebserkrankungen erfordert aufgrund ihrer Kom-
plexitat einen multimodalen Ansatz. Erste systematische Therapieansatze gehen auf
Arbeiten von PAUL EHRLICH zu Beginn des 20. Jahrhunderts zurlick.[®"] Hierbei fanden
zunachst arsenhaltige Verbindungen wie die Fowlersche Losung Anwendung. Auf-
grund ihrer ausgepragten Eigentoxizitat wurden diese Substanzen ab den spaten
1940er-Jahren durch stickstoff- und schwefelhaltige Verbindungen ersetzt — eine Ent-
wicklung, die durch toxikologische Erkenntnisse aus dem Einsatz von Senfgas im Ers-

ten Weltkrieg katalysiert wurde.[®]

Parallel dazu etablierte sich die Strahlentherapie als weitere Saule der Tumorbehand-
lung. Bis in die 1960er-Jahre konnten durch Chemotherapie und Bestrahlung jedoch
lediglich Heilungsraten von ca. 33% erzielt werden.l’”-° Die Kombination beider An-
satze fuhrte schlieBlich zur Entwicklung der bis heute eingesetzten kombinierten Che-

motherapie.

Ein signifikanter Fortschritt erfolgte 1965 durch die Entdeckung der zytotoxischen Wir-
kung von Cisplatin durch B. ROSENBERG.['% Trotz seiner klinischen Relevanz sind Cis-
platin-Therapien haufig mit schwerwiegenden Nebenwirkungen assoziiert, zudem wur-
den zahlreiche Resistenzen beschrieben.''-'6] Dies unterstreicht die Notwendigkeit,
moderne Therapieverfahren zu entwickeln, wie etwa Antikdrpertherapien, Antihormon-

therapien, Immuntherapien und Stammzellbasierte Verfahren.l'7-24

Ein Meilenstein in der modernen Onkologie war die Einfuhrung der sogenannten ziel-
gerichteten Therapieformen. Diese zielen auf spezifische molekulare Signalwege ab,
die das Tumorwachstum kontrollieren. Einen wesentlichen Fortschritt markierte An-
fang der 2000er-Jahre die Etablierung von Proteinkinaseinhibitoren.i?5261 Diese Sub-
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stanzen hemmen selektiv Kinasen, welche Uber Phosphorylierung die Signaltransduk-
tion innerhalb der Zellproliferationskaskade vermitteln, und unterbrechen dadurch ge-

zielt das unkontrollierte Zellwachstum.

Bereits in den 1970er-Jahren legten FISCHER und KREBS mit der Entdeckung der Rolle
der Proteinkinasen den Grundstein fur diese Therapierichtung — eine Leistung, die

1992 mit dem Nobelpreis fiir Medizin gew(irdigt wurde.[27-30]

Entsprechend der Zielstruktur lassen sich Proteinkinaseinhibitoren in Tyrosinkinasein-
hibitoren, Serin-/Threoninkinaseinhibitoren sowie unspezifische Inhibitoren untertei-
len.31.321 Einige klassische und moderne Vertreter dieser Wirkstoffklassen sind in Ab-
bildung 2 dargestellt.[33-40l

OH
NH,

OH

As CIPI'N\/\CI
. 1
H,N As'As Ne~a
I :] 3
HO OH
1 NH;
\S'P 0.0 Cl. 5 «NH;
C;' ~0/\/\/ :'S'\ CI* “NH,
2 © 4

Abbildung 2: Strukturen einiger in der Geschichte der Krebstherapie eingesetzter Zytostatika: Arsphenamin (1),
Busulfan (2), Ifosamid (3) und cis-Platin (4); sowie der Tyrosin-Kinaseinhibitoren Gefitinib (5), Imatinib (6) und den
Serin/Threonin-Kinaseinhibitoren Capivasertib (7) und Ipatasertib (8).133-401

Ein zukunftsweisender Ansatz in der zielgerichteten Therapie ist die Blockade von Pro-
teinen am Anfang der Signaltransduktionskaskade. Ein prominentes Target stellt hier-
bei das GTP-bindende Protein Ras (Rat sarcoma) sowie dessen Effektorprotein SOS
(Son of Sevenless) dar.*'-44 Mutationen im Ras-Gen sind in der Mehrzahl aller huma-
nen Tumoren nachweisbar und machen dieses Protein zu einem der vielverspre-

chendsten, wenngleich schwer adressierbaren Targets der modernen Onkologie.*°!

1.2 Aufbau und Funktion von Ras

Die intrazellulare Weiterleitung externer Signale erfolgt typischerweise Uber trans-
membranare Rezeptoren, die extrazellulare Stimuli erkennen und diese Uber eine in-
trazellulare Signaltransduktionskaskade an den Zellkern weitergeben (siehe Kap.
1.3).1481 In vielen Fallen ist diese Signalweitergabe eng mit der Aktivitat guanin-nukleo-
tidbindender Proteine (G-Proteine) verknupft, welche als molekulare Schalter zwi-
schen inaktivem (GDP-gebundenem) und aktivem (GTP-gebundenem) Zustand fun-
gieren (Schema 1).
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Schema 1: Verallgemeinerte, schematische Darstellung einer Signaltransduktionskaskade vom membrangebunde-
nen Rezeptor zum Zellkern.

G-Proteine lassen sich in zwei Hauptklassen unterteilen: heterotrimere G-Proteine
(,grolke G-Proteine®) sowie monomere GTPasen, auch als ,kleine G-Proteine“ be-
zeichnet. Letztere umfassen insbesondere die Ras-Superfamilie, die mit Gber 100 Ver-
tretern im Molekulargewicht von 20-40 kDa als eine der bestuntersuchten GTPase-
Familien gilt.46-4%1 Diese Superfamilie untergliedert sich funktionell in finf Unterfami-
lien: Ras, Rho, Rab, Ran und Arf, welche zentrale zellulare Prozesse steuern — von
der Regulation des Cytoskeletts (Rho), des Vesikeltransports (Rab, Arf) Gber den nuk-
leozytoplasmatischen Transport (Ran) bis hin zur Genexpression (Ras). Die Aktivitats-
regulation erfolgt Uber einen GDP/GTP-Austausch, der die Signalkette aktiviert bzw.

deaktiviert.[49:50]

Innerhalb der Ras-Familie existieren vier humane Isoformen: HRas, NRas, KRas4A
und KRas4B. Diese zeigen eine Sequenzidentitat von ca. 80% in ihrer G-Domane (AS
1-165) und unterscheiden sich mafgeblich in der hypervariablen Region (HVR, AS
165-188/189), die fiir die Membranverankerung entscheidend ist (Abb. 3b).[51-53l

Die Hypervariable Region (HVR) am C-Terminus der Ras-GTPasen spielt eine zent-
rale Rolle fir deren Verankerung an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran
— ein essenzieller Schritt flr die funktionelle Signalweiterleitung. Die Verankerung er-
folgt Uber die CAAX-Box (C: Cystein, A: aliphatische Aminosaure, X: Serin oder Me-

thionin) und wird durch zwei sequenzielle Signalsequenzen vermittelt.[54.5]
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a)

Switch |
Switch Il X

Abbildung 3: a) Die sogenannte G-Doméne von Ras (AS 1-165) mit den im GDP/GTP-Austausch aktiven Regionen
der Switch | (lila, AS 30-38) und Switch Il Tasche (violett, AS 60-76) sowie dem P-Loop (orange, AS 10-17) und
den beiden Basebinding-Loops (blau, AS 116-120 und 145-147). In pink ist zudem das Mg-Kation sowie das daran
koordinierte GDP mit griinen C-Atomen dargestellt. b) In griin ist die C-terminale Hypervariable Region (HVR, AS
165-188/189) abgebildet, welche zudem die CAAX-Box beinhaltet. (PDB: 40BE).[5¢

Zunachst wird die CAAX-Box farnesyliert, gefolgt von einer proteolytischen Abspaltung
des -AAX-Motivs und einer anschlielenden Carboxylmethylierung des verbleibenden
Cysteinrests. Diese Modifikationen werden an der zytoplasmatischen Membranseite
des endoplasmatischen Retikulums (ER) vollzogen.[%#+57]

Eine zweite Membranadressierung erfolgt isoformspezifisch: Bei HRas durch Palmito-
ylierung zweier Cysteinreste (Cys'8'8184) bei NRas und KRas4A durch einfache Pal-
mitoylierung von Cys'®', bei KRas4B hingegen durch eine polybasische Domane mit
sechs Lysinresten (Lys'75-180) [54.57-60] Diese posttranslationalen Modifikationen sichern
die membranassoziierte Lokalisierung und sind somit essenziell flr die biologische

Funktion der Ras-Proteine.

Die Guanin-Nukleotid-Bindestelle der Ras-GTPasen umfasst mehrere konservierte
Strukturmotive: Zwei sogenannte Base Binding-Loops (AS 116-120 und 145-147) den
Phosphate-binding loop (P-Loop, AS 10-17), der ein B-Faltblatt mit einer a-Helix ver-
bindet und durch einen hohen Glycingehalt (Gly10—Ser17) charakterisiert ist (Abb. 3a

und 4a).[61-63]
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Abbildung 4: a) Ribbon-Modell von KRas mit den farblich markierten wichtigsten Proteinbereichen. b) Ausschnitt
des Ras-Proteins mit den Wechselwirkungen mit den in gelb dargestellten Wechselwirkungen des Mg?*-Kations mit
den Aminoséuren der Switch | und Il Regionen sowie des P-Loops und dem - und y-Phosphat.

Der P-Loop ist zentral fur die Bindung des Phosphatrickgrats von GDP und GTP und
nimmt eine Schlusselrolle in der Hydrolyse von GTP zu GDP ein. Dabei koordinieren
der P-Loop sowie ein Mg?*-lon das B- und y-Phosphat. Das Mg?*-lon vermittelt zusatz-
lich stabile Interaktionen mit Ser'”, Thr3> und Asp®” (Abb. 4b).[64.65]

Durch Rotation des nicht direkt koordinierten a-Phosphats konnen die Phosphatgrup-
pen des Nukleotids konformationelle Spannungen aufbauen, die in einer Repulsion
zwischen den Phosphatgruppen, einer Schwachung der Bindung zwischen - und y-
Phosphat und schlieRlich der Hydrolyse resultieren. 66!

Die durch die Nukleotidbindung induzierten konformationellen Umschaltungen betref-
fen insbesondere die beiden dynamischen Bereiche der Switch | (Asp3°-Asp3?) und der
Switch Il (Gly®°-Glu’®) Region. Im GTP-gebundenen Zustand werden zwei stabile Was-
serstoffbriicken zwischen dem y-Phosphat und den Hauptketten-NH-Gruppen von
Thr35 (Switch 1) und Gly®° (Switch Il) ausgebildet. Darliber hinaus koordiniert Thr3® zu-
satzlich das Mg?*-lon (iber seine Seitenkette (Abb. 4b und 5b).

Diese Spannungszustande innerhalb der Switch-Regionen wirken als molekularer Fe-
dermechanismus: Mit der Hydrolyse des y-Phosphats und dessen Freisetzung ent-
spannen sich die Switch-Strukturen, und Ras nimmt eine GDP-spezifische Konforma-
tion ein (Abb. 5). Der GDP/GTP-Austausch erfolgt nicht spontan, sondern wird durch
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) katalysiert. Ein prominentes Beispiel ist

das Protein SOS1 (Son of Sevenless). Dieses interagiert mit Ras Uber die Switch-
6
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Regionen und induziert eine strukturelle Reorganisation, die den GDP-Austritt beguns-
tigt und die GTP-Bindung ermdglicht. 67-71

L

F“@/ 32 3
aa % \‘
A1 3

Abbildung 5: a) GDP (lila) in der Guanin-Nukleotid-Bindestelle von Ras, eingerahmt von der Switch | und Il Region
(griine Kohlenstoffatome. b) Wechselwirkungen von Ras die an der Bindung von GDP beteiligt sind. Insbesondere
die Wechselwirkungen der Aminoséurereste Phe?8, Lys''7, Asp'"® und Ala’® zum Guanin-Rest sowie der Reste
Gly™3, Gly™, Lys'® und Ser'” mit dem B-Phosphat sind fiir die hohe Bindungsaffinitat von GDP verantwortlich.[”?
Aufféllig ist hierbei, dass die Switch Il Region nicht an der Bindung von GDP beteiligt ist. (PDB: 40BE) b) Das GTP-
Analog GNP (lila) in der Guanin-Bindestelle mit der Switch | und Il Region: Gut erkennbar ist die Konformationséan-
derung insbesondere der Switch Il Region (deutlich zusehen anhand der Aminoséure Glu?-Tyr%%), welche in Rich-
tung der Guanin-Nukleotid-Bindestelle umgeklappt ist. Zudem ist das Tyrosin 32 der Switch | Region ebenfalls in
die Bindestelle reingeklappt. d) Wechselwirkungen der Switch | Region mit GNP sowie der Aminosé&urereste Thr3®
und Gly%° mit dem y-Phosphat. (PDB: 821P).

HALL ET AL. zeigten, dass die Switch Il Region mafRgeblich an der Bindung von Ras an
SOS1 beteiligt ist. Die Seitenketten dieser Region koordinieren eng mit der Oberflache
von SOS1 und fuhren zu stabilen Protein-Protein-Interaktionen. Die Switch | Region
tragt hingegen nur geringfiigig zur Komplexbildung bei, jedoch interagieren Tyr®? und
Tyr4® direkt mit der SOS-Oberflache und lésen eine konformationelle Verzerrung der
Nukleotidbindetasche aus. Diese durch SOS1 induzierte Umlagerung ermoglicht letzt-

lich den Austausch von GDP zu GTP und somit die Aktivierung von Ras.[67-71]
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1.3 GDP/GTP-Austausch im Ras-SOS-Komplex

Die Aktivierung des Guanin-Nukleotid-Austauschfaktors SOS (Son of Sevenless) stellt
einen entscheidenden Schritt in der Kontrolle der Ras-GTPase-Signalkaskade dar. Da-
bei muss SOS selbst zunachst in einen aktiven Zustand Uberfiihrt werden, bevor es

Ras katalytisch aktivieren kann.[73.74]

Durch die Stimulation membranstandiger Rezeptoren, wie z. B. Rezeptor-Tyrosinkina-
sen (RTKs), erfolgt die Rekrutierung des cytosolischen, inaktiven SOS an die Plasma-
membran. Die dort lokalisierte Aktivierung von SOS wird durch Bindung eines GTP-
beladenen Ras-Proteins (Ras?'°) an der allosterische Bindestelle ausgeldst, die sich
an der Grenzflache zwischen der CDC25-Domane und der Ras exchanger motif
(Rem)-Domane des katalytischen SOS-Kerns befindet (Abb. 6).[75.76]

Abbildung 6: a) Autoinhibierter Zustand von SOS. Hellblau: PH-Doméne; rosa: DH-Doméane; schwarz: Rem-Do-
méne; grau: CDC25-Doméne; ockerfarben: Bindestelle des allosterischen Ras. (PDB: 1XD4). b) Rdumlich geoff-
nete Bindestelle des allosterischen Ras-Proteins an SOS im aktiven Zustand (PDB: 1XD2). c) Lage des helikalen
Hairpins (griin) im autoinhibiertem Zustand von SOS. d) Lages des helikalen Hairpins (griin) im aktiven Rasa-
gebundenem Zustand. Limetengriin (transparent): Ras*®; magenta: Switch I; violet: Switch II.

Die Bindung von Ras?'° fungiert dabei als molekulares Briickenelement, welches eine
Konformationsverknlipfung der CDC25- und Rem-Domanen bewirkt. Bemerkenswert
ist dabei die ausgepragte Nukleotidselektivitat dieser Interaktion: Wahrend RasC™
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eine hohe Affinitat zur allosterischen Bindestelle besitzt, zeigt Ras®PP eine etwa zehn-
fach geringere Affinitat.’’-"% Dieser Unterschied fiihrt in Gegenwart von Ras®™ zu ei-
nem raschen Austausch des GDP-beladenen Ras an der allosterischen Stelle gegen
die GTP-beladene Form.

Die Simultanbindung von Ras?'° an die CDC25- und Rem-Domane induziert eine struk-
turelle Umlagerung auf der gegenuberliegenden Seite der CDC25-Domane. Diese
fuhrt zur Offnung der katalytischen Bindetasche, was die Voraussetzung fiir den GDP-

Austausch an Ras darstellt (Schema 2, Schritt 1).173.80

SOS unterliegt einer autoinhibitorischen Regulation, die durch die N-terminale Histone-
Fold-, DH- (Dbl-Homology) und PH- (Pleckstrin-Homology)-Domanen vermittelt wird.
Diese Domanen blockieren im inaktiven Zustand sterisch die allosterische Bindestelle
(Abb. 6a). Erst durch die Interaktion mit anionischen, membranassoziierten Lipiden wie
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) wird diese Blockade aufgehoben und
RasGTP kann die allosterische Bindung eingehen (Abb. 6b).[7579.81.82]

A
Ras-Downstream
i Kaskade

Nukleotid- GDP
Austausch

GTP

4,

GTP-

Inaktg\:er Zystand Hydrolyse

PH,0,

Created in https://BioRender.com

Schema 2: Schematische Darstellung der Ras-SOS Interaktion und des GDP-GTP-Austausches. Mit einer gelb
eingeféarbten Oberflache ist das GTP-gebundene Ras gezeigt, das GDP-gebundene Ras hat eine gelb-griine Ober-
flache. In grau ist das Effektorprotein SOS gezeigt, wobei dort in hellgrau die CDC25- und in dunkelgrau die Rem-
Doméne gezeigt sind. In tiirkis ist zudem das GTPase-activating Protein dargestellt. (PDB: 7TKFZ (KRas:SOS-Kom-
plex), 50VD (SOS), 5UK9 (KRas®PP und KRas®CF), TWQ1 (HRas-GAP-Komplex)).[4483-85]
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Eine weitere strukturelle Umlagerung betrifft den sogenannten helikalen Hairpin,
bestehend aus den Helices aH und al der CDC25-Domane.l¢ Im autoinhibierten
Zustand liegt dieser Hairpin in einer blockierender Konformation vor (Abb.6c),
wahrend er im aktiven Zustand in die Spalte zwischen Switch | und Switch Il des an
der katalytischen Bindetasche gebundenen Ras®PP eindringt (Abb.6c und d),
(Schema 2, Schritt 2).[73.87]

Diese Insertion destabilisiert die GDP-Bindung und ermdglicht das Einsetzen eines
neuen Nukleotids. Aufgrund der etwa 10- bis 50-fach hoheren zytosolischen
Konzentration von GTP gegenuber GDP wird in den meisten Fallen GTP eingebaut,
wodurch Ras in den aktiven Zustand tberfuhrt wird.[87:88 Dennoch bleibt ein geringer
Anteil von Ras inaktiv, wenn erneut GDP eingebaut wird. Nur das GTP-gebundene
Ras vermag Downstream-Effektoren zu rekrutieren und die Signaltransduktion
fortzusetzen (Schema 2, Schritt 3).18%

Der zweite Regulationsmechanismus der Ras-Aktivitat ist die Ruckfiihrung des
aktivierten Ras®™ in den inaktiven Ras®PP-Zustand durch GTP-Hydrolyse. Diese
Reaktion ist stark abhangig von der Funktion sogenannter GTPase-activating Proteins

(GAPs), welche mit Ras einen transienten Komplex bilden (Schema 2, Schritt 4).184]

Anders als klassische Katalysatoren wirken GAPs als aktive Reaktionsteilnehmer. Der
JArgininfinger”  (Arg’®) des GAPs neutralisiert die negativen Ladungen des
Ubergangszustands.l90-921 Zysatzlich stabilisiert das GAP die Switch Il Region von
Ras, was die prazise Ausrichtung von GIn®' und Gly'? ermdglicht — zwei Aminosauren,
die fur die GTP-Hydrolyse wesentlich sind. Mutationen an diesen Positionen flhren
haufig zur Konstitutionellen Aktivierung von Ras und sind mit tumorigenen Prozessen
assoziiert. Daruber hinaus vermittelt der Argininfinger die Koordination eines reaktiven
Wassermolekils, das als Nukleophil die y-B-Phosphoanhydridbindung angreift und zur
Freisetzung eines Phosphat-Anions flihrt (Schema?2, Schritt5).[848890-93 Das
resultierende GDP-gebundene Ras kann erneut an den aktivierten SOS-Komplex
binden, wodurch der GDP/GTP-Austauschzyklus erneut initiiert wird.

1.4 Ras Signaltransduktionsweqge Erk und Akt

Die kleine GTPase Ras fungiert als molekularer Schalter in zentralen zellularen Sig-
naltransduktionswegen. Im GTP-beladenen aktiven Zustand interagiert Ras mit nach-

geschalteten Effektorproteinen, wie z. B. der Serin/Threonin-Kinase Raf, und initiiert

10
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dadurch komplexe phosphorylierungsbasierte Signalkaskaden, die unter anderem

Zellproliferation, Differenzierung, Uberleben und Metabolismus regulieren .[94-97]

Punktmutationen in Ras, wie sie haufig bei onkogenen Prozessen beobachtet werden,
fuhren dazu, dass Ras dauerhaft im GTP-gebundenen Zustand verweilt. In der Folge
wird der Zelle kontinuierlich ein proliferatives Signal vermittelt — unabhangig von ex-

trazellularen Stimuli — und es kommt zu einem unkontrolliertem Zellwachstum.[94-97

Ras ist in mindestens flnf separaten Signaltransduktionswegen funktionell eingebun-
den, von denen der Ras/Raf/MAPK/Erk- und der Ras/PI3K/PDK1/Akt-Weg am besten
charakterisiert sind (Abb. 7).194.99]

Die MAPK-Kaskade ist die erste vollstandig aufgeklarte Transduktionsroute, bei der
die Phosphorylierung von der Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) bis zum nuklearen Tran-
skriptionsfaktor nachgewiesen wurde.[®®l Nach der Ligandenbindung, z. B. von epider-

malem Wachstumsfaktor (EGF), wird die RTK durch Autophosphorylierung aktiviert.

[99,100]
Xb GTP
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/
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(.'lberleben
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Abbildung 7: Ras-Signaltransduktionswege: In gelb hervorgehoben sind die Ras/Raf/MAPK/Erk- und die
Ras/PI3K/PDK1/Akt-Phosphorylierungskaskade, die in dieser Arbeit ndher betrachtet werden. 9499

Die Signalweiterleitung erfolgt Uber Adapterproteine wie Grb2, das uber SH2- und
SH3-Domanen sowohl mit der RTK als auch mit dem GEF SOS1 interagiert.['01-105] |n

11



1. Einleitung

der Folge wird Ras aktiviert, das wiederum an die Ras-Bindedomane von Raf bindet.
Die vollstandige Aktivierung von Raf erfolgt u. a. durch Phosphorylierung der Tyrosin-

reste Tyr3*0 und Tyr3*!, wobei auch tyrosinunabhangige Mechanismen eine Rolle spie-
len.[98.106,107]

Raf katalysiert im nachsten Schritt die Phosphorylierung und Aktivierung von MEK1,
das seinerseits sowohl Threonin- als auch Tyrosinreste in Erk1 phosphoryliert.[108-111]
Das aktivierte Erk1 verlagert sich in den Zellkern und reguliert dort durch Phosphory-
lierung spezifischer Transkriptionsfaktoren die Expression proliferations- und differen-

zierungsrelevanter Gene (Abb. 7 und 8).['12.113]

Parallel zur MAPK-Kaskade wird durch Ras auch der PISBK/PDK1/Akt-Weg aktiviert —
ein essenzieller Regulator zellularen Uberlebens, des Wachstums sowie des Metabo-
lismus.["41151 Nach Aktivierung der RTKs bindet die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
Uber Adapterproteine wie IRS an die phosphorylierten Rezeptoren (Abb. 8).[116.117]

Wachstums-
faktor

RTK PIP
PIP, *

Ras w__

N j N\

Protein-/Glykogen-
hemmung

Created in https://BioRender.com Synthese

Abbildung 8: Graphische Darstellung der detaillierten Ras/PI3K/PDK1/Akt-Signaltransduktionskaskade.

Die katalytische Aktivitdt von PI3K flhrt zur Phosphorylierung von PIP2 zu PIPs3,
wodurch membrannahe Signalkomplexe entstehen. PIP3 dient als Rekrutierungsplatt-
form fur PDK1 (PIPs-dependent kinase-1) und Akt (Protein Kinase B), die Uber ihre
PH-Domé&nen an die Membran binden. PDK1 phosphoryliert Akt an Thr3%8 im Activation
Loop.['""1 Die dadurch aktivierte Kinase Akt fordert das Zellliberleben (z. B. durch Hem-
mung der Apoptose) und stimuliert anabole Prozesse wie Proteinsynthese oder Gly-

kogenbildung, jeweils abhangig vom zellularen Kontext. (Abb. 8).[116-118]

12
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1.5 Aktuelle Inhibitoren der Ras-SOS-Interaktion

Die Urspringe der Ras-Forschung reichen bis in die 1960er Jahre zurlck, als das
HRas-Onkogen (Harvey Rat Sarcoma Virus) erstmals beschrieben wurde.['19-121] Seit-
her ist das Verstandnis der tumorbiologischen Relevanz von Ras-Mutationen stetig
gewachsen. Heute gilt Ras als einer der am haufigsten mutierten Onkogene im huma-
nen Tumorgeschehen. Etwa 20% aller malignen Erkrankungen weisen Punktmutatio-
nen im Ras-Gen auf. Besonders hohe Mutationsfrequenzen finden sich in Pankreas-
karzinomen (~90%), kolorektalen Tumoren (~50%) sowie im nicht-kleinzelligen Lun-

genkarzinom (~30%).[122-124]

a) Ras-Isoformen in Krebs b) Punktmutationen in Ras

1% Glutamin61
(Q61H)

3% HRas

Created in https://BioRender.com

Abbildung 9: a) Verteilung der in menschlichem Krebs mutierten Ras-Isoformen. Die mit Abstand meisten Mutatio-
nen liegen dabei auf der KRas-Isoform (4A und B), gefolgt von NRas. Am seltensten sind Mutationen in HRas. b)
Verteilung der bei Krebserkrankungen auftretenden Punktmutationen in Ras. Am héufigsten sind Mutationen von
Glycin12, die sich auf die Varianten G12D, G12C und G12V verteilen. Mutationen von Glycin13 kommen deutlich
weniger vor, wahrend eine Mutation von Glutamin61 mit 1% sehr selten auftritt.[125-127]

Innerhalb der drei Hauptisoformen KRas, NRas und HRas treten Mutationen mit deut-
lich unterschiedlicher Haufigkeit auf. Die Uberwiegende Mehrheit aller Ras-Mutationen
entfallt auf KRas (4A und 4B), gefolgt von NRas, wahrend Mutationen in HRas ver-
gleichsweise selten sind (Abb. 9a).['25-127] Die mutationalen Hotspots befinden sich be-
vorzugt an den Positionen Gly12, Gly13 und GIn61. Insbesondere Substitutionen von
Gly12 — zu Asp (G12D), Cys (G12C) oder Val (G12V) — dominieren das Mutations-
spektrum (Abb. 9b).[125]

Die funktionelle Relevanz dieser Mutationen ergibt sich aus ihrer Lokalisation an kata-

lytisch entscheidenden Aminosauren, die mafigeblich an der Hydrolyse von GTP zu

13
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GDP beteiligt sind. Ein Verlust der GTPase-Aktivitat fuhrt zu einer konstitutiven Akti-
vierung von Ras — ein Mechanismus, der in zahlreichen Tumorentitaten zur unkontrol-

lierten Zellproliferation beitragt.

Trotz der zentralen Rolle von Ras in der Onkogenese wurde das Protein Uber Jahr-
zehnte hinweg als ,undruggable“ eingestuft.l'?8] Diese Einschatzung resultierte aus
mehreren strukturellen und biochemischen Eigenschaften: (i) dem Fehlen gut zugang-
licher Bindetaschen an der Proteinoberflache, (ii) der extrem hohen Affinitat der Nuk-
leotidbindestelle gegenuber GTP/GDP und (iii) der Tatsache, dass Ras in erster Linie
uber Protein-Protein-Interaktionen wirkt — ein Interaktionstyp, der sich mit kleinen Mo-

lekilen nur schwer storen lasst.[128]

Aktuelle pharmakologische Strategien zur Ras-Inhibition lassen sich in zwei grundle-
gende Klassen unterteilen: direkte und indirekte Ras-Inhibitoren. Wahrend direkte In-
hibitoren auf die funktionelle Oberflache oder Mutationsspezifitdt von Ras abzielen
(z. B. KRas®'?C-Inhibitoren), verfolgen indirekte Ansatze das Ziel, die subzellulare Lo-

kalisierung und damit die membranassoziierte Aktivierung von Ras zu verhindern.['2°]

Ein zentraler Mechanismus der Ras-Adressierung an die Plasmamembran ist die post-
translationale Modifikation an der C-terminalen CAAX-Box, bei der ein Farnesylrest
kovalent an das Cystein angehangt wird.['3%] Dieser Prozess erfolgt enzymatisch durch
die Farnesyltransferase (FTase), das Ras-converting enzyme 1 (Rce1) sowie die Iso-
prenylcysteincarboxylmethyltransferase (Ilcmt). Die korrekte Anheftung und Lokalisie-
rung von Ras hangt zudem von Chaperon-Proteinen wie Phosphodiesterase 60
(PDE6d) ab.[131-134]

+
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Abbildung 10: Strukturen ausgewéhlter CAAX-Box Rezeptoren aus der AG SCHERKENBECK (9-11) sowie dem Far-

nesyltransferaseinhibitor Tipifarnip (12), dem Icmt-Inhibitor 13 und dem PDEG66-Inhibitor Deltaflexin3
(14).157,60,131,133,135]
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Inhibitoren gegen FTase, lcmt oder PDEGS stellen daher einen wichtigen pharmakolo-
gischen Ansatz zur indirekten Hemmung der Ras-Aktivitat dar, insbesondere in Tumo-
ren mit Mutationen, die sich nicht durch direkt bindende Substanzen adressieren las-
sen (Abb. 10).

Die direkte Inhibition von Ras zielt darauf ab, entweder die Interaktion von Ras mit
seinem Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) SOS1 oder die Bindung an nachge-
schaltete Effektorproteine zu blockieren. Ein vielversprechender Ansatz innerhalb die-
ses Forschungsfeldes ist die Entwicklung sogenannter pan-Ras-Inhibitoren, die alle
drei Ras-Isoformen (H-, N- und KRas) unabhangig vom jeweiligen Mutationsstatus ad-
ressieren.['3¢] Dieses Konzept verfolgt zwei zentrale Ziele: (i) die Erweiterung der the-
rapeutischen Reichweite auf eine groRere Patientengruppe sowie (ii) die Minimierung

resistenzbedingter Therapieversager infolge selektiver Targeting-Strategien.

Die Grundlage flrr diesen Ansatz wurde 2017 durch STOCKWELL ET AL. gelegt, die mit-
tels computergestitzter Strukturmodellierung drei potenzielle, benachbarte Bindeta-
schen auf der Oberflache von Ras identifizierten.!'3"] Aufbauend auf dieser Strukturin-
formation wurden in silico-Screenings umfangreicher Substanzbibliotheken durchge-
fuhrt, aus denen mehrere Verbindungen mit vielversprechendem Bindungspotenzial
hervorgingen. Diese Hits wurden im Hinblick auf orale Bioverfligbarkeit und niedriges

Molekulargewicht selektiert und anschlieRend chemisch synthetisiert (Abb. 11).1'37]

15 16 17

Abbildung 11: Strukturen ausgewéhlter hochpotenter pan-Ras-Inhibitoren wie den Substanzen BI-2865 (16) und
ADT-007 (17).[137-139]

Unter den getesteten Molekulen zeigte insbesondere Verbindung 15 eine hohe Aktivi-
tat gegenliber KRas®'2P (Abb. 11). Isotherme Titrationskalorimetrie ergab eine Disso-
ziationskonstante (Kp) von 17.8 uM, wahrend MST-Messungen eine Bindungsaffinitat
von Kb = 9 uM bestatigten.l'3”] Funktionell konnte gezeigt werden, dass Verbindung 15
in der Lage ist, das Wachstum von DLD-1-Zellen — einem Zellmodell mit Mutationen in
allen drei Ras-Isoformen — signifikant zu unterdricken. Parallel dazu wurde eine Inhi-

bition sowohl des Erk- als auch des Akt-Signalwegs nachgewiesen. Daruber hinaus
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zeigte Verbindung 15 eine gute Aktivitat in primaren Maus-Embryofibroblasten (MEFs)
mit einem 1Cso-Wert von 3.8 pM.[37]

Ein weiterer Fortschritt gelang 2023 durch Kim ET AL. mit der Entwicklung von BI-2865
(16) — dem ersten nicht-kovalent bindenden pan-KRas-Inhibitor. Diese Substanz weist
eine Bindungsaffinitat von Ko = 10-40 nM fur KRas auf, jedoch ohne signifikante Wir-
kung auf die Isoformen NRas oder HRas. Damit stellt BI-2865 (16) einen wichtigen
Prototyp flr die selektive, nicht-kovalente Inhibition mutierter KRas-Proteine dar (Abb.
1 1)_[138]

Im Oktober 2024 berichtete die Arbeitsgruppe um Gary A. Piazza Uber die Entwicklung
des pan-Ras-Inhibitors ADT-007 (17) (Abb. 11), einem Molekul mit der Fahigkeit, nuk-
lecotidfreies Ras selektiv zu binden. Durch Stabilisierung dieses Zwischenzustands wird
die GTP-Beladung sowie die nachgeschaltete Signalweiterleitung Uber den MAPK-
und Akt-Weg unterbunden — ein innovativer Ansatz mit breiter therapeutischer Reich-

weite.[139]

Pre-clinical
IND-enabling
Zulassung
Pre-clinical
IND-enabling
Phase 1
Phase 2
Phase 3
Zulassung

[Sotorasib/AMG510 (Amgen)
IAdagrasib/MRTX849 (Mirati)
Divarasib/GDC-6036 (Roche)

MRTX1133 (Mirati)
HRS-4642 (Jiangsu Hengrui)
RMC-9805 (Rev. Medicines)

I

lOpnurasib/JDQ443 (Novartis) [N g INCB161731 (Incyte)
IGFH925 (GenFleet) % |ASP3082 (Astellas) degrader
[YL-15293 {Shanghai Yingli) E KQTX3046 (Quanta Therapeutics) i
< WJAB-21822 (Jacobio) x VRTX153 (Vrise Therapeutics) '
% D-1553 (InventisBio) LY3962673 (Lilly)
£ HS-10370 (Jiangsu Hansoh) WAB-22000 (Jacobio)
g’ BI-1823911 (Boehr. Ingelheim) ERAS-4 (Erasca)
® LY3537982 (Lilly) -
%  [GEC255 (GenEros Biopharma) 5 @ RMC-5127 G12V (Rev. Medl_cl.nes)
E HBI-2438 (Huyablo) 5 o RMC-0708 Q61H (REV. Med!c!nes)
BP10421286 (Belta) O ¥ RMC-8839 G13C (Rev. Medicines)

MK-1084 (Merck) BI-3706674 (Boehr. Ingelheim)
Sy-5933 (Shouyao Holdings) L QTX3034 (Quanta Therapeutics)®
GH35 (Suzhou Genhouse Bio) - QTX3544 (Quanta Therapeutics)®
D38-001 (D3 Bio} VRTX180 (Vrise Therapeutics)

— LY406634 (Lilly)
RMC-6291 (Rev. Medicines) - FMC-376 (Frontier Medicines)
FMC-376 (Frontier Medicines) 5

KRas

Multi (Mut/WT)

KRasG12¢
(aktiv)

BBO-8520 (BridgeBio)
BBO-8520 (BridgeBio) Ras RMC-6236 (Rev. Medicines)

Abbildung 12: Mutanten-spezifische und Multi-(K)Ras Inhibitoren, die sich in klinischen Studien befinden. Die meis-
ten Inhibitoren befinden sich maximal in Phase 1 Studien (dunkel orange-gelb). Lediglich eine gré3ere Anzahl an
G12C-Inhibitoren sowie der G12D-Inhibitor MRTX-1133 (29) befinden sich in Phase 2 oder héher (griin). Davon
haben bisher nur die G12C-Inhibitoren von Amgen und Mirati eine klinische Zulassung erhalten. IND: Investigational
New Drug application. a) Beschrieben als Multi-KRas-Inhibitor mit einer Préferenz fiir G12D-Aktivitdt und deshalb
nur in Studien mit G12D-Patienten eingesetzt. b) Beschrieben als Multi-KRas-Inhibitor mit einer Préferenz fiir G12V-
Aktivitét.[140
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Trotz dieser Fortschritte dominiert weiterhin das seit Jahrzehnten etablierte For-
schungsfeld zur gezielten Inhibition einzelner Ras-Mutationen, insbesondere innerhalb
der KRas-Isoform, die mit einem Anteil von ca. 85% aller Ras-assoziierten Tumoren
als onkogen besonders relevant gilt.['?®] Der Schwerpunkt der Wirkstoffentwicklung
liegt daher auf Inhibitoren, die spezifisch gegen punktmutierte Varianten von KRas,
wie G12C, G12D oder G12V, gerichtet sind.

Den Grundstein fiir die gezielte Adressierung von KRas®'2C legte 2013 das Team um
KEVAN SHOKAT, dem es erstmals gelang, einen kovalent-bindenden Inhibitor fur diese
Mutation zu entwickeln.['?8] Seither wurde eine Vielzahl an G12C-spezifischen Mole-
kilen synthetisiert, von denen sich einige derzeit in unterschiedlichen Phasen klini-
scher Studien befinden (Abb. 12). Bislang haben lediglich zwei Vertreter, Sotorasib
(18) von Amgen und Adagrasib (19) von Mirati, eine klinische Zulassung erhalten (Abb.
13).

Diese Substanzen wirken Uber Stabilisierung des GDP-gebundenen, inaktiven Zu-
stands des mutierten Proteins. ['41-143] Sie adressieren die im inaktiven Konformations-
zustand zugangliche allosterische Switch Il Pocket (S-1l1 P) durch kovalente Bindung.
Trotz dieses Erfolgs bleibt die Entwicklung effektiver Inhibitoren gegen andere Mutatio-

nen wie G12D oder G12V eine Herausforderung.[143.144]

Mit Divarasib (20) befindet sich derzeit ein hochselektiver G12C-Inhibitor aus dem
Hause Roche in Phase 3 der klinischen Entwicklung. Erste Daten zeigen eine signifi-
kant gesteigerte Wirksamkeit bei gleichzeitig glinstigem Toxizitatsprofil in KRas®'2C-
positiven Tumoren.[14%]
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Abbildung 13: Strukturen ausgewéhlter Inhibitoren gegen die G12C-Mutante von KRas mit einer klinischen Zulas-
sung (18 & 19) bzw. in Phase 3 befindlich (20). AuBerdem eine Verbindung die als molecular clue aktives KRas®'2¢
inhibiert (21).
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Einen grundlegend neuen Mechanismus verfolgt REVOLUTION MEDICINES mit dem Wirk-

stoff RMC-6291 (21) (Abb. 13). Dieses Molekill gehort zur Klasse der sogenannten

molecular glues: Es vermittelt die kovalente Ausbildung eines Trimolekulkomplexes

bestehend aus KRas®'?¢, Cyclophilin A (CYPA) und dem Inhibitor selbst. Der Komplex
17
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blockiert die Effektorbindestelle von KRas durch sterische Hinderung, wodurch eine
Interaktion mit Effektoren wie Raf verhindert wird. Die elektrostatische Komplementa-

ritat von CYPA zur KRas-Oberflache spielt hierbei eine entscheidende Rolle.[146:147]

Die KRas®'?P-Mutation stellt mit einem Anteil von etwa 39% die haufigste Punktmuta-
tion in Ras-getriebenen Tumoren dar.l'#8 Im Gegensatz zur G12C-Mutation, bei der
eine kovalente Adressierung Uber die nukleophile Cystein-Seitenkette mdglich ist, er-
weist sich die direkte Bindung an die weniger reaktive Aspartat-Seitenkette der G12D-

Variante als deutlich herausfordernder

Einen ersten selektiven Inhibitor fiir KRas®'?P entwickelte 2017 die Arbeitsgruppe um
KOTARO SAKAMOTO mit dem zyklischen Peptid KRpep-2d.['#°l Dieses Cyclopeptid ent-
halt zwei Cysteinreste, die sowohl zur Ringbildung als auch zur Steuerung der Bin-
dungsaffinitat beitragen. Aufgrund der instabilen Disulfidbricke unter reduzierenden,

intrazellularen Bedingungen ist der therapeutische Einsatz jedoch limitiert.

Daraus hervorgehend wurde das bicyclische Peptid KS-58 (22) entwickelt, das eine
nicht-proteinogene Aminoséaure enthalt und eine verbesserte Stabilitat aufweist.['5% |n
Zelllinien, die KRas®'?P exprimieren (A427, PANC-1), zeigte KS-58 (22) eine selektive
Hemmung, die Gber zwei Mechanismen vermittelt wird: Die Blockade der RasCPP-
SOS1-Interaktion sowie der Ras®™P-BRAF-Bindung (Abb. 14).[149-151]

Ein weiterer innovativer Ansatz wurde von Y. ZHOU ET AL. verfolgt: Der Inhibitor NKTP-
3 bindet zunachst an den Zelloberflachenrezeptor NRP1, Uber den er in die Zelle in-
ternalisiert wird. Im Zytosol bildet NKTP-3 mit KRas®'2P ginen inaktiven trimeren Kom-

plex — ein Beispiel fir einen molecular glue-Mechanismus.!['%2)

Die Entdeckung der sogenannten Switch /1l Pocket im Jahr 2012 markierte einen ent-
scheidenden Fortschritt in der Entwicklung von small-molecule-Inhibitoren fir Ras.['%3
Diese flache, zwischen den beiden Switch-Regionen gelegene Tasche diente als An-

satzpunkt fur eine Reihe rational designter Verbindungen.

Der Arbeitsgruppe um STEPHEN W. FESIK entwickelte Molekiile, die sich durch unter-
schiedliche Aminosaurebausteine an einer Position unterschieden und Kp-Werte im
Bereich von 190-420 uM sowie eine Hemmung des GDP/GTP-Austauschs von bis zu
78% erzielten.['53 Mit Verbindung 23 gelang erstmals die Kristallstruktur eines Inhi-
bitors in der Switch I/1l-Tasche (PDB: 4EPY).[153.154]
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Abbildung 14: Strukturen des bicyclopeptidischen Inhibitors KS-58 (22) sowie der beiden von FESIK ET AL. Entwi-
ckelten Inhibitoren 23 und BI-2852 (24).

2019 wurde von derselben Gruppe der hochpotente Switch I/ll-Inhibitor BI-2852 (24)
vorgestellt (Abb. 14).1'54 Dieser zeigt eine ICso von 180 nM, hemmt Protein-Protein-
Interaktionen (PPIs) verschiedener Ras-Effektorproteine und unterbricht die pErk-Sig-
nalkaskade im niedrigen pM-Bereich. Trotz hoher Affinitat besitzt BI-2852 (24) keine
ausgepragte Selektivitat fir bestimmte Isoformen oder Mutationen, sodass er als pan-
Ras-Inhibitor zu klassifizieren ist.['>° Aufgrund seiner guten Kristallisierbarkeit und Bin-

dungsstarke findet er breite Verwendung in in silico-Studien (PDB: 6GJ8).["%°]

Einen alternativen Ansatz verfolgte die Arbeitsgruppe von SCHERKENBECK ET AL. mit der
Entwicklung von Bisphenol-A-Derivaten (25).'571 Bereits 2013 konnte durch Protein-
NMR-Spektroskopie die Bindung an die Switch I/ll-Tasche nachgewiesen werden.
Ausgehend hiervon wurden verschiedene Dihydrobenzophenon-Derivate synthetisiert.
Das Hydrazon-Derivat 26 zeigte im GDP/GTP-Austauschassay eine ICso von 236 yM
sowie zellulare Aktivitat im unteren zweistelligen uM-Bereich. Das Sulfonylhydrazon-
Derivat 27 wies leicht geringere Aktivitat auf (ICso = 255 uM) (Abb. 15).11%8]

Ein weiterer Ansatz zur Inhibierung von Ras stammt aus der Arbeitsgruppe um
TERENCE H. RABBITTS, die small molecules auf Basis intrazellularer Antikorper entwi-
ckelte.['%9 Ziel war es, durch Nachahmung der Antikorperbindung Ras-PPls gezielt zu
blockieren. Die Verbindung CH-3 (28) zeigte bei einer Konzentration von 10 uM eine
nahezu vollstandige Inhibition der Akt-Phosphorylierung in der PI3K-Downstream-
kaskade, ohne den Gesamt-Akt-Proteingehalt zu beeinflussen. Zudem zeigte CH-3
(28) nur geringe Zytotoxizitat (ICso = 4.5 uM) in der KRas®'3P-exprimierenden DLD-1-
Zelllinie (Abb. 15).1159:160]
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Abbildung 15: Strukturen ausgewéhlter Inhibitoren gegen KRas®'?P und der aktuellen Benchmark-Verbindung
MRTX-1133 (29).

Ein entscheidender Durchbruch in der gezielten Inhibition von KRas®'?P gelang im Jahr
2021 mit der Entwicklung von MRTX-1133 (29) durch die Firma MIRATI THERAPEUTICS
(Abb. 15). Diese Substanz stellt eine gezielte Weiterentwicklung des kovalent binden-
den G12C-Inhibitors Adagrasib (19) dar.['6"] Basierend auf dem gemeinsamen Py-
rido[4,3-d]pyrimidin-Grundgerist wurden systematische Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen (SAR) zur Optimierung der Substitution an den Positionen 2, 4 und 7 durchgefuhrt.
Eine erste Modifikation an der C4-Position fuhrte zur EinflUhrung eines Piperazinyl-
Substituenten, der, im protonisierten Zustand, eine ionische Wechselwirkung mit der
Carboxyl-Seitenkette von Asp'? der G12D-Mutante eingeht (Abb. 16).[161]

Abbildung 16: a) Protein-Ligand-Interaktionsdiagramm des Inhibitors MRTX-1133 (29) mit KRas®'?P (PDB: 7RPZ).
Die Pfeile zeigen die direkten Wechselwirkungen (WW) zwischen den Aminoséureresten und dem Ligand (29) an.
b) Absténde der direkten Wechselwirkungen zwischen MRTX-1133 (orange) und den Aminoséureresten Gly10
(sehr schwache WW), Asp12, Gly60 und Glu62 (starke WW) sowie den indirekten (iber eine Wassermolekdil (rote
Sphére) vermittelten Wechselwirkungen.[167.1621

Die Einfuhrung eines finalen [3.2.1]bicyclischen Diamins in dieser Position fuhrte zu
einer Uber 200-fachen Affinitatssteigerung gegenliber KRas®'?P im Vergleich zum
Wildtyp. Auch an der C2-Position wurden diverse tertidre Amine evaluiert. Die hochste
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Potenz wurde mit einem 2-Fluoropyrrolizidin-Rest erzielt (ICso = 21 nM im pErk-Zellas-
say). Die tiefe hydrophobe Bindetasche wurde durch einen 3-Hydroxy-7-fluoro-8-
ethynylnaphthyl-Substituenten in der C7 Position adressiert, was zur finalen Verbin-
dung MRTX-1133 (29) fuhrte. Diese zeigt eine bemerkenswerte Bindungsaffinitat von
Kb = 0.2 pM sowie eine ca. 700-fache Selektivitat gegentiber Wildtyp-Ras.['8"l Darliber
hinaus blockiert MRTX-1133 (29) effektiv die Ras-Raf-Interaktion im aktiven, GTP-be-
ladenen Zustand. Studien in verschiedenen Tumorzelllinien belegen die breite inhibi-
torische Aktivitat von Verbindung 29. Interessanterweise wurde jedoch auch eine
Hochregulierung von EGFR und HER2 in KRas®'?P-Zellen beobachtet, was maoglich-

erweise therapeutisch berticksichtigt werden muss.[163.164]

Eine alternative Strategie zur Hemmung der Ras-Aktivierung ist die gezielte Inhibition
von SOS1, dem wichtigsten Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) fur Ras. Einige
SOS1-Inhibitoren wurden bisher entwickelt, wobei ein besonderes Augenmerk auf die
Stoérung der katalytischen Bindetasche gelegt wurde. Wichtige molekulare Interaktio-

nen beinhalten hierbei die Aminosauren wie Arg”3, Asn®® und Tyr884 144l

Einen wesentlichen Meilenstein auf diesem Gebiet stellt die 2019 publizierte Entwick-
lung des Quinazolin-basierten Inhibitors Bay-293 (30) durch HILLIG ET AL. dar
(Abb. 17).144 Der Inhibitor 30 bildet Wasserstoffbriickenbindungen zu den AS-Resten
Asp87 und Tyr®8* und besitzt noch weitere Wechselwirkungen mit der Seitenkette von
Tyr8 Aufgrund dieser Wechselwirkungen unterdriickt Bay-293 (30) die Ras:SOS-In-

teraktion mit einem ICso-Wert von 21 nM.144

2020 entdeckte die Arbeitsgruppe um MARCO H. HOFMANN und NORBERT KRAUT in ei-
nem High Throughput Screening die auf einer Quinazolin-Struktur basierende Verbin-
dung BI-68BS (31). In der dazugehorigen Kristallstruktur (PDB: 6SFR) wurden starke
Wechselwirkungen von 31 mit der lipophilen Region von SOS1, insbesondere mit den

Aminosauren Met®78, Phe8%0, Leu?" und His®%, identifiziert.[65

Durch SAR-Optimierungen der Verbindung 31, wurde 2021 die Verbindung BI-3406
(32) entwickelt (Abb. 17). Diese weist eine zusatzliche Wechselwirkung mit dem Tyr884
auf. Der Inhibitor 32 erzielte im SPRSCS'-Assay einen Kbp = 9.7nM sowie einen |Cso-
Wert von 5 nM.[169]

Trotz dieser vielversprechenden Daten konnten Bay-293 (30) und BI-3406 (32) die
praklinische Entwicklung nicht erfolgreich abschlieBen.l'®5! Erst mit der Weiterentwick-

lung zu BI-1701963 (Struktur nicht veréffentlicht) gelang der Ubergang in die klinische
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Phase |. Diese Substanz bindet ebenfalls an die katalytische Oberflache von SOS1
und hemmt dadurch die Signaltransduktion entlang des MAPK-Wegs.[16¢]

Der bislang einzige weitere SOS1-Inhibitor mit publizierter Struktur in klinischer Ent-
wicklung ist MRTX-0902 (33), entwickelt von MIRATI THERAPEUTICS. Mit einem Ki von
1.9 nM und einem zellularen ICso von 29 nM demonstriert Verbindung 33 eine exzel-
lente inhibitorische Wirksamkeit.l'®”] Der Inhibitor 33 basiert auf einem o-Phenoxazin-
Grundgerlst und zeigt eine gute orale Bioverfugbarkeit. Sie bildet zudem stabile Salz-
briicken mit Glu®®? von SOS1 sowie die charakteristischen Wechselwirkungen mit
Tyr884 — ahnlich den Vorgangerverbindungen Bay-293 (30) und BI-3406 (32)
(Abb. 17).1167]
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Abbildung 17: Strukturen ausgewéhlter SOS1-Inhibitoren in préklinischen Phasen (30-32) sowie dem einzigen
SOS1-Inhibitor in der klinischen Phase 1 mit einer veréffentlichten Struktur (33).

Wie der Abbildung 12 zu entnehmen ist, befinden sich bislang nur wenige KRas-Inhi-
bitoren in fortgeschrittenen klinischen Entwicklungsphasen. Lediglich Sotorasib (18)
und Adagrasib (19) haben bisher eine Zulassung zur Behandlung von KRas®'?¢ mu-
tierten Tumoren erhalten.l'4% Trotz dieses therapeutischen Fortschritts stellt die rasche
Entwicklung von Resistenzmechanismen ein zentrales Problem dar. So wurde bei Pa-
tienten mit KRas®'2C-assoziiertem nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) unter
Sotorasib(18)-Therapie durchschnittlich bereits nach sechs Monaten eine klinisch re-

levante Resistenz beobachtet.[124]

Die zugrunde liegenden Resistenzmechanismen sind vielschichtig. Neben sekundaren
Punktmutationen im KRas-Gen selbst kann auch eine Uberexpression der bereits mu-
tierten KRas-Variante zur Umgehung der Inhibition fihren. Dariber hinaus wurden
kompensatorische Signalwege identifiziert, insbesondere durch eine Hochregulation
rezeptor-tyrosinkinasevermittelter Signalwege (RTKs), welche die Effizienz der KRas-
Blockade erheblich reduzieren.['®8 Auch Mutationen oder funktionelle Veranderungen
in Signaltransduktionskomponenten stromabwarts von KRas, wie z. B. in Neurofibro-
min (NF1), Phosphatasen oder dem Tumorsuppressor PTEN, konnen die Wirksamkeit
der KRas-Inhibition erheblich beeintrachtigen. Hinzu kommt, dass auch Genfusionen
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mit Ras-Effektorproteinen oder adaptive Netzwerkanpassungen zur therapeutischen

Flucht beitragen kénnen.[168]

Zur Uberwindung dieser Resistenzmechanismen riicken derzeit vor allem Kombinati-
onstherapien in den Fokus. Eine vielversprechende Strategie besteht in der Kombina-
tion von KRas-Inhibitoren wie Sotorasib (18) mit Substanzen, die stromabwarts in die
Signaltransduktion eingreifen — beispielsweise Inhibitoren gegen MEK, Erk oder PI3K.
Weiterhin werden Kombinationen von KRas- und SOS1-Inhibitoren, von unterschied-
lichen KRas-Inhibitoren selbst oder die Entwicklung sogenannter PROTACSs (proteoly-
sis-targeting chimeras) verfolgt, welche auf den gezielten Abbau mutierter KRas-Pro-

teine abzielen.[122]

1.6 Pentacyclische Triterpene in der medizinischen Chemie

Pentacyclische Triterpene bilden eine weit verbreitete Naturstoffklasse, die in zahlrei-
chen Pflanzen vorkommt, welche seit Jahrhunderten in der traditionellen Medizin An-
wendung finden. Ein prominentes Beispiel ist die Heilpflanze Centella asiatica (auch
bekannt als Gotu Kola), die in der traditionellen chinesischen Medizin zur Behandlung
neurologischer, endokriner, kardiovaskularer, gastrointestinaler, gynakologischer so-
wie immunologischer und dermatologischer Erkrankungen eingesetzt wird.['6% Weitere
triterpenreiche Pflanzen sind unter anderem Apfel, verschiedene aromatische Krauter

wie Salbei und Rosmarin sowie insbesondere Birkenrinde.l'70-173]

Die Struktur der Triterpene basiert auf sechs Isopreneinheiten, die Uber lineare oder
cyclische Verknlpfungen miteinander verbunden sind. Die linearen Vertreter dieser
Naturstoffklasse umfassen beispielsweise die Squalene (34), die als wichtige Zwi-
schenstufe in der Biosynthese sterolischer Naturstoffe fungieren.l'”l Die cyclischen
Triterpene lassen sich nach der Anzahl ihrer Ringsysteme unterteilen — die bedeu-
tendsten Gruppen stellen hierbei die tetracyclischen und pentacyclischen Triterpene

dar, mit vier bzw. funf kondensierten Ringen im Kohlenstoffgerust.

Zu den tetracyclischen Triterpenen zahlen unter anderem die Lanostane, mit dem
strukturell und biosynthetisch zentralen Lanosterol (35) als Vertreter.l'”#] Die pentacyc-
lischen Triterpene lassen sich wiederum in drei grole Subklassen gliedern: die Lu-
pane, mit Lupeol (36), Betulin (37) sowie dessen oxidiertem Derivat Betulinsaure (38),
die Oleane, reprasentiert durch die Oleanolsaure (39) und die Ursane, deren Grund-
struktur in der Ursolsaure (40) vorliegt (Abb. 18).
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Wahrend Lupane typischerweise aus vier Sechsring- und einem Funfringsystem be-
stehen, sind die Oleane und Ursane durch ein Gerust aus funf kondensierten Sechsrin-
geinheiten gekennzeichnet.['70.173.1741 Dje chemische Diversitat innerhalb dieser
Grundgeruste tragt wesentlich zur Vielzahl beobachteter biologischer Wirkungen bei,
was pentacyclische Triterpene zu einem vielversprechenden Ziel in der Entwicklung

neuer Wirkstoffe macht.

Abbildung 18: Grundstrukturen der verschiedenen Triterpen-Untergruppen.

Pentacyclische Triterpene sind fur eine Vielzahl pharmakologisch relevanter Wirkun-
gen bekannt. In zahlreichen praklinischen und klinischen Studien konnte insbesondere
ihr entzindungshemmendes und antibakterielles Potenzial bestatigt werden. Ein be-
sonders intensiv untersuchter Vertreter ist das Saikosaponin A (41), ein Glycosid mit
einem Olean-basierten Triterpengerist (Abb. 19)./77% Die entziindungshemmende Ak-
tivitat dieser Verbindung beruht wesentlich auf der Hemmung des nuclear factor-kB
(NF-kB) Signaltransduktionsweges, der eine zentrale Rolle bei der Regulation in-
flammatorischer Prozesse spielt.['”¢ Darliber hinaus besitzt Saikosaponin A (41) anti-
oxidative Eigenschaften, die auf einer Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
und von Malondialdehyd sowie auf der Aktivierung antioxidativer Enzymsysteme wie

Superoxiddismutase (SOD), Katalase (CAT) und Glutathionperoxidase (GPx) beru-
hen.[175.177]

Ein weiteres gut charakterisiertes Naturprodukt mit breit gefachertem pharmakologi-
schem Profil ist die Ursolsaure (40). Neben ihren antiinflammatorischen Eigenschaften
ist sie auch als Modulator der Apoptose und des Immunsystems bekannt. Sie fordert
die Regeneration von Neuronen und hemmt gleichzeitig die Ausbildung von Narben-
gewebe, was sie fir neurologisch-entzindliche Indikationen interessant macht.[’”¢ So-

wohl Olean- als auch Ursan-basierte Triterpene sind in der medizinischen Chemie weit
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verbreitet und bilden die Grundlage fur verschiedene Wirkstoffe zur Behandlung ischa-
mischer und hamorrhagischer Lasionen des Gehirns, des Herz-Kreislauf-Systems so-

wie anderer Organe.

Insbesondere die Verbindungen Oleanolsaure (39) und Glycyrrhizinsaure (42), ein
Hauptbestandteil der SuBholzwurzel (Glycyrrhiza glabra), zeigen leberschutzende
Wirkungen und werden in der Therapie viraler Erkrankungen wie Hepatitis eingesetzt
(Abb. 19).779,180]

DarUber hinaus wurde eine breite antivirale Aktivitat zahlreicher pentacyclischer Triter-
pene und ihrer halbsynthetischen Derivate beschrieben. Diese schlielRen Wirkstoffe
gegen Influenza-Viren, Hepatitis B und C, HIV, Herpes-simplex-Viren, die Schwei-
negrippe sowie SARS-CoV-2 ein.[177.181-188] Dje grole strukturelle Diversitat dieser Na-
turstoffklasse bietet dabei zahlreiche Angriffspunkte fur zielgerichtete Modifikationen

mit dem Ziel, hochselektive antivirale Leitstrukturen zu entwickeln.

Abbildung 19: Strukturen von Saikosaponin A (41), Glycyrrhizinséure (42) und dem Oleanols&ure-Derivat 43.1189

Ein zunehmend gut verstandener Bereich innerhalb der medizinisch-chemischen For-
schung zu pentacyclischen Triterpenen ist ihre antitumorale Aktivitat. Bemerkenswert
ist, dass viele Vertreter dieser Naturstoffklasse trotz ihrer ausgepragten biologischen
Wirkung eine geringe systemische Toxizitat aufweisen. Dies macht sie zu attraktiven

Leitstrukturen fur die Entwicklung neuer, nebenwirkungsarmer Krebsmedikamente.

Insbesondere Ursolsaure (40) wurde in den vergangenen Jahren intensiv als potenziell
praventiv und therapeutisch wirksamer Wirkstoff gegen verschiedene Tumorarten un-
tersucht.['90-192] Eine Auswahl reprasentativer Derivate des Ursan-, Lupan- und Olean-
Typs sowie deren zytotoxisches Potenzial gegenltber unterschiedlichen Krebszellli-

nien ist in Tabelle 1 dargestellit.
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Tabelle 1: Strukturen und ICso-Werte fiir ausgewéhlte Derivate pentacyclischer Triterpene mit einer zytotoxischen
Wirkung im niedrigen mikromolaren Bereich gegen verschiedene Krebszelllinien.

Struktur Zelllinie  ICs [uM] Lit.  |Struktur Zelllinie  ICs [uM]  Lit.

Ursan-Typ Lupan-Typ

vy Q T47D 0.05

A549 1568 1| ‘0‘ ol MCF-7 0.09 r1o4
Q,\.)L SOF SNB-19 0.8

26 MCF-7 26.0
[195] [196]
2.1 A375 17.0
A CCRF-CEM 18.9
SUM149PT MCF-7 233
_6 [197] [198]
HCC1937 G-361 213
HelLa 27.8
CCRF-CEM 16.2
MCF-7 1.66 - MCF-7 16.3 o
Hela 3.16 G-361 7.4
HeLa 83
A549 0.08
BEAS-2B  2.96 [200] B164A5 8.1 f201)
(Wildtyp)
MCF-7 0.7 (ECy) 202 B164A5  9.15 f201)

Hela 3.2
HepG2 8.8 (2091
us7 MG 5.7

Bereits 2014 publizierte die Arbeitsgruppe um HUAQING WANG ein Ursolsaure-haltiges
Liposomenpraparat, dass in einer Phase-I-Studie getestet und fur weiterfuhrende

Phase-II-Studien vorbereitet wurde.?%! In einer weiteren Untersuchung synthetisierten
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CHENG ET AL. eine Serie von Glycyrrhizin-, Oleanol- und Ursolsaure-Derivaten, die in
A549-Zellen eine Zellzyklusblockade in der Gi-Phase von bis zu 92% bewirkten. Das
Fluorouracil-Konjugat 44 zeigte mit einem ICso-Wert von 15.68 uyM eine signifikante
zytotoxische Aktivitat.l'% Gegen die gleiche Zelllinie entwickelte die Arbeitsgruppe um
HACIOSMANGLU EBRU das Hydrazid-Hydrazon-Oleanolsaure-Derivat 48, das die Krebs-

zellen um einen Faktor 37.5 stérker inhibierte als gesunde Zellen (Tab. 1).1200

Einen der potentesten Vertreter prasentierte STANISLAV BORYCZKA mit dem Triazol-Be-
tulinsaure-Derivat 51, das gegen MCF-7-Zellen einen ICso-Wert von lediglich 0.09 pM
zeigte.['% Das zwei Jahre spater von S. FRIEDRICH ET AL. entwickelte Malachitgriin-
Oleanolsaure-Derivat 49 zeigte eine etwas schwachere Wirkung als Verbindung 51,
hatte mit einem ECso= 0.7 uM aber immer noch einen guten zytotoxischen Effekt ge-
gen diese Zelllinie.[?%2l WRzESNIOK ET AL. entwickelten 2024 eine Reihe von Acetylen-
Amid-Betulonsaure-Derivaten, von denen die Verbindung 52 mit einem 1Cs0= 26 uM
eine gute, wenn auch deutlich schwachere zytotoxische Wirkung gegen die MCF-7-
Zelllinien als die Verbindungen 49 und 51 aufweist. Bemerkenswert bei der Verbindung
38 ist allerdings die gute Selektivitat. Gegen die ebenfalls getesteten normal human

fibroblast Zellen zeigte Verbindung 52 keinerlei zytotoxischen Effekt (Tab. 1).[1%]

Ein Grolteil der experimentellen Onkologie nutzt HeLa-Zellen als Modell, da es sich
um die erste dauerhaft kultivierbare humane Tumorzelllinie handelt.[2°%! 2019 gelang
es MENG ET AL. mit der Verbindung 31 ein Piperazin-Ursolsaure-Derivat zu entwickeln,
das mit einem ICso= 2.6 uM eine gute Zytotoxizitat gegen HelLa-Zellen besitzt.['%% Zwei
Jahre spater erzielte die Arbeitsgruppe um WEN Gu mit dem Indolquinon-Amid-Ursol-
saure-Derivat 33 eine vergleichbare Wirkung gegen diese Zelllinie mit einem
ICs0= 3.2 uM.["®® Mit der Verbindung 36 entwickelte YIN ET AL. ein laktonisiertes Olea-

nolsaure-Derivat, das ebenfalls eine gute Zytotoxizitat gegen HelLa-Zellen aufweist.[20]

2024 wurde von CERNA ET AL. ein Oxim-Derivat der Betulinséure (53) entwickelt, das
zunachst einen ICso-Wert von 27.8 yM gegen HelLa-Zellen erreichte. Erst mit der wei-
terfUhrenden Derivatisierung des Oximes zu Verbindung 54 konnte eine Zytotoxizitat
im einstellig mikromolaren Bereich erzielt werden (Tab. 1).[1%]
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2. Zielsetzung

Pentacyclische Triterpene sind in der Literatur umfassend im Kontext ihrer zytotoxi-
schen Aktivitat gegenuber verschiedenen Tumorzelllinien beschrieben; ihr Potenzial
als direkte Modulatoren der Ras-Signaltransduktion ist hingegen bislang nur unzu-
reichend untersucht. Vor diesem Hintergrund verfolgt die vorliegende Arbeit das Ziel,
das pharmakologische Potenzial dieser Naturstoffklasse als Inhibitoren des KRas4B-
Proteins systematisch zu erschliel3en, mit besonderem Fokus auf die onkogene G12D-
Mutation. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu beitragen, pentacyclische Triter-
pene als neuartige und bislang kaum erschlossene Zielstrukturen fur die Entwicklung

potenter KRas-Inhibitoren zu etablieren.

Zu diesem Zweck soll zunachst eine strukturell diverse Bibliothek von Derivaten des
Lupan-, Ursan- und Olean-Typs synthetisiert werden. Die resultierenden Verbindun-
gen sollen anschlieRend hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat in einem Nukleotid-
Austausch-Assay untersucht werden, um ihre hemmende Wirkung auf den Ras-SOS-
vermittelten GDP/GTP-Austausch zu evaluieren. Auf Basis dieser Daten sollen belast-
bare Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden, die den Einfluss spezifischer

struktureller Modifikationen auf die Inhibition des Nukleotid-Austauschs widerspiegeln.

Die vielversprechendsten Vertreter dieser Substanzklasse sollen darauf aufbauend in
zellularen Assaysystemen weiter charakterisiert werden. Dabei sollen sowohl ihre zy-
totoxischen Eigenschaften als auch ihr Einfluss auf KRas4B-abhangige Downstream-
Signalkaskaden untersucht werden. Zur Bestimmung des molekularen Wirkortes der
untersuchten Verbindungen sollen erganzende NanoBRET-, Protein-Protein-Interac-

tion- sowie Surface-Plasmon-Resonance-Assays eingesetzt werden.

Zur mechanistischen Einordnung dieser experimentellen Befunde sollen dariber hin-
aus umfangreiche Molecular-Modeling-Studien durchgeflhrt werden. Diese sollen
dazu beitragen, die Wechselwirkungen pentacyclischer Triterpene mit KRas4B auf mo-
lekularer Ebene zu analysieren und ein konsistentes Wirkmodell abzuleiten, das als
Grundlage fur die weitere Optimierung dieser Substanzklasse dienen kann.

28



3. Ergebnisse und Diskussion

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Naturstoffextraktion von Betulin

Betulin wurde erstmals im Jahr 1788 von Johann Tobias Lowitz beschrieben, der bei
der Verbrennung von Birkenholz und -rinde die Bildung feiner weil3er Flocken beo-
bachtete.[?%¢] In den vergangenen knapp 250 Jahren wurden — insbesondere im Zuge
der fortschreitenden naturwissenschaftlichen und medizinischen Forschung — zahlrei-
che Verfahren zur Extraktion und Aufreinigung dieses Naturstoffs entwickelt und opti-
miert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das von SIMAN ET AL. (2016) beschriebene Ver-
fahren flr die Extraktion von Betulin (37) angewendet (Schema 3).297 Dieses Protokoll
erlaubt eine effiziente Isolierung von Betulin (37) aus Birkenrindengranulat unter ver-

gleichsweise milden Bedingungen.

Extraktion Aufreinigung

. . 1. Stufe 2. Stufe 3. Stufe 4. Stufe 5. Stufe
Birkenrinden-
granulat = Ca(OH), EtOH, Chloroform EtOH
EtOH Benzol H,0
\EtOH l l \
< \4 .
ﬁ = [ R g c
Soxhlet- A 2o 23 = S8
Extraktion 23 =D Eo L5 ER
© = g 2c =)=
L .,| £ ‘g 2 E' = e £
W}J gs E § £583
|
B4
BO B1 B2 B3
EtOH +
Feste E10H + EtOH Chloroform
Abfall caCl | | AL o L2
ale Abfiile enzo
v
W ¥ v

Created in https://BioRender.com

Schema 3: Schematische Darstellung des Naturstoffextraktions- und Aufreinigungsprozesses von Betulin aus Bir-
kenrindengranulat.271

Als Ausgangsmaterial diente kommerziell erhaltliches, bereits zerkleinertes Birkenrin-
dengranulat. Die Extraktion erfolgte zunachst fir 24 Stunden in einer Soxhlet-Appara-
tur mit Ethanol. Aus 50.0 g eingesetztem Granulat wurden 16.9 g Rohextrakt (B0) er-

halten, entsprechend einem Massenanteil von etwa 34%.

Die Aufreinigung des Rohextrakts erfolgte stufenweise. In der ersten Reinigungsstufe
wurde eine alkalische Waschung durchgefihrt, bei der 5.00 g der Fraktion B0 mit sie-

dender Calciumhydroxid-Lésung in Ethanol behandelt wurden. Hierdurch wurden
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schwerldsliche saure Komponenten — insbesondere Betulinsaure — entfernt. Nach ei-
ner Heili¥filtration wurden 4.71 g der Fraktion B1 sowie 0.295 g der Abfallfraktion A1

erhalten.

In einem zweiten Schritt wurde Lupeol aus dem Extrakt abgetrennt, indem Fraktion B1
aus Benzol umkristallisiert wurde. Dieser Prozess fuhrte zu 1.51 g der Fraktion B2 so-
wie 3.19 g der Fraktion L2, die einen hohen Lupeol-Anteil enthalten durfte. Fraktion
B2 wurde anschliel3end in siedendem Ethanol geldst, und durch Fallung mit einem
Ethanol/Wasser-Gemisch wurden polare Verunreinigungen abgetrennt. Nach der Fil-
tration des Ruckstands wurden 0.977 g der Fraktion B3 sowie 0.533 g der Fraktion
B3F isoliert.

Fraktion B3 wurde in Chloroform geldst und Gber eine Kieselgel-Saule filtriert, wobei
farbige Begleitstoffe zurlckgehalten wurden. Nach Entfernung des Ldsungsmittels
wurden 153 mg der hellgelben Fraktion B4 erhalten, die durch Umkristallisation aus

Ethanol 83.7 mg reines Betulin (37) ergab.

Da die Ausbeute an Betulin (37) vergleichsweise gering ausfiel, wurden die im Aufrei-
nigungsprozess anfallenden Zwischenfraktionen HPLC-MS-analytisch untersucht. Da-
bei wurde nachgewiesen, dass insbesondere die Fraktionen L2 und B3F signifikante
Mengen an Betulin (37) enthielten. Insgesamt wurden 2.62 g Betulin (37) isoliert, ent-
sprechend einer Ausbeute von 52 Gew.-% bezogen auf den Rohextrakt bzw.
17 Gew.-% bezogen auf die eingesetzte Rohmasse des Birkenrindengranulats. In der
Literatur werden typischerweise etwas hohere Ausbeuten von 20-30% angegeben, die

sich ebenfalls auf die eingesetzte Rohmasse beziehen. 2%l

Die massenspektrometrische Analyse des isolierten Betulins (37) und der betulinhalti-
gen Zwischenfraktionen ergab eine Dehydratisierung an Position C-3, die unter den
eingesetzten HPLC-MS-Bedingungen auftrat. Dieser Prozess fuhrt zu einer Mas-
sendifferenz von 18 g/mol (Abb. 20). Der Effekt wurde durch HPLC-MS Kontrolimes-
sungen unter Verwendung von kommerziell erworbenem Betulin (37) eindeutig besta-

tigt.
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Abbildung 20: LCMS-Chromatogramme von der Fraktion L2. a) HPLC-Chromatogramm bei der Wellenlénge
200 nm mit der Retentionszeit von 12.950 min, entsprechend der Retentionszeit von Betulin (37). b) Positive loni-

sationsspur des Betulinpeaks. ¢) Massenspektrum mit [M+H]* bei m/z=443 g/mol (Betulin) sowie dem intensiven
Signal bei m/z=425 g/mol (Dehydratisierungsprodukt).

Die in dieser Arbeit erzielte, geringfiigig niedrigere Ausbeute als von SIMAN ET AL. ver-
offentlicht I1asst sich plausibel mit der in der Literatur vielfach beschriebenen Variabilitat
des Betulingehalts erklaren, die stark von der botanischen Herkunft der verwendeten
Birkenarten abhangt.l209219 Zydem wurde festgestellt, dass die in dieser Arbeit erhal-
tenen Fraktionen in mehreren Aspekten von den in der Literatur berichteten Resultaten
abweichen. So wurden die Fraktionen insgesamt kleiner als von SIMAN ET AL. beschrie-
ben, wahrend bereits in frihen Zwischenstufen signifikante Mengen an Betulin (37)
nachweisbar waren. SIMAN ET AL. berichteten hingegen die Isolierung des Zielmolekiils

erst im finalen Reinigungsschritt.[207]
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3.2 Synthese von Derivaten der pentacyclischen Triterpene

3.2.1 Synthese der Derivate des Lupantyps

Im Rahmen eines High-Throughput-Screenings (HTS) der Firma Lead Discovery Cen-
ter wurde ein Diphthalat-Derivat von Betulin (37) als aktiver Treffer identifiziert. Auf-
bauend auf diesem Befund wurden systematisch Derivate dieses pentacyclischen Tri-
terpens synthetisiert. Die Grundstruktur von Betulin (37) bietet hierflir zwei besonders
reaktive Positionen: den aquatorial stehenden sekundaren Alkohol in C-3 sowie die

axiale Hydroxymethylgruppe in C-28 (Schema 4).

Schema 4: Reaktionsschema fiir die Synthese der Betulin-Derivate 57-62. a) cyclisches Anhydrid, DMAP, Pyridin,
100°C; b) Ac20, DMAP, NEts, DCM, Rt. *: Literaturbekannt

Zur Untersuchung des Einflusses der Hydroxyfunktionen auf die biologische Aktivitat
wurden diese zunachst gezielt geschutzt (Schema 4). Trotz der sterisch anspruchsvol-
len neopentyl Umgebung der Hydroxymethylgruppe gelang deren selektive Mo-

noacetylierung unter Bildung von Derivat 57 in 50% Ausbeute.[?'"]

Auch bei den Kupplungsreaktionen mit Malein- bzw. Bernsteinsaure trat die deutlich
héhere Reaktivitat des primaren gegeniuber dem sekundaren Alkohol hervor. Die Ein-
fuhrung langerkettiger Dicarbonsauren diente der Untersuchung des Einflusses einer
weiter vom triterpenoiden Grundgerust entfernten Carboxygruppe auf die biologische

Aktivitat. Wahrend das Maleinsaureanhydrid gegenuber dem primaren Alkohol nur
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eine geringe Reaktivitat zeigte und das Produkt 58 lediglich in 14% Ausbeute lieferte,
reagierte das Bernsteinsaureanhydrid signifikant effizienter. Hierbei wurde das Zielmo-
lekil 59 in 90% Ausbeute erhalten.l?'22'3] Darliber hinaus wurde das zweifach substi-

tuierte Betulin-Derivat 60 in 10% Ausbeute isoliert.

In Anlehnung an den urspringlichen HTS-Treffer wurde das Monosuccinat 59 an-
schliel3end sowohl mit 3,6- als auch mit 4,5-Difluorphthalsaureanhydrid umgesetzt. Die
resultierenden Difluorphthalat-Derivate 61 und 62 wurden in 31% bzw. 38% Ausbeute

erhalten (Schema 4).1214

Neben Betulin (37) stellt Betulinsaure (38) die zweite zentrale Grundstruktur innerhalb
der Lupan-Gruppe dar, die sich strukturell lediglich durch die Carboxyfunktion in Posi-
tion 28 von Betulin unterscheidet. Im Rahmen der SAR-Studien wurden zunachst ge-

zielte Modifikationen der Hydroxygruppe in Position 3 durchgefuhrt (Schema 5).

Verwendet wurden klassische Schutzgruppen sekundarer Alkohole, darunter Acetyl-
und Benzoylreste. Diese Eingriffe senkten die chemische Reaktivitat der Hydroxyfunk-
tion und beeinflussten parallel deren polare Eigenschaften. Darlber hinaus wurde die
Oxidation zum entsprechenden Keton realisiert. Erganzend wurde ein Thiophen-Deri-
vat eingefuhrt, das strukturell den zuvor untersuchten Phthalatgruppen ahnelt, jedoch

einen deutlich elektronenreicheren Substituenten darstellt.

Schema 5: Syntheseschema fiir die Modifikationen der Betulinséure an der Alkoholfunktion. a) Ac20, DIPEA,
DMAP, THF, Rt; b) BzCl, DMAP, Pyridin, 100°C; c) 2,3-Thiophenedicarbonsédureanhydrid, DMAP, Pyridin, 100°C;
d) DMP, DCM/H20, Rt. *: Literaturbekannt

Zu Beginn der Derivatisierungsstudien wurde der sekundare Alkohol in einer klassi-

schen Acetylierungsreaktion mit Essigsaureanhydrid und DIPEA in Gegenwart von
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DMAP als nukleophilem Katalysator umgesetzt, wobei das Acetat 63 in 55% Ausbeute

isoliert wurde.[219]

Die Umsetzung von Betulinsaure (38) mit Benzoylchlorid in Pyridin fihrte zum Ben-
zoyl-Derivat 64, das in 42% Ausbeute erhalten wurde.[?'®1 Obwohl diese Ausbeute auf
den ersten Blick moderat erscheint, liegt sie im Bereich der in der Literatur beschrie-
benen Vergleichswerte.l?'7218] Die Resultate weisen darauf hin, dass die Hydroxy-
gruppe in Position 3 nur eine vergleichsweise geringe Reaktivitat aufweist, was auf die
benachbarte Dimethylsubstitution und die damit verbundene sterische Abschirmung

zurlckzufuhren sein durfte (Schema 5).

Die Umsetzung von Betulinsaure (38) mit 2,3-Thiophendicarbonsaureanhydrid in Pyri-
din ergab das Thiophen-Derivat 65 lediglich in 7% Ausbeute. Die niedrige Ausbeute
resultierte vornehmlich aus der Bildung zweier Regioisomere, die aufgrund ihrer struk-
turellen Ahnlichkeit chromatographisch nur unzureichend voneinander getrennt wer-
den konnten. Trotz des Einsatzes unterschiedlicher chromatographischer Methoden —
darunter Kieselgel-Saulenchromatographie, Reversed-Phase-Chromatographie sowie
verschiedene Eluentensysteme — liel3 sich letztlich nur eines der beiden Isomere (65)

mittels praparativer HPLC in reiner Form isolieren.

Als letzte Modifikation der Hydroxygruppe in Position 3 erfolgte deren Oxidation zur
Ketofunktion. Hierzu wurde ein Reaktionsscreening unterschiedlicher Oxidationsme-

thoden durchgefuhrt, das zur Synthese von Betulonsaure (66) fuhrte (Tab. 2).

Die in der Literatur am haufigsten verwendete Methode zur Synthese von Betulon-
saure (66) basiert auf der Oxidation mit dem Jones-Reagenz.1?'®! Die Umsetzung von
Betulinsaure (38) in Aceton lieferte jedoch lediglich 1% des isolierten Produkts, wah-

rend Ausbeuten von bis zu 45% berichtet sind.[21°]

Aufgrund dieses unbefriedigenden Ergebnisses wurde eine modifizierte Variante nach
MELNIKOVA ET AL. evaluiert, bei der das Jones-Reagenz auf Aluminiumoxid immobili-
siert wird. Trotz der in der Literatur dokumentierten Ausbeute von 97% konnte das

Zielmolekdl 66 in der vorliegenden Arbeit nicht isoliert werden.[220

Anschlieliend wurden verschiedene alternative Oxidationsverfahren parallel getestet,
darunter die klassische und erweiterte Swern-Oxidationen mit 3,3-Dichloro-1,2-diphe-
nylcyclopropen als Aktivator, Oxidationen mit KMnOa4 auf Kieselgur, mit N-Bromosuc-
cinimid bzw. N-Bromacetamid sowie mit Natriumhypochlorit.?2'-2251 Alle Methoden
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fuhrten entweder zu keinem bzw. unvollstandigem Umsatz oder erzeugten eine Viel-
zahl von Nebenprodukten, sodass eine Isolierung der Zielverbindung nicht moglich war
(Tab. 2).

Tabelle 2: Reaktionsbedingungen und Ausbeuten der gescreenten Oxidationsreaktionen fiir die Synthese von Be-

tulonséure (66) aus Betulinsdure (24).

Literaturaus-

Reaktionsbedingungen Ausbeute beute
Jones-Reagenz (K2Cr207, H20, H2S04), Aceton, o o/ [219]
MeOH, 0 °C 1% 45%

) Das Produkt konnte nicht 0/.[220]
Jones-Reagenz (K2Cr207, H20, H2S04), Al203, Rt isoliert werden. 97%
0 . - 5
DMP, H20/DCM, Rt 92% (keine Reinigung not 719412261

DMP, NaHCOs, DCM, -20 °C — Rt

1.) NBS, NaHCO3, H20/THF, 100°C;
2.) HCI
1.) CO2Clz, DMSO, DCM, -60 °C;

wendig)
>99% (Saulenchromatogra-
phische Reinigung notwen-
dig)
Das Produkt konnte nicht
isoliert werden.

Kein Umsatz

2)) TEA, -60 °C — Rt
NBA, AcOH, Aceton/Hz0, 25°C Das Produkt konnte nicht ]
isoliert werden.

NaOCl, AcOH, 25 °C, NaHSOs Das I?roc_iukt konnte nicht )
isoliert werden.
3,3-Dichloro-1,2-diphenylcyclopropen, CO2Clz,

TEA, CycHex, MeCN, DMSO, 10°C — Rt
KMnO; auf Kieselgur, THF, 80°C

Kein Umsatz -

Kein Umsatz -

Erst der Einsatz von Dess-Martin-Periodinan (DMP) ermoglichte eine exzellente Aus-
beute von 92%, die die Literaturangabe von 71% deutlich tbertrifft.[??6l Bemerkenswert
ist, dass das Produkt 66 nach der wassrigen Aufarbeitung analytisch rein vorlag. Eine
modifizierte Reaktionsfuhrung mit NaHCOs-Zusatz bei -20°C ergab nach saulenchro-

matographischer Reinigung sogar eine quantitative Ausbeute.[??7]

Zur Synthese des Glycin-Derivats 70 wurde zunachst Betulinsaure (38) in einer HATU-
aktivierten Amidierung mit Glycinethylester umgesetzt, wobei das Produkt 68 in 82%
Ausbeute isoliert wurde. Als Nebenprodukt entstand der wahrend der Kupplung gebil-
dete Aktivester 69 in 7% Ausbeute.[??8 Die anschlieRende Verseifung des Ethylesters
mit 0.25 M NaOH bei 0°C lieferte das freie Glycin-Derivat 70 in 17% Ausbeute
(Schema 6).122°1 Da die isolierte Substanzmenge fiir die geplanten biologischen Unter-

suchungen ausreichte, wurde auf eine weiterfihrende Optimierung verzichtet.
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Schema 6: Reaktionsschema zur Synthese von Betulinsdure-Derivaten mit polaren funktionellen Gruppen in dista-
ler Position relativ zum triterpenoiden Grundgertist. a) einfach geschlitztes Amin, HATU, DIPEA, DCM, 0 °C; b)
0.25 N NaOH-Lsg., THF, H20. 0 °C—Rt; ¢) 4 M HCI/Dioxan, Rt. *: Literaturbekannt

Zur Synthese des Amin-Derivats 67 wurde Betulinsaure (38) in einer HATU-vermittel-
ten Kupplungsreaktion mit tert-Butoxycarbonyl-geschiutztem Ethylendiamin umge-
setzt, wobei das Boc-geschitzte Intermediat 71 in 78% Ausbeute isoliert wurde. Die
anschlielende Boc-Abspaltung mit 4 M HCI in Dioxan lieferte das Zielmolekil 67 in
69% Ausbeute (Schema 6).

Ein weiterer Fokus der strukturellen Modifikation von Betulinsaure (38) lag auf der
aquatorial stehenden Isopropenylgruppe in Position 19, die im Rahmen der SAR-Stu-
dien oxidativ funktionalisiert werden sollte (Schema 7). Zur Vermeidung von Nebenre-
aktionen wurden die Carboxy- und Hydroxygruppen zunachst geschutzt. Die Umset-
zung der Carboxygruppe mit Methyliodid und Natriumhydrid als starke Base lieferte
den Methylester 72 in 79% Ausbeute. Im Gegensatz zu Literaturangaben wurde zu-
dem das doppelt methylierte Nebenprodukt 73 in 15% Ausbeute isoliert.l?3% Die 3-OH-
Funktion wurde nach Standardprotokollen als Acetat geschitzt, was zur Bildung des
Derivats 74 in 91% Ausbeute fiihrte.[23]

Die erste gezielte Modifikation der Isopropenylgruppe erfolgte durch oxidative Spal-
tung der Doppelbindung mittels Ozonolyse. Hierbei wurde eine Lésung des zweifach
methylierten Derivats 73 in einem MeOH/DCM-Gemisch bei -78°C mit Ozon behan-
delt.[?322331 Nach dem Quenchen der Reaktion durch Zugabe von Dimethylsulfid wurde

das gewlinschte Keton 75 in 22% Ausbeute isoliert (Schema 7).[234
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Schema 7: Syntheseschema fiir Betulinsdure-Derivate mit einer Funktionalisierung an der Isopropenylgruppe. a)
Mel, NaH, THF, Rt; b) Ac20, DIPEA, DMAP, THF, 70 °C; c) Os, MeOH/DCM 4:1, -78 °C, DMS; d) BnBr, K2COs,
DMF, 70 °C; e) 4% OsO4 in H20, NMO, DCM, Rt; f) NalO4, RuO4, Aceton/H20, Rt; g) KMnO4, CuSO4 * 5 H20,
tBuOH, DCM, H20, Rt. *: Literaturbekannt

HPLC-MS-Analysen des Rohprodukts zeigten, dass ein signifikanter Anteil des Edukts
nicht umgesetzt wurde. Die deutlich unter den Literaturangaben liegende Ausbeute ist
auf den unvollstandigen Umsatz zurtickzufihren und kénnte durch Verlangerung der

Reaktionszeit potenziell verbessert werden.[235-237]

Eine moderate Verbesserung wurde durch die Lemieux—Johnson-Oxidation des ace-
tyl-geschitzten Methylesters 74 erzielt. In einem Aceton/Wasser-Gemisch wurde die
Substanz mit einer stéchiometrischen Mischung aus Natriumperiodat und Ruthenium-
tetraoxid oxidiert, wobei das Keton 76 in 44% Ausbeute isoliert wurde.l?34 Trotz eines
Uberschusses an Oxidationsreagenzien und verlangerter Reaktionsdauer wurde je-

doch kein vollstandiger Umsatz erreicht.

In einer dritten oxidativen Variation wurde die terminale Doppelbindung der Isoprope-
nylgruppe mittels Upjohn-Dihydroxylierung oxidiert. Nach dem Protokoll von IWASAWA
ET AL. wurde eine Losung von Verbindung 74 und NMO in DCM mit einer 4%igen Os-

miumtetroxid-Losung in Wasser versetzt.[?38 Das Hauptprodukt dieser Reaktion wurde
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in 52% Ausbeute isoliert. Charakterisierungsergebnisse zeigten, dass es sich nicht um

das erwartete Diol, sondern um den Aldehyd 77 handelt (Schema 7).

Die direkte Oxidation terminaler, geminal disubstituierter Doppelbindungen zu Aldehy-
den unter Upjohn-Bedingungen ist bisher nicht beschrieben. Eine plausible Reaktions-
mechanismushypothese ist, dass Osmiumtetraoxid zunachst an die Doppelbindung
des Isopropenylrests von Verbindung 74 addiert und ein Osmiumglykol-Intermediat (1)
bildet.?39 AnschlieRend kénnte ein Molekiil Wasser an das Osmium-Zentrum koordi-
nieren, wodurch die terminale Osmium-Sauerstoffbindung heterolytisch gespalten
wird. Das resultierende Enolat Il kdnnte intramolekular den a-Kohlenstoff angreifen,
wobei das Epoxid lll und OsO2(OH)2 IV freigesetzt werden. Das Epoxid lll kbnnte an-
schlieBend aufgrund der Lewis-Aciditat der OsO2(OH)2-Spezies (IV) in einer MEIN-
WALD-Umlagerung in den Aldehyd 77 Uberfiihrt werden.[?40-2431 Die Osmium(VI)-Spe-
zies IV wird anschlielfend von NMO wieder zur Osmium(VIll)-Spezies Il reoxidiert
(Schema 8).

Meinwald-
Umlagerung

Schema 8: Hypothetischer Mechanismus fiir die Oxidation mit OsOs von Verbindung 74 zum Aldehyd
77.1240,241,244,245]

Als abschlieende strukturelle Modifikation der Betulinsaure wurde die selektive Ein-
fUhrung einer Carboxygruppe an der terminalen Doppelbindung der Isopropylen-
gruppe verfolgt. Hierzu wurde das vollstandig geschutzte Betulinsaure-Derivat 74 ge-
mafl dem von ALAMDARI ET AL. beschriebenen Verfahren mit Kaliumpermanganat in

Gegenwart von Kupfersulfat in einem Losungsmittelgemisch aus DCM, H20 und
38



3. Ergebnisse und Diskussion

tBuOH oxidiert.[461 Nach der Reinigung mittels praparativer Diinnschichtchromatogra-
phie wurde die resultierende Carbonsaure 78 in einer isolierten Ausbeute von 12%

sauber erhalten (Schema 7).[247]

Die anschlieRende Entschitzung der funktionellen Gruppen offenbarte jedoch eine au-
Rerordentliche Stabilitat des Methylesters gegenuber klassischen Spaltbedingungen.
Weder klassische Verfahren mit KOH oder KOtBu noch komplexere Methoden unter
Verwendung von 18-Krone-6 flihrten zu einer messbaren Umsetzung.1248-250 |_jthium-
halogenide wie Lil oder LiBr induzierten zwar einen geringen Umsatz, jedoch unter
Bildung zahlreicher Nebenprodukte, wodurch eine Isolierung des Zielmolekuls nicht
maoglich war.[?512%2] Die saure Spaltung mit konzentrierter Schwefelsaure fiihrte hinge-

gen zur vollstandigen Zersetzung des triterpenoiden Grundgeriists.[253]

Auf Grundlage dieser Beobachtungen wurde der Ansatz verfolgt, den Methylester
durch einen Benzylester zu ersetzen. Dadurch sollte eine spatere Entschitzung unter
milden, reduktiven Bedingungen — beispielsweise durch Hydrogenolyse — moglich wer-
den. Die Umsetzung von Betulinsaure mit Benzylbromid in Gegenwart von Kaliumcar-
bonat in DMF lieferte das benzylgeschutzte Derivat 79 in exzellenter Ausbeute von
92%.12%41 Die nachfolgende Einflihrung der Acetylschutzgruppe am sekundaren Alko-
hol in Position 3 zur Verbindung 80 erfolgte ebenfalls effizient mit 90% Ausbeute
(Schema 7).12%9]

Trotz der erfolgreichen Schutzgruppeneinfihrung zeigte der anschlieRende Oxida-
tionsversuch zur Generierung des Carbonsaure-Derivats 81 unerwartete Schwierigkei-
ten: Es traten umfangreiche Nebenreaktionen auf, die zu komplexen Produktgemi-
schen flhrten, sodass eine isolierte, analytisch reine Form der oxidierten Zielverbin-
dung nicht erhalten werden konnte. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Kombi-
nation aus Benzylester- und Acetylschutzgruppen unter den gewahlten oxidativen Be-
dingungen nicht die erforderliche Stabilitat fir die gezielte Carboxylierung der termina-
len Isopropylendoppelbindung aufweist.
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3.2.2 Synthese der Derivate des Ursantyps

Ein natlrlich vorkommender Vertreter der Ursane ist neben der Ursolsaure (26) die
Asiatsaure (82). Strukturell unterscheidet sich die Asiatsaure von der Ursolsaure durch
drei zusatzliche Hydroxygruppen im A-Ring, die die Hydrophilie des Molekuls signifi-
kant erh6hen und damit die Bioverfugbarkeit im Vergleich zur weitgehend unpolaren

Ursolsaure verbessern.[256]

Schema 9: Syntheseschema des Dimethoxyphthalat-Asiatsdure-Derivats (83). a) 5,6-Dimethoxy-2-benzofuran-1,3-
dione, DMAP, Pyridin, 100°C.

Aufgrund der hohen Kosten kommerziell erhaltlicher Asiatsdure (82) wurde lediglich
deren Dimethoxyester 83 synthetisiert (Schema 9). Die Umsetzung des Triterpens 82
mit 5,6-Dimethoxy-2-benzofuran-1,3-dion in Gegenwart von DMAP fihrte zur Vereste-

rung des primaren Alkohols und lieferte das Produkt 83 in 36% Ausbeute.[?57]

Die vergleichsweise geringe Ausbeute ist auf einen unvollstdndigen Reaktionsumsatz
zurtckzufihren, obwohl die Reaktion tGber mehrere Tage geruhrt wurde. HPLC-MS-
Analysen des Rohprodukts zeigten zudem das Vorliegen mehrerer Nebenprodukte.
Zwei zusatzliche Signale mit identischer Molekularmasse lassen sich mutmalRlich den
Veresterungen der beiden sekundaren Hydroxygruppen zuordnen, wahrend weitere
Signale auf mehrfach substituierte Produkte hinwiesen. Eine Isolierung dieser Neben-
produkte war jedoch nicht mdglich.

In Analogie zur Betulinsaure (38) wurden gemafly dem Verfahren von KVASNICA ET AL.

drei Phthalsauremonoester der Ursolsaure (40) synthetisiert (Schema 10).

Die Umsetzung der Ursolsaure (40) mit den jeweiligen substituierten cyclischen An-
hydriden in Gegenwart katalytischer Mengen DMAP lieferte das Dimethoxyphthalat-
Derivat 84 in 8% Ausbeute. Das 3,6-Difluor-Substitutionsprodukt 85 wurde in 14% und
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das 4,5-Difluor-Derivat 86 in 29% Ausbeute isoliert. Trotz der unterschiedlichen Aus-
beuten sind diese insgesamt als niedrig anzusehen, was auf sterische Hinderung

durch die benachbarte Dimethylgruppe zurtickgeflihrt werden kann (Schema 10).

F 29%

Schema 10: Reaktionsschema zur Synthese verschieden substituierter Phthalat-Derivate der Ursolsdure (40). a)
substituiertes Phthalsdureanhydrid, DMAP, Pyridin, 100°C.

Die deutlich geringere Ausbeute des Dimethoxyphthalat-Derivats 84 im Vergleich zu
86 lasst sich durch die elektronische Wirkung der Substituenten erklaren: Die Me-
thoxygruppen uben einen mesomeren Elektronendonoreffekt (+M) aus, der die Elekt-
rophilie des Anhydrids reduziert und den nukleophilen Angriff von DMAP erschwert.
Die Fluoratome im 4,5-Difluor-Derivat hingegen induzieren einen stark elektronenzie-
henden Effekt (-1), erhéhen die Elektrophilie und erleichtern den DMAP-Angriff.

Zur gezielten Modifikation der Polaritat der Carbonsaurefunktion in Position 28 und zur
Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurde die Carboxygruppe nach

dem Verfahren von WIEMANN ET AL. in eine Hydroxamsaure Uberfiihrt (Schema 11).12%81

Schema 11: Syntheseroute zur Synthese des Hydroxam-Ursolsdure-Derivats 89. a) Ac20, DIPEA, DMAP, THF,
70 °C; b) CO2Clz, NEts, HONH3CIl, DCM, 0 °C—Rt; c) KOH, MeOH, Rt. *: Literaturbekannt

Die Ursolsaure (40) wurde zunachst selektiv in Position 3 als Acetat geschitzt und in
63% Ausbeute isoliert. Zur EinflUhrung des Hydroxamats wurde die Acetoxyursol-
saure (87) mit Oxalylchlorid in das entsprechende Saurechlorid Gberfuhrt. Aufgrund

der hohen Hydrolyseempfindlichkeit der Saurechloride erfolgte die Weiterverarbeitung
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ohne Zwischenaufarbeitung: Das Reaktionsgemisch wurde bei 0°C mit Hydroxylam-
moniumchlorid versetzt und anschliel3end bei Raumtemperatur gertihrt. Die Acetyl-ge-
schitzte Hydroxamséaure 88 wurde in 47% Ausbeute erhalten (Schema 11).2% Die
Abspaltung der Acetylschutzgruppe mit KOH lieferte das Zielprodukt 89 in 87% Aus-

beute.

Mit dem Ziel, weniger starre Ursolsaure-Derivate zu synthetisieren, wurde versucht die
interne Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen C(12) und C(13) oxidativ zu
spalten (Tab. 3).

Tabelle 3: Reaktionsbedingungen fiir die oxidative Bindungsspaltung der internen Doppelbindung von Ursolséure
(40).

Reaktionsbedingungen Ergebnis

Masse wurde in der HPLC-MS gefun-
den; viele Nebenprodukte; konnte nicht
isoliert werden

H20,, AcOH/THF, 90 °C

mCPBA, DCM, 0 °C—Rt Kein Umsatz
NBS, 1,4-Dioxan, Rt Kein Umsatz
O, CycHex, -78 °C kein Umsatz
KMnO,, CuSO4*5H0, Kein Umsatz

DCM/tBuOH/H;0, Rt

Unter den untersuchten Bedingungen konnte weder bei der direkten Oxidation zur Car-
bonsaure-Keton-Verbindung 90 mittels KMnO,/CuSO, noch bei einer epoxidbasierten,
mehrstufigen Synthese unter Einsatz von Ozon, NBS oder mCPBA ein Umsatz des
Substrats detektiert werden. Lediglich bei der Epoxidierung mit Wasserstoffperoxid
lieR sich die Produktmasse in der HPLC-MS nachweisen; eine Isolierung des Zielpro-
dukts war jedoch aufgrund der Bildung zahlreicher Nebenprodukte nicht moglich
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Die geringe Reaktivitat der 8-Doppelbindung ist auf die ausgepragte sterische Abschir-
mung innerhalb der Ursolsaure (40) zurlckzufuhren. Das Sticks-Modell der Ursol-
saure (40) veranschaulicht, dass der vordere Halbraum der C(12)-C(13)-Doppelbin-
dung durch die Methylgruppe C(29) blockiert ist, wahrend der hintere Zugang durch
C(26)-Methylgruppe und insbesondere durch den Carbonylsauerstoff O(3) einge-
schrankt wird (Abb. 21). Diese sterischen Faktoren erschweren den Angriff voluminé-
ser Oxidationsmittel, was die fehlende Umsetzung bei der Oxidation mit NBS bzw.
mCPBA plausibel erklart.

Abbildung 21: Sticks-Modell der Ursolsédure (40) mit Sicht auf den vorderen (a) und hinteren Halbraum (b) der
internen 6-Doppelbindung.

3.2.3 Synthese der Derivate des Oleantyps

Der am weitesten verbreitete Vertreter der Olean-Triterpene ist die Oleanolsaure (39).
Zunachst wurde eine gezielte Modifikation der Carboxygruppe in Position 28 durchge-
fuhrt (Schema 12).

Zur strukturellen Vergleichbarkeit mit dem bereits synthetisierten Betulinsaure-Derivat
67 wurde Oleanolsaure (39) einer HATU-Kupplung mit Boc-Ethylendiamin umgesetzt.
Das geschutzte Amin 92 wurde in 90% Ausbeute erhalten; nach Abspaltung der Boc-

Schutzgruppe mit 4 M HCI in Dioxan wurde das freie Amin 93 in 87% Ausbeute isoliert.

Daruber hinaus wurde ein Tetrazolring als bioisosterer Ersatz der Carboxygruppe ein-
gefuhrt. Die HATU-Kupplung lieferte das entsprechende Tetrazol-Derivat 94 jedoch
lediglich in 23% Ausbeute (Schema 12). Die im Vergleich zur Ethylendiamin-Kupplung
deutlich reduzierte Effizienz Iasst sich durch die elektronischen Eigenschaften des Tet-
razolrings erklaren: Der stark elektronenziehende -I-Effekt des Tetrazols verringert die
Elektronendichte der Aminogruppe erheblich. Aufgrund dieser Delokalisierung des
freien Elektronenpaars in den Ring sinkt die Nukleophilie der Aminogruppe deutlich,

was die niedrige Ausbeute plausibel erklart.[260-266]
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Schema 12: Reaktionsschema flir die Synthese der Oleanolsdure-Derivate mit einer Modifikation der Carbonséu-
refunktion durch ein terminales Amin (93), ein terminales Nitril (96) bzw. einem Aminotetrazol (94). a) Boc-Ethylen-
diamin, HATU, DMAP, DMF, Rt; b) 4 M HCIl/Dioxan, Rt; c) 4-Cyanobenzylbromid, K2COs, DMF, 70 °C; d) 4,5-Diflu-
orphtahlséureanhydrid, DMAP, Pyridin, 130 °C; e) 5-Amino-1H-tetrazol Monohydrat, HATU, DIPEA, DMF, Rt. *:
Literaturbekannt

Im Rahmen einer erweiterten Modifikationsstrategie der Carboxygruppe wurde die Ein-
flUhrung eines Tetrazols in grélerer Distanz zum triterpenoiden Grundgerist unter-
sucht. Zusatzlich war eine Funktionalisierung mit einem Difluorphthalatrest vorgese-
hen. Hierzu wurde zunachst Oleanolsaure (39) mit 4-Cyanobenzylbromid in Gegen-
wart von K2COs umgesetzt und lieferte den entsprechenden Cyanobenzylester 95 in
80% Ausbeute (Schema 12).

In einem zweiten Schritt wurde das Cyanobenzyl-Derivat 95 nach dem etablierten Pro-
tokoll von KVASNICA ET AL. mit 4,5-Difluorphthalsaureanhydrid umgesetzt. Dadurch
sollte der Nitrilrest zunachst als Synthon beibehalten werden.[?571 Unter diesen Bedin-
gungen wurde das gewunschte Produkt 96 jedoch nur in sehr geringer Ausbeute von
2% isoliert. Aufgrund dieses unzureichenden Ergebnisses wurde der geplante Aufbau

des Tetrazolrings auf diesem Syntheseweg nicht weiterverfolgt.

Analog zu den Derivaten der Lupan- und Ursanreihe wurde auch im Fall der Oleanol-
saure (39) die Hydroxygruppe in Position 3 mit verschiedenen substituierten cyclischen
Anhydriden nach dem Standardverfahren von KVASNICA ET AL. derivatisiert (Schema
13).12571

Die Umsetzung von Oleanolsaure (39) mit substituierten Phthalsaureanhydriden lie-
ferte die Derivate 97 und 98 in 11% bzw. 24% Ausbeute, wahrend die Regioisomere
99 und 100 in 11% bzw. 18% isoliert wurden.
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Schema 13: Syntheseschema fiir die Reaktion verschieden substituierter cyclischer Anhydride mit Oleanolséure.
a) substituiertes cyclisches Anhydrid, DMAP, Pyridin, 100°C; b) 1. 2-(Methoxycarbonyl)benzoeséure, CO2Cl2, DCM,
DMF, 0 °C, 2. DMAP, Pyridin, Rt.

Zur Untersuchung des Einflusses der freien Saurefunktion des Phthalsdurerests auf
die biologische Aktivitat wurde daruber hinaus das methylgeschutzte Derivat 101 syn-
thetisiert. Nach einer Vorschrift von TANG ET AL. wurde hierzu zunachst 2-(Methoxycar-
bonyl)benzoesaure mit Oxalylchlorid in das entsprechende Saurechlorid tberfiihrt.[267]
Die direkte Umsetzung mit Oleanolsaure (39) in Pyridin lieferte den gewunschten Ester

101 in einer Ausbeute von 68%.

Als weiteres bioisosteres Carbonsaure-Derivat wurden zudem die Hydroxamsauren
102 und 103 nach dem Verfahren von MINASSI ET AL. dargestellt (Schema 14).[2% Fiir
die Synthese des Hydroxamsaure-Derivats 102 wurde Oleanolsaure (39) im ersten
Schritt in 64% Ausbeute Acetyl-geschiitzt. Nach der Aktivierung der Carboxygruppe
mit Oxalylchlorid und der Umsetzung mit Hydroxylammoniumchlorid wurde die Acetyl-
geschutzte Hydroxamsaure 105 in 37% Ausbeute erhalten. Die anschlielende Ent-
schitzung ergab den freien Alkohol 106 in 95% Ausbeute, der schliellich unter den
etablierten Bedingungen mit 4,5-Difluorphthalsaureanhydrid zum Hydroxamat 102 in
einer Ausbeute von 29% umgesetzt wurde. Die Gesamtausbeute Uber die vier Stufen
betrug 7% (Schema 14).
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Schema 14: Syntheseroute fiir die beiden Hydroxam-Oleanolsdure-Derivate 102 und 103. a) 4,5-Difluorphthalséu-
reanhydrid, DMAP, Pyridin, 110 °C; b) 1. CO2Cl2, DCM, 0 °C—Rt, 2. NEts, HONHsCI, DCM, Rt; c¢) Ac20, NEts,
DMAP, Pyridin, Rt; d) KOH, MeOH, Rt. *: Literaturbekannt

Im Gegensatz dazu wurde das Hydroxamsaure-Derivat 103 Uber eine verklrzte zwei-
stufige Sequenz synthetisiert: Die Umsetzung von Oleanolsaure (39) mit 4,5-Difluorph-
thalsaureanhydrid ergab das Zwischenprodukt 107 in 31% Ausbeute. Dessen Um-
wandlung in das Hydroxamsaure-Derivat 103 mittels der Aktivierung durch Oxalylchlo-
rid und der anschlieBenden Umsetzung mit Hydroxylammoniumchlorid lieferte das

Zielprodukt 103 jedoch in einer niedrigen Ausbeute von 2%.

Als eines von mehreren Nebenprodukten wurde mittels HPLC-MS ein zweifach sub-
stituiertes Hydroxamsaure-Derivat identifiziert. Dieses konnte jedoch nicht isoliert wer-

den.

Als abschliel3ende strukturelle Modifikation innerhalb der Klasse der pentacyclischen
Triterpene des Oleantyps wurde die Carbonsaurefunktion in einen Lakton Uberflhrt,
wobei gleichzeitig eine zusatzliche Hydroxygruppe in Position C-12 eingefihrt wurde.
Diese Transformation erweitert das strukturelle Spektrum der im Rahmen dieser Arbeit

untersuchten Substitutionsmuster (Schema 15).

Nach der Literaturvorschrift von KONOIKE ET AL. wurde Oleanolsaure (39) in einem
MeOH/DCM-Gemisch bei -50°C mit Ozon umgesetzt und das Keto-Lakton 108 in 83%
Ausbeute erhalten.?%8] Da die Hydroxygruppe in Position 3 wahrend der Ozonolyse
zum Keton oxidiert wurde, erfolgte eine Reduktion des Zwischenprodukts 108 mit

NaBH4 zum Hydroxy-Lakton 109, das in 92% Ausbeute isoliert wurde.
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Schema 15: Reaktionsschema fiir die Synthese der beiden Difluorphthalat-Derivate 110 und 111 des Oleanol-
Hydroxylaktons 109. a) Os, MeOH, DCM, -50 °C; b) NaBH1, DCM:MeOH (1:1), -78 °C—Rt; c¢) Difluorphthalsdure
Anhydrid, DMAP, Pyridin, 110 °C. *: Literaturbekannt

Die Umsetzung von 109 mit 4,5- bzw. 3,6-Difluorphthalsaureanhydrid unter den etab-
lierten Bedingungen nach KVASNICA ET AL. fuhrte zu den Zielverbindungen 110 in 28%
und 111 in 23% Ausbeute, entsprechend einer Gesamtausbeute von 21% bzw. 18%
(Schema 15).

Bemerkenswert ist, dass die Ozonolyse im Fall der Oleanolsaure nicht zur vollstandi-
gen Spaltung der C=C-Doppelbindung fuhrte, sondern ein strukturell unerwartetes
Lakton lieferte. Ein solcher Reaktionsverlauf wurde erstmals 1995 von WATANABE ET
AL. fur B,y-ungesattigte Carbonsauren beschrieben und lasst sich auch auf das sterisch

anspruchsvolle Triterpengerlst tibertragen (Schema 16).[25°

Schema 16: Reaktionsmechanismus fiir die Laktonbildung mittels Ozonolyse.25

Der Mechanismus der Laktonbildung im Rahmen der Ozonolyse entspricht in den An-

fangsschritten der klassischen Spaltung einer C=C-Doppelbindung. Das Ozon addiert
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sich in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition an die olefinische Bindung der 3,y-ungesat-
tigten Carbonsaure (I), wobei das instabile Primarozonid Il entsteht. Dieses zerfallt un-
ter C—C-Bindungsspaltung in ein Aldehydfragment und ein reaktives Carbonyloxid
(11).[2691

Anstelle der Ublichen Bildung eines Sekundarozonids durch erneute 1,3-dipolare Cyc-
loaddition kommt es in diesem Fall zu einem intramolekularen Ringschluss: Der Car-
bonylsauerstoff des Aldehydfragments greift das elektrophile Kohlenstoffatom des be-
nachbarten Carbonyloxids nukleophil an. Auf diese Weise wird ein funfgliedriger Lak-
tonring (IV) gebildet.[2°]

Eine intramolekulare Protonenverschiebung Ubertragt anschlieRend ein Proton der
Carbonsaurefunktion auf die Oxycarbenstruktur, was zur Stabilisierung der Laktonform
fuhrt. SchlieBlich resultiert unter Abgabe von molekularem Sauerstoff die Reformation

einer C—C-Bindung, sodass das stabile Endprodukt, das Lakton 109, entsteht (Schema

16).269
—
=50,

‘65;01’;
o‘)
1
H

Schema 17: Reaktionsmechanismus zur Ausbildung des Ketons 108 wéhrend der ozonolytischen Laktonbil-
dung.[270‘273]

Parallel zur Laktonbildung initiiert ein zweites Ozonmolekul die Oxidation der Hydro-
xygruppe in Position 3 des Triterpens (1) (Schema 17). Durch Protonenabstraktion ent-
steht zunachst ein a-Hydroxy-Radikal (ll), das Uber eine intramolekulare Elektro-
nenumlagerung des Hydroperoxonium-lons in ein hochreaktives Hydrotrioxid-Radikal
Uberfuhrt wird. Dieses reagiert unmittelbar mit dem a-Hydroxy-Radikal unter Bildung
der instabilen Zwischenstufe IV. Der spontane Zerfall von IV unter Abgabe von Wasser

und molekularem Sauerstoff flhrt schlielich zum Keton 108 (Schema 17).[270-273]
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3.3 Biologische Daten

Zur Evaluierung des biologischen Potenzials der im Rahmen dieser Arbeit syntheti-
sierten Derivate als potenzielle Inhibitoren des onkogenen KRas4B-Proteins wurden
umfassende bioanalytische Untersuchungen durchgefuhrt. Die experimentellen Stu-

dien erfolgten in Kooperation mit der LEAD DISCOVERY CENTER GMBH (Dortmund).

Neben den in Kapitel 3.2 beschriebenen Verbindungen wurde eine Auswahl kommer-
ziell verfigbarer Naturstoffe sowie einige von F. KILGENSTEIN im Vorfeld hergestellter

pentacyclischer Triterpen-Derivate in die Analysen einbezogen (Abb. 22).

123

Abbildung 22: Strukturen der kommerziell erworbenen Naturstoffe und Derivate pentacyclischer Triterpene 22, 112-
115, der im Vorfeld dieser Arbeit von FRANK KILGENSTEIN hergestellten Betulinsdure-Derivate 118-122 sowie des als
Referenzverbindung genutzten experimentellen HIV-Wirkstoffs Bevirimat (123).

Als primarer Assay diente ein Nukleotid-Austausch-Assay, der die von SOS vermittelte
Freisetzung von GDP aus KRas4B quantifiziert. Die Detektion erfolgt hierbei Uber die

ATP-abhangige Luciferase/Luciferin-Reaktion.[1%8]

Zur Referenzierung wurden die in Kapitel 1.5 diskutierten KRas4B-Inhibitoren MRTX-
1133 (29), BI-2852 (24) sowie der SOS-Inhibitor BI-3406 (32) herangezogen. MRTX-
1133 (29) bindet selektiv an die SlI-Bindestelle und inhibiert die KRas4B-SOS-Interak-
tion im niedrigen nanomolaren Bereich. BI-2852 (24), ein Ligand der Sl/II-Bindestelle,
zeigt hingegen lediglich eine moderate Inhibition im mikromolaren Bereich, was cha-
rakteristisch flr diese Region ist. BI-3406 (32) blockiert durch Bindung an SOS die
Bildung des KRas4B:SOS-Komplexes und verhindert so den GDP/GTP-Austausch. In

allen Fallen verbleibt KRas4B im inaktiven GDP-gebundenen Zustand.['54.161]
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Daruber hinaus wurde Bevirimat (123), ein auf der Betulinsaure-Struktur basierender,
ursprunglich als HIV-Therapeutikum entwickelter Wirkstoff (MYRIAD PHARMACEUTI-
CALS), als weitere Referenzverbindung untersucht (Tab. 4).[?74 Die Untersuchung be-
reits bekannter Wirkstoffe in neuen Indikationen (,Drug Repurposing®) stellt einen etab-
lierten Ansatz in der Arzneistoffentwicklung dar, da fur diese Substanzen in der Regel
bereits umfassende pharmakologische und toxikologische Daten vorliegen. Ein promi-
nentes Beispiel hierfur ist der mRNA-Impfstoff BNT162b2 gegen SARS-CoV-2 (BioN-
Tech SE), der ursprunglich im onkologischen Kontext als Tumorvakzin entwickelt

wurde.[275:276]

Tabelle 4: Biologische Daten fiir die Referenzverbindungen des Nukleotidaustauschs durch die bereits bekannten
KRas4B-Inhibitoren MRTX-1133 (29) und BI-2852 (24), den SOS-Binder BI-3406 (32) sowie dem HIV-Wirkstoff
Bevirimat (123).

Wildtyp G12D G12v
Verbindung
ICs0 [UM] ICs0 [pM] ICs0 [UM]
e LY w2 13.4 + 2.1 13.7 £ 5.1 10.9+ 0.6
mia Y WRTXA1133 <0.3 <0.03 <0.03
‘ :: P, 29
Q’)@F BI-3406 0.13+0.08 <0.03 <0.03
eprel
s
oS, ‘ﬁ TBovirimat 2.15+£0.17 0.59+£0.19 0.61+£0.14

Die Resultate bestatigen, dass MRTX-1133 (29) auch unter den hier etablierten As-
saybedingungen eine ausgepragte Inhibitionswirkung entfaltet, wenngleich die Aussa-
gekraft durch die untere Nachweisgrenze der eingesetzten Konzentrationen einge-
schrankt ist. Die Referenzverbindung BI-2852 (24, BOEHRINGER INGELHEIM) zeigte eine
geringere, jedoch reproduzierbare Wirksamkeit im unteren zweistelligen mikromolaren
Bereich, ohne selektive Affinitat zu spezifischen KRas4B-Mutationen. Demgegeniber
inhibiert der SOS-Binder BI-3406 (32) den GDP/GTP-Austausch signifikant starker und
weist, wie von HOFMANN ET AL. publiziert, eine Selektivitat fir mutierte KRas4B-Varian-

ten auf.[16%]
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Die Untersuchung der sieben Naturstoffe des Lupan-, Ursan- und Oleantyps (36-40,
82 und 112) ergab hingegen, dass keine dieser Verbindungen eine relevante Hem-
mung des GDP/GTP-Austausches bewirkt — weder beim Wildtyp noch bei der haufig
auftretenden G12D-Variante. Vergleichbare Resultate wurden fur die schwerer zu ad-
ressierende G12V-Mutante erhalten. Letztere stellt eine besondere Herausforderung
dar, da Valin im Gegensatz zu Aspartat oder Cystein eine hydrophobe, chemisch we-
nig reaktive Seitenkette tragt, sodass kein Angriffspunkt fur Inhibitoren verfligbar ist.
Zudem stabilisiert Val12 die GTP-gebundene Form des Proteins, wodurch KRas lan-
ger im aktiven Zustand verweilt und die Hemmung des GDP/GTP-Austausches zu-

satzlich erschwert wird.[143.277]

Tabelle 5: Ergebnisse des GDP/GTP-Austauschs fiir die pentacyclischen Triterpen-Naturstoffe 36-40, 82 und 112
sowie der drei kommerziell erworbenen Derivate 113-115.

Wildtyp G12D G12V
ICs0 [UM] ICs0 [UM] ICs0 [uM]

¥
Mool >30 >30 n.d.
=

Verbindung

Mool 189 +23.3 >300 128*

>1500 628 + 320 >1500
>30 >30 75.7*
) n e >3000 >3000 n.d.
v R 5421327 537 +51.8 n.d.
" Masinsiure 494 £ 116 480 + 97.1 n.d.
113 >30 >30 24.7*
4 >300 >300 n.d.
15 >3000 >3000 881+ 150

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung



3. Ergebnisse und Diskussion

Auch wenn Betulin (37; ICs0 = 128 yM) und Oleanolsaure (39; ICs0 = 75.7 yM) mess-
bare Aktivitaten gegeniiber KRas4B®'2V zeigten, liegen diese Werte dennoch im als
unwirksam einzustufenden Konzentrationsbereich. Diese Befunde deuten auf ein
grundsatzliches, wenn auch bislang gering ausgepragtes inhibitorisches Potenzial
pentacyclischer Triterpene hin, das durch gezielte Modifikationen moglicherweise ge-

steigert werden kann (Tab. 5).

Bei den drei kommerziell erworbenen Derivaten des Lupantyps (113-115) liel sich kein
inhibitorischer Effekt gegen den Wildtyp oder die G12D-Variante feststellen; die Indol-
Derivate erwiesen sich auch gegen G12V als inaktiv. Dagegen zeigte das Aminobetu-
lin-Derivat 113 mit einem ICs0 von 24.7 yM eine schwache Wirksamkeit gegen
KRas4B€'2V (Tab. 5). Bemerkenswerterweise flihrte bereits der Austausch der Hydro-
xyfunktion in Position 28 durch eine primare Aminogruppe zu einer etwa finffachen
Steigerung der Aktivitat. Dies legt nahe, dass eine Erhdhung der Polaritat in dieser
Position die Interaktion mit der G12V-Mutante beglnstigen kénnte — eine Beobach-

tung, die allerdings vorerst auf diese Mutationsvariante beschrankt bleibt.

Die Modifikation der Hydroxyfunktion in Position 28 durch Einflhrung einer Acetyl-
schutzgruppe (57) sowie die Methylierung der Carboxygruppe (72) fihrte zu einer
deutlichen Abnahme der inhibitorischen Aktivitat gegenuber der G12D-Mutante. Die-
ses Ergebnis weist darauf hin, dass sowohl die primare Hydroxygruppe als auch die
Carboxyfunktion an Position 28 malgeblich zur beobachteten biologischen Wirkung

beitragen.

Vor diesem Hintergrund wurden das Glycin-Derivat 70 sowie die Ethylendiamin-Deri-
vate 67 und 93 synthetisiert. Die biologische Evaluierung offenbarte jedoch, dass ins-
besondere das Glycin-Derivat — sowohl in der geschutzten Form 68 als auch nach
Entschitzung zu Verbindung 70 — im GDP/GTP-Austauschassay keinerlei inhibitori-
sche Aktivitat entfaltet (Tab. 6).

Die beiden Ethylendiamin-Derivate 67 und 93 sind trotz messbarer Aktivitat im Ver-
gleich zu Verbindung 70 ebenfalls als weitgehend unwirksam einzustufen. Zwar konnte
durch die Einfuhrung der Ethylendiaminfunktion eine Verbesserung um den Faktor 7
bzw. 11 erreicht werden, mit ICso-Werten von 142 + 68.3 uM (67) beziehungsweise
89.3 £ 49.4 uyM verbleiben die Verbindungen jedoch im inaktiven Konzentrationsbe-
reich (Tab. 6).
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Tabelle 6: Ergebnisse des Nukleotid-Austauschassays fiir Derivate des Lupan-Typs mit einer Modifikation der Car-
bonséure bzw. des priméren Alkohols in Position 28.

Verbindung Wildtyp 12D
ICs0 [UM] ICs0 [UM]
J/
‘eﬁﬁ W70 n.d. 1009*
J/
‘enﬁ g 57 n.d. 775*
J/
oa” 67 284 £ 121 142 + 68.3
J/
‘aﬁﬁ 68 >3000 >3000
654 + 91.6 649 + 2.23
>3000 1684 + 179
n.d. 338*
179* 89.3+494

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung

Dagegen fuhrte die Kupplung eines Dimethoxyphthalat-Substituenten an die primare
Hydroxygruppe der Asiatsaure (83) zu einer signifikanten Steigerung der inhibitori-
schen Aktivitat gegenuber der G12D-Variante. Im Vergleich zur unsubstituierten Asi-

atsaure (82) wurde eine etwa sechsfach erhohte Wirkung erzielt (Tab. 7).

Die Oxidation der sekundaren Hydroxygruppe der Betulinsaure zur entsprechenden
Ketoverbindung (66) fihrte zu einem vollstandigen Verlust der inhibitorischen Aktivitat
im GDP/GTP-Austausch-Assay. Gleiches gilt fir die Einfuhrung von Acetyl- (63) bzw.
Benzoyl-Schutzgruppen (64) an derselben Position, sodass eine unpolare Modifikation

des sekundaren Alkohols konsequent mit biologischer Wirkungslosigkeit verknupft ist.
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Tabelle 7 Biologische Daten fiir die Inhibition des GDP/GTP-Austauschs durch Derivate mit einer Modifikation der
Hydroxygruppe in Position 3 und den Verbindungen 75-77 mit einer Modifikation der Isopropenylgruppe.

Verbind Wildtyp G12D
erbindun
g ICs0 [UM] ICs0 [UM]
>1500 >1500
n.d. 464*
n.d. >750
>30 >30
>30 30
>300 >300
76.2 £27.9 92.9+224

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung

Auch die durch Oxidation der 19-Isopropylengruppe erhaltenen Platansaure-Derivate
75 und 76 sowie die Aldehydverbindung 77 zeigten keinerlei Aktivitat (Tab. 7). Der
Monophthalsaureester 122 erwies sich mit einem [ICso-Wert von 48.6 £ 17.8 uM als
etwa finfmal weniger wirksam als die Ausgangsverbindung 121 (Tab. 8), was darauf
hinweist, dass eine Aldehydfunktion keinen adaquaten Ersatz fur die lIsoprope-

nylgruppe darstellt.

Dagegen flhrte die Oxidation derselben Gruppe zur Carbonsaure 78 zu einem Aktivi-
tatsniveau vergleichbar mit Verbindung 121 (ICso = 13.8 + 4.20 uM), obwohl die
3-Hydroxy- und 17-Carboxygruppe vollstandig geschutzt waren. Diese Ergebnisse ver-
deutlichen die enge strukturelle Limitierung der SAR von Betulinsaure. Bemerkenswert
ist zudem, dass Verbindung 78 neben der guten Wirkung gegen KRas®'?P auch ge-
genuber der G12V-Variante eine vergleichbar gute Aktivitat zeigt (ICso = 13.8 uM).
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Tabelle 8: GDP/GTP-Austausch-Daten fiir eine Reihe an Derivaten des Lupan-Typs mit Modifikationen des sekun-
déren Alkohols sowie der Isopropenyl-Einheit.

Verbind Wildtyp G12D G12V
erbindung
ICs0 [UM] ICs0 [UM] ICs0 [UM]
:z,un
o ‘eg' T8 72.96* 13.8 + 4.20 9.95*
M LT
J/"'
s SCIA A 34.6* 10.4 £ 4.70 16.7*
b}
122 42.7 +26.2 48.6 +17.8 51.2 + 10.7
y y

(2.
. ‘ﬁoe " 120 >3000 >3000 n.d.
@Sty

4
D
EPUO0) Sl 23.3+14.9 119+ 1.33 9.61+6.61
NS0
Lo
/)
o3
oy 15.3 + 1.39 8.63+4.6 15.4*

oy
P T 22.4 +23.6 11.0 £ 10.4 0.79 + 4.82

00 Sl 390 + 181 36.1+14.7 26.04*

o3
& AT s 1.27 £ 0.69 1.83 +1.45 n.d.

UL éu“Bevi,imat 215017 0.59+0.19 0.61+0.14
"o o7 > 123

o

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung
In einem weiteren Schritt wurden diverse Phthalsdaure-Monoester evaluiert. Der Aus-
tausch der Phthalsaure in 121 durch 2,3-Naphthalsaure (120) fihrte zu einem vollstan-
digen Aktivitatsverlust. Auch der 4,5-Dimethoxyphthalatester 119 zeigte lediglich eine
schwache Hemmung sowohl der G12D- als auch der G12V-Mutante. Demgegenuber

95



3. Ergebnisse und Diskussion

fuhrte der Austausch des Phenylrings gegen die elektronenarme Pyrazin-2,3-dicarbon-
saure (116) sowie die Einfuhrung von Fluorsubstituenten (117, 118) zu Derivaten mit
vergleichbarer Aktivitat zu Verbindung 121. Besonders der 3,6-Difluorphthalsaureester
117 wies eine leicht verbesserte Inhibition gegeniiber KRas4BG¢'?D
(ICs0 = 8.63 £ 4.6 yM), jedoch eine um den Faktor 2 reduzierte Wirksamkeit bei der
G12V-Mutante auf (Tab. 8).

Hervorzuheben ist das Thiophen-Derivat 65, das mit einem [Cso-Wert von
1.83 £ 1.45 uM (KRas®'?P) eine etwa fiinffach gesteigerte Wirksamkeit gegentiber
dem Derivat 121 erreichte, allerdings vollstandig auf Kosten der Selektivitat. Den
starksten  Effekt zeigte Bevirimat (123), das sowohl KRas4B¢'2D
(ICs0 = 0.59 £ 0.19 uM) als auch KRas4B€'?V (ICso = 0.61 + 0.14 uM) potent im sub-
mikromolaren Bereich inhibierte, bei gleichzeitig 3-4-fach erhdhter Selektivitat gegen-
Uber KRas4B"T (ICso = 2.15 + 0.17 uM) (Tab. 8). Diese Befunde verdeutlichen, dass
Modifikationen in Position 3 der Betulinsdure das Potenzial fur nanomolare Inhibitoren
des GDP/GTP-Austauschs bergen — ein besonders relevanter Aspekt im Hinblick auf

die schwer adressierbare G12V-Mutante mit ihrer unreaktiven Valin-Seitenkette.

Auf Grundlage dieser Beobachtungen wurden die Untersuchungen auf strukturell ver-
wandte pentacyclische Triterpene wie Betulin, Oleanolsaure und Ursolsaure ausge-
weitet. Auch hier ergaben sich vergleichbare SAR-Trends wie flr die Betulinsaure
(Tab. 9 & 10). Zur direkten Vergleichbarkeit der Grundgeruste wurden zunachst Mo-

nophthalatester der Ursolsaure und Oleanolsaure synthetisiert (Tab. 9).

Bemerkenswerterweise zeigte das Dimethoxyphthalat-Derivat der Ursolsaure (84) mit
einem ICso-Wert von 55.6 + 6.60 uM eine 34.5-fach geringere Wirksamkeit gegenuber
KRas4BG'12P als das entsprechende Oleanolsaure-Derivat 97 (ICso = 1.61 + 0.85 uM).
Diese deutliche Wirkungssteigerung ist insofern bemerkenswert, als sich Ursolsaure
(40) und Oleanolsaure (39) strukturell lediglich durch die Position zweier Methylgrup-
pen am E-Ring unterscheiden (Tab. 9).

Die Difluorphthalat-Derivate der Ursol- und Oleanolsaure (85, 86, 98 und 107) zeigten
keinen Unterschied in der Wirksamkeit. Alle vier Verbindungen inhibieren den
GDP/GTP-Austausch im unteren einstelligen mikromolaren Bereich, jedoch ohne er-

kennbare Selektivitat gegenliber den verschiedenen KRas4B-Varianten. Besonders
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hervorzuheben ist, dass diese Derivate trotz fehlender Selektivitat, die pharmakolo-
gisch besonders schwer zu adressierende KRas®'2V-Mutante mit konstanten |Cso-Wer-

ten unter 3 yM hemmen.

Tabelle 9: Biologische Daten fiir die Inhibierung des GDP/GTP-Austauschs durch eine Reihe an Phthalat- und
Thiophen-Derivaten der Ursol- und Oleanolséure.

Wildtyp G12D G12V
Verbindung
ICs0 [M] ICs0 [IM] ICs0 [M]
v 84
53.6 + 7.30 55.6 + 6.60 n.d.
- 2.71 +1.30 1.61+0.85 2.90 + 0.51
” 3.46 + 1.94 264 +1.75 2.52 + 0.99
% 3.94 + 1.02 2.53 + 0.63 2.15 + 0.31
% 1.33* 2.88 +0.89 2.51+0.24
107
1.50* 2.22 +0.29 2.71 + 0.39
99
4.15* 3.67 +0.35 8.12 + 1.24
100
1.52* 3.06 + 0.79 562 +0.93

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung

Die beiden Thiophen-Derivate 99 und 100 der Oleanolsaure erwiesen sich mit |Cso-
Werten von 3.67 + 0.35 uM (99) bzw. 3.06 + 0.79 uM (100) gegeniiber KRas®'2P sowie
8.12 £ 1.24 uyM (99) bzw. 5.62 £ 0.93 uM (100) gegen die G12V-Variante ebenfalls als
wirksam, jedoch ebenso ohne Selektivitat zwischen den Mutationsvarianten. Diese Be-
funde legen nahe, dass der Wirkmechanismus der untersuchten Monophthalatester

weitgehend unabhangig von der Substitution in Position 12 des KRas-Proteins verlauft.
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Die Inhibition des GDP/GTP-Austauschs scheint somit nicht direkt durch eine Wech-
selwirkung mit dem mutierten Rest, sondern vielmehr durch einen konservierten, mu-

tationsunabhangigen Interaktionsmodus vermittelt zu werden.

Tabelle 10: Ergebnisse des Nukleotid-Austausch-Assays fiir eine Reihe an Difluorphthalat-Derivaten der Oleanol-

sdure mit Modifikationen der Carboxy-Funktion.

Wildtyp G12D G12V
Verbindung
ICs0 [UM] ICs0 [UM] ICs0 [UM]
m ‘ﬁa‘ T e >300 >300 n.d.
; 18.0 + 1.94 25.8 +10.1 12.8 +4.76

108 173* 238* n.d.

109 >300 285 n.d.

1o 7.18* 26.5 + 5.90 8.57 + 1.09

" 10.6* 271+ 4.20 8.70 + 0.59

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung

Die Modifikation der Carboxygruppe in Position 28 der Oleanolsaure durch Einfliihrung
eines Benzonitrils (95) resultierte im vollstandigen Verlust der inhibitorischen Wirkung.
Erst die zusatzliche Einfuhrung eines Difluorphthalat-Rests am sekundaren Alkohol
(96) ergab eine schwache Hemmung des GDP/GTP-Austauschs mit einem [Cso-Wert
von 25.8 £ 10.1 yM (G12D) sowie einer um etwa einen Faktor 2 starkeren Hemmung
von G12V. Im Vergleich zur Ausgangsverbindung 107 war die Aktivitat damit deutlich
reduziert (Tab. 10).

Die Dihydroxylierung der A12-Doppelbindung und die anschlielfende Reduktion der 3-
Ketogruppe flhrten zu dem hochstabilen Hydroxylakton (109), dass keine inhibitori-
sche Wirkung zeigte. Dieses Ergebnis bestatigt erneut die essenzielle Bedeutung einer
freien Carboxygruppe in Position 17 fiir die biologische Wirksamkeit. In Ubereinstim-

mung damit zeigte auch der daraus abgeleitete 4,5-Difluorphthalsaureester 110
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(IC50%12P = 26.5 + 5.90 uM) nur eine reduzierte Aktivitat gegen KRas®'2P. Jedoch wei-
sen sowohl die Verbindung 110 als auch 111 mit ICso-Werten von 8.57 £ 1.09 pM (110)
bzw. 8.70 £ 0.59 uM (111) eine potente Hemmung der G12V-Mutante auf (Tab. 10).

Die wirksamsten Inhibitoren innerhalb der Oleanol- und Ursolsaure-Reihe waren er-
neut die 3-Phthalsdure-Monoester, die konsistent Hemmwerte im niedrig mikromola-
ren Bereich aufweisen (Tab. 10). Diese Befunde unterstreichen sowohl die zentrale
Bedeutung der Carboxyfunktion in Position 28 als auch die Notwendigkeit einer Mo-

nophthalat-Substitution in Position 3 fur die biologische Aktivitat.

Tabelle 11: GDP/GTP-Austausch-Daten fiir eine Reihe an Betulin-Derivaten mit Modifikationen des priméren und

sekundéren Alkohols sowie einiger Hydroxamséure- und Tetrazol-Derivate der Oleanolséure.

Verbind Wildtyp G12D G12V
erninaung
ICs0 [UM] ICs0 [UM] ICs0 [UM]
/A
‘ea‘ ﬁl 58 69.2 + 6.80 6.80 % 2.32 3.19+0.19
¥
‘eng. N 14.4 £ 9.91 10.4 £ 0.80 12.7 £ 5.50
A
" ‘eoe’ o 60 1.01 + 0.31 0.71+0.18 1.37 £ 0.28
Jl‘
@i AT 2.09 + 0.59 1.45 £ 0.93 1.26*
Y "
ID# PO 2 1.18 £ 0.02 0.66 +0.13 2.71*
‘000‘ e 12.9* 27.8 +2.60 9.18 +0.99
og‘ 102
j@¢ T 4.68* 7.61£0.70 5.47*
0 ‘ oH 103
i N n.d. 609 n.d.
55.7 + 2.48 67.7 + 5.61 n.d.

A
[
‘e oH 101
@g’;

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung
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Innerhalb der Betulinreihe gelang es, die Hemmung des GDP/GTP-Austauschs auf ein
Niveau zu steigern, das den besten Derivaten der Betulinsdure- sowie der Oleanol-
und Ursolsaure-Reihen entspricht. Besonders hervorzuheben ist hierbei das Betulin-
Derivat 58, das gegen die G12V-Mutante eine ausgepragte Wirksamkeit
(ICs0 = 3.19 £ 0.19 yM) in Kombination mit einer aul3ergewohnlichen Selektivitat (Fak-
tor 15-20) gegeniiber KRas4B"T aufwies (Tab. 11).

Im Gegensatz dazu flhrte die Modifikation des primaren Alkohols mit Bernsteinsaure
(59) zu einer deutlich reduzierten, wenngleich weiterhin moderaten Aktivitat
(IC50¢"1?P = 10.4 + 0.80 uM) sowie dem vollstandigen Verlust der Selektivitat. Die zu-
satzliche Einflhrung einer zweiten Bernsteinsaureeinheit oder eines 4,5-Difluorphthal-
saure-Monoesters in Position 3 fuhrte zu den Betulin-Derivaten 60 und 62, die mit ICso-
Werten von 0.71 £ 0.18 uM bzw. 0.66 + 0.13 pM potente Inhibitoren der G12D-Mu-
tante darstellen. Neben der nanomolaren Inhibierung von KRas®'?P, weisen auch
diese Derivate eine gute Hemmung der G12V-Variante (1.37 £ 0.28 uM, 60; 1.26 uM,
61) auf. Diese ausgepragte Aktivitat ging jedoch ebenfalls mit einem vollstandigen Ver-
lust der Selektivitat einher (Tab. 11).

Die Substitution der Carboxygruppe in Position 28 durch eine Tetrazolfunktion (94)
resultierte in einer lediglich schwachen Inhibitionswirkung (ICs0¢'2P = 27.8 + 2.60 uM).
Auffallig war dabei eine etwa dreifach starkere Hemmung sowohl der G12V-Variante
als auch des Wildtyps im Vergleich zur G12D-Mutante. Die zentrale Bedeutung einer
freien Phthalsauregruppe wurde zudem durch die vollstandige Inaktivitat der Hydrox-

amsaure (103) sowie des Diesters (101) belegt (Tab. 11).

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass eine Reihe von Betulin-Deri-
vaten potente Hemmungen gegentiber KRas®'?P erreichen. Auch wenn diese Verbin-
dungen nicht an die Wirksamkeit des Benchmark-Inhibitors MRTX-1133 (29) heranrei-
chen, ist die Beobachtung niedrig mikromolarer Hemmwerte gegen KRas®'?V von be-
sonderer Bedeutung. Fur diese Mutation existieren bislang nur sehr wenige niedermo-
lekularen Inhibitoren wie MRTX-1133 (29) mit vergleichbarer Aktivitat. Dies ist auf die
hydrophobe und chemisch unreaktive Valin-Seitenkette zurickzuflhren ist, die keinen
Angriffspunkt bietet und die Ausbildung stabiler Ligand-Protein-Interaktionen erheblich
erschwert. Trotz der Uberwiegend fehlenden Selektivitat der Derivate und ihrem damit
einhergehenden Wirkprofil als pan-Ras-Inhibitoren ist insbesondere die wirksame

Hemmung von KRas®'?V als bedeutender Erfolg zu werten.
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Als weiterflihrendes Testverfahren wurde der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay eingesetzt. Dieser Assay erlaubt Uber die Quantifizierung intrazellularer ATP-
Konzentrationen eine verlassliche Bestimmung der metabolischen Aktivitat und damit
der Vitalitat der Zellen. Auf diese Weise konnte die Anzahl lebensfahiger Zellen inner-

halb einer Zellkultur prazise bestimmt werden.

Tabelle 12: Biologische Daten fiir die Referenzverbindungen 10, 12 & 15 im CellTiter-Glo Assay (CTG) fiir die KRas
Wildtyp Zelllinie K562, die G12D-mutierte Zelllinie SNU-1, die G12V-Zelllinie NCI-H441 sowie fiir die Zelllinie mit
einer BRAF-Mutation A375 bzw. RKo als ICso-Werte angegeben sowie deren Léslichkeit.

CTG K562 CTGSNU-1 CTGNCI-H441 CTG A375/RKo Léslichkeit

Substanz

(WT) [uM]  (G12D) [uM]  (G12V) [uM] (BRAF) [uM] [uM]
BI-2852 (24) >30 >30 >30 >30 114
MRTX-1133
n.d. 0.01* n.d. 14.15 £ 0.93 322
(29)
BI-3406 (32) 1.44+1.06 32.1%127 65.1+13.5 72.6£27.4 n.d.

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung

Bei der Untersuchung der Referenzverbindungen fallt auf, dass deren zellulare Wirk-
samkeit im CellTiter-Glo®-Assay teils erheblich von den Ergebnissen des in-vitro-
GDP/GTP-Austauschassays abweicht. So zeigte die Benchmark-Verbindung MRTX-
1133 (29) eine ausgepragte Wirksamkeit gegeniiber der KRas®'?P-Zelllinie SNU-1,
wahrend ihre Aktivitat gegenuber der BRAF-mutierten Zelllinie RKo lediglich moderat
ausfiel. Sowohl RKo als auch A375 tragen keine Mutation im KRas-Gen, sondern aus-
schliel3lich eine aktivierende BRAF-Mutation. Deshalb ist eine geringe Wirksamkeit
von KRas-gerichteten Inhibitoren in diesen Zelllinien erwartungsgemal — und aus the-
rapeutischer Perspektive wiunschenswert, da eine Selektion fur KRas-abhangige Sig-

naltransduktion gewahrleistet bleibt (Tab. 12).

Demgegenilber zeigte der zweite Referenzinhibitor BI-2852 (24) trotz seiner ausge-
pragten Aktivitat im GDP/GTP-Austauschassay keinerlei zellulare Wirksamkeit. Dies
ist in zweifacher Hinsicht bemerkenswert: Zum einen wurde fur BI-2852 (24) eine Hem-
mung der Protein-Protein-Interaktionen (PPI) zwischen Ras und seinen Effektorprote-
inen nachgewiesen.['%l Zum anderen ist ebenfalls eine Stérung der nachgeschalteten
pErk-Signalkaskade experimentell belegt — was grundsatzlich auf eine zellulare Aktivi-

tat schlieRen lasst.[15%]

Der SOS-Inhibitor BI-3406 (32) zeigte im CellTiter-Glo®-Assay eine deutliche Selekti-
vitat gegenuber der KRas-Wildtyp-Zelllinie, die um den Faktor 22 (G12D) bzw. 45
(G12V) starker inhibiert wurde als die Zelllinien mit KRas-Mutation (Tab. 12). Dieses
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3. Ergebnisse und Diskussion

Ergebnis steht in einem klaren Widerspruch zu den Resultaten des Austauschassays,
in dem die G12D- und G12V-Varianten die starkste Hemmung erfuhren (Tab. 4).

Diese Unterschiede unterstreichen die bekannte Limitation des CellTiter-Glo®-Assays.
Der CTG-Assay erfasst ausschlie3lich die metabolische Zellvitalitat tUber die intrazel-
lulare ATP-Konzentration, jedoch nicht die direkte Modulation des Zielproteins. Zudem
sind Fehlbewertungen durch kompensatorische Signalwege oder metabolische An-
passungseffekte dokumentiert.l?78279 Daher ist der CTG-Assay priméar als erganzen-
der Parameter und nicht als alleinige Referenz zur Bewertung von Ras-Inhibitoren zu
interpretieren. Aussagekraftiger sind orthogonale Pathway-Assays (z. B. pErk, pAkt),

die die unmittelbaren Effekte auf Ras-abhangige Signaltransduktion quantifizie-
ren.[280,281]

Die Ergebnisse des CellTiter-Glo®-Assays (CTG-Assay) fiir die Derivate pentacycli-
scher Triterpene zeigen zunachst, dass die Verbindungen 74 und 113 trotz fehlender
Aktivitat im GDP/GTP-Austauschassay eine deutliche zellulare Wirksamkeit zeigen.
Das Ethylendiamin-Derivat 67 weist hierbei eine etwa 23-fach héhere Hemmung der
KRas"T-Zelllinie im Vergleich zur KRas®'?P-mutierten Zelllinie auf. Das Aminobetulin-
Derivat 113 erzielt in beiden Zelllinien Inhibitionswerte im niedrigen mikromolaren Be-
reich (ICs0"WT = 1.65 + 0.76 uM; 1C50%12P = 2.06 + 0.53 uM). Demgegenlber entfaltet
das zweifach geschitzte Carbonsaure-Derivat 78 lediglich eine moderate Wirkung ge-
genuber der SNU-1-Zelllinie (KRas®'?P) mit einem ICso-Wert von 15.58 +7.17 uM
(Tab. 13).

Da die Verbindungen 74 und 113 im Austauschassay keinerlei inhibitorische Aktivitat
zeigen, ist anzunehmen, dass die beobachteten Effekte im CTG-Assay auf Off-Target-
Mechanismen zurlckzufuhren sind. Fur den Inhibitor 78 hingegen liegen die Aktivita-

ten sowohl im Austausch- als auch im CTG-Assay im moderaten Bereich.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei allen Ubrigen getesteten Verbindungen, dass diese
— ungeachtet ihrer teils ausgepragten Hemmung im Austauschassay — keinerlei Akti-

vitat im CTG-Assay entfalten.
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Tabelle 13: Ergebnisse des CellTiter-Glo Assay (CTG) ausgewdhlter pentacyclischer Triterpene fiir die KRas Wild-
typ Zelllinie K662, die G12D-mutierte Zelllinie SNU-1, die G12V-Zelllinie NCI-H441 sowie fiir die Zelllinie mit einer
BRAF-Mutation A375 bzw. RKo als ICso-Werte angegeben sowie deren Léslichkeit.

CTG NCI- CTG A375/
CTG K562 CTG SNU-1 Loslichkeit
Substanz H441(G12V) RKo (BRAF)
(WT) [uM] (G12D) [uM] [uM]
[bM] [bM]

T s
‘000. ;ﬁ 58 n.d. >30 n.d. >30 n.d.

v
S
@i ‘eﬂﬁ e 61 n.d. >30 n.d. >30 416
)

67 0.45* 12.04* n.d. 86.86* n.d.

“wuﬁok 71 8229+5542 99.65+20.57 155.26+58.85 60.06 + 3.08 n.d.

78 n.d. 15.58 + 7.17 n.d. 12.41* n.d.
97
n.d. >30 n.d. >30 302
" 530 >30 >30 >30 158
13 165076  2.06%0.53 >3 >3 n.d.
2 o
P e 530 >30 >30 >30 434
CL<3
Jz_.
Lo 117
[Fbi ‘ene >30 >30 >30 >30 378
° 4
2 o
) ‘aoe 118 >30 >30 >30 >30 240
:Cio .,

o
@& PO 121 530 >30 >30 >30 191

n.d. nicht gemessen; * Einzelmessung
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Da Betulinsaure als Inhibitor des Ras-PI3K-PDK1-Akt-Signalwegs beschrieben ist,
wurde zur weiterfihrenden Charakterisierung des Wirkmechanismus untersucht, wie
ausgewabhlte Betulinsaure-Derivate die quantitative Phosphorylierung zentraler Signal-
transduktionsmarker beeinflussen.?®2l Hierzu wurden sowohl die Erk- als auch die Akt-
abhangigen Signalwege in KRas®'?P-mutierten SNU-1 Zelllinien sowie in A375-Zellen

mit KRas"/T-Hintergrund analysiert.

Ziel dieser Untersuchungen war es, zu klaren, ob die beobachteten biologischen Ef-
fekte primar durch eine Modulation der Ras-Raf-MEK-Erk-Kaskade oder alternativ
uber den Ras-PI3K-PDK1-Akt-Signalweg vermittelt werden. Die Ergebnisse liefern da-
mit entscheidende Hinweise zur molekularen Wirkweise der untersuchten Triterpen-
Derivate und ermdglichen die Eingrenzung potenzieller pharmakologischer Angriffs-

punkte innerhalb der Ras-vermittelten Signaltransduktion (Tab. 14).

Die untersuchten Derivate pentacyclischer Triterpene zeigten keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung von Erk in SNU-1 Zellen (KRas®'?P), wohingegen sie eine konzent-
rationsabhangige Inhibition der Akt-Phosphorylierung mit ICso-Werten im unteren zwei-
stelligen mikromolaren Bereich aufweisen. Diese Befunde stehen im Einklang mit zu-
vor publizierten Befunden.[282.283] |n der bekannten Signalwegarchitektur der KRas®'2P-
Mutation kommt es zu einer verstarkten Aktivierung des Ras-PI3K-PDK1-Akt-Signal-
wegs, wahrend die Raf-MEK-Erk-Aktivierung in diesem Zellkontext nicht beeinflusst
wird.[196.278-281.284] Fine Hemmung des Erk-Wegs war daher nicht zu erwarten, wohin-
gegen die beobachtete Inhibition des Akt-Signalwegs den Eingriff in die Ras-abhan-

gige Signalweiterleitung widerspiegelt.

Bemerkenswert ist die selektive Wirksamkeit der Derivate gegen die KRas®'?P-mutier-
ten SNU-1-Zellen, wahrend in A375-Zellen (BRAF-mutiert, KRas"T) keine Inhibition
der Akt- oder Erk-Phosphorylierung detektiert wurde. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Triterpen-Derivate nicht nur den GDP/GTP-Austausch an KRas4B in vitro
inhibieren, sondern dariber hinaus die nachgeschaltete Signaltransduktion entlang
der Ras-PI3K-PDK1-Akt-Achse in KRas®'?P-mutierten Zellen unterbrechen kdnnen

(vgl. Abb. 7; Kapitel 1.4).
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Tabelle 14: Hemmung (ICso [uM]) der Erk- und Akt-Phosphorylierungskaskade durch ausgewéhlte Derivate der
Betulinsé&ure.

SNU-1 SNU-1 A375 A375
Substanz

pErk pAkt pErk pAkt

121
>300 83.7* >1000 >1000

116
>1000 61.7* >1000 >1000

117
134.6* 13.0* >1000 >1000
© 18 >300 18.2* >1000 >1000
B >300 19.1* >1000 >1000

* Einzelmessung

Der erstmalige Nachweis pentacyclischer Triterpene als potente KRas-Inhibitoren in in
vitro-Modellen kombiniert mit ihrer selektiven Beeinflussung aktiver Ras-Signalwege in
KRasC'?P-mutierten Zellen markiert damit die Etablierung einer neuen Substanzklasse
mit substanziellem Potenzial flr die gezielte Inhibierung KRas-gesteuerter Tumorer-

krankungen.

Obgleich diese Befunde konsistent erscheinen, erlauben die vorliegenden Daten keine
eindeutigen Ruckschlisse auf den exakten molekularen Wirkmechanismus. Weder die
Resultate des GDP/GTP-Austauschassays noch die Analysen der Erk- und Akt-Phos-
phorylierung gestatten eine klare Zuordnung der Zielstruktur innerhalb des Ras-Sig-
nalnetzwerks. Theoretisch kann die Hemmung des Nukleotidaustauschs sowohl durch
direkte Interaktion mit KRas4B, durch Bindung an den Guanin-Nukleotid-Austausch-
faktor SOS, als auch durch Stabilisierung bzw. Disruption eines KRas4B:SOS-Kom-
plexes vermittelt sein. Von besonderem pharmakologischem Interesse sind Inhibito-
ren, die KRas4B oder den KRas4B:SOS-Komplex mit niedrigen mikromolaren bis na-
nomolaren ICso-Werten adressieren, da sie ein hohes Potenzial fur die selektive Mo-

dulation pathologischer Ras-Signalwege aufweisen.
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Zur weiterfuhrenden Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus wurden ergan-
zende funktionelle Assays mit ausgewahlten GDP/GTP-Austauschinhibitoren durch-
gefuhrt (Tab. 15). Als erstes Testsystem wurde ein Target-Engagement-Assay auf Ba-
sis des Biolumineszenz-Resonanzenergietransfers (BRET) eingesetzt, der die Bin-
dung eines Liganden an den Protein-Komplex detektiert (Abb. 23a). Der BRET-Effekt
beruht auf einem Energietransfer zwischen einem Luciferase-markierten Fusionspro-
tein (Donor) und einem zellgangigen, fluoreszenzmarkierten Tracer (Akzeptor). In die-
sem System dient der fluoreszente Tracer als Reporter fur die Bindung an die SI/SlI-
Tasche von KRas, wobei die Verdrangung des bekannten Inhibitors BI-2852 (24) un-
tersucht wurde. Eine verminderte BRET-Signalintensitat weist auf eine erfolgreiche

Konkurrenzbindung durch den getesteten Inhibitor hin.

a) b)
KRAS WT/SOS1
Tag2-SOS1 mhlblto.rs !/ GTP q\ -y
. competitors
protein ‘
Tagl-KRASTI
y) /T protein -

SmBIT (q) Anti-Tag2 Tb

Cryptate — \
LeBiT BRET antibody & % * .
O —

| RAS Tracer @ LgBiT ‘
Q) 7

GTP~\
OTest Compound % SmBIT (;

Anti-Tagl XL665 T
antibody &

Created in https:/BioRender.com

Abbildung 23: Darstellung des zelluldren Ras-Target.Engagement- sowie Ras:SOS-Protein-Protein-Interaktionsas-
says; entnommen aus BENARY ET AL..12%% a) NanoBRET-basierter Target-Engagement (TE)-Assay: Bei intrazel-
lulérer Interaktion der Fusionsproteine LgBiT-Ras und SmBiT(q)-Ras wird eine funktionelle Luciferase gebildet, die
als BRET-Donor fungiert. Der korrespondierende BRET-Akzeptor ist ein fluoreszierender NanoBRET®-Tracer, der
selektiv an KRas bindet. KRas-Binder verdrdngen den Tracer in konzentrationsabhédngiger Weise, was zu einer
Reduktion des BRET-Signals fiihrt. b) KRas"7:SOS Protein-Protein-Interaktionsassay: In Abwesenheit eines
Inhibitors bindet (GTP-beladenes) KRas"™ an SOS, wodurch beide markierten Zielstrukturen fiir die jeweiligen De-
tektionsreagenzien zugénglich bleiben und ein HTRF-Signal generiert wird. Die Zugabe von Inhibitoren gegen KRas
oder SOS, ebenso wie von GTP-Konkurrenten, fiihrt zu einer konzentrationsabhéngigen Abschwéchung des HTRF-
Signals.28%

In einem zweiten Testsystem wurde die Interaktion von (GTP-beladenem) KRas4BWT
mit SOS mittels eines homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF)-Assays
quantifiziert (Abb. 23b). Hierbei fungiert ein mit Terbium-Cryptat markierter SOS-spe-
zifischer Antikorper als HTRF-Donor, wahrend ein KRas4BYT-spezifischer Antikorper
mit dem HTRF-Akzeptor XL665 konjugiert ist. Die Bildung des (GTP)KRas4B"T:SOS-
Komplexes fuhrt zur Donoranregung und in der Folge zu einem Fluoreszenz-Reso-

nanzenergietransfer (FRET) mit einer Emission bei 665 nm. Inhibitoren, die KRas4B
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oder SOS adressieren und damit die Dissoziation des KRas4B:SOS-Komplexes indu-

zieren, verursachen eine konzentrationsabhangige Abnahme des HTRF-Signals.

Wie erwartet zeigte der SOS-Binder BI-3406 (32) im NanoBRET-Assay keinerlei Wir-
kung. Dagegen konnte der hochaffine S II-Binder MRTX-1133 (29) den Referenzinhi-
bitor BI-2852 (24) mit nanomolarer Dissoziationskonstante (Kb) aus der S I/ll Bindeta-
sche verdrangen (Tab. 15). Obwohl MRTX-1133 (29) nicht in dieselbe Bindetasche
wie Bl-2852 (24) bindet, ist eine Verdrangung dieses Liganden mdglich. Der Grund
dafur ist eine allosterische Bindung zwischen der S |l und der S I/l Bindetasche. Durch
die Bindung von MRTX-1133 (29) in die S Il Tasche kommt es zu einer Konformati-
onsanderung in der S /Il Bindestelle.[?86:287] Dies flihrte zu einer deutlichen Reduktion
der Bindungsaffinitat von BI-2852 (24) und letztlich zur Dissoziation des Liganden. Die-
ses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung allosterischer Effekte innerhalb der funktio-
nellen Domanen von KRas4B und verdeutlicht die hohe strukturelle Plastizitat der
SI/SlI-Bindestelle.

Im Gegensatz hierzu zeigten die im GDP/GTP-Austauschassay besonders aktiven In-
hibitoren 60, 62, 85 und 97 lediglich bei deutlich erhdhten Konzentrationen eine parti-
elle Verdrangung von BI-2852 (24) aus der Sl/Sll-Bindestelle im NanoBRET-Assay
(Tab. 15). Eine eingeschrankte Bioverfligbarkeit aufgrund ihrer Léslichkeit als Ursache
fur die reduzierte Aktivitat erscheint unwahrscheinlich, da die untersuchten pentacyc-

lischen Triterpene im Vergleich zu BI-2852 (24) eine hdhere Ldslichkeit aufweisen.

Diese Beobachtungen lassen vielmehr den Schluss zu, dass die Monophthalat-Sub-
stituenten nicht in direkter Konkurrenz zur SI/Sll-Bindestelle treten, sondern eine alter-
native Bindetasche adressieren. Ein derartiger alternativer Bindungsmodus deutet auf
fundamentale Unterschiede gegenuber etablierten SI/Sll-Inhibitoren hin und unter-
streicht die strukturelle Diversitat potenzieller Angriffspunkte innerhalb der Ras-SOS-

Interaktion.

Im Protein-Protein-Interaktionsassay bestatigten sich die hohe Wirksamkeit des
KRas4B-Site-ll-Liganden MRTX-1133 (29) sowie des SOS-Liganden BI-3406 (32) als
Inhibitoren der KRas4B"“T:SOS-Komplexbildung. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
samtlichen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten pentacyclischen Triterpenen eine
bemerkenswerte Diskrepanz zwischen der ausgepragten Aktivitat im GDP/GTP-Aus-
tauschassay und der vergleichsweise geringen Wirksamkeit im KRas4B"T:SOS-Inter-
aktionsassay.
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Tabelle 15: Erweiterte biologische Evaluierung ausgewéhiter pentacyclischer Triterpene mittel HTRF-PPI- und NA-
NOBRET-Assays.

KRas4B"“T:SOS KRas4B"“T Nano- KRas4B¢'2® Nano-
Substanz PPI2 BRET TE® BRET TE®
Ko [pM] Ko [uM] Ko [uM]
@)
o JOCL Ay MRTX-1133 0.093 + 0.015 0.063* 0.042 + 0.0099
S QN / 29
O —~—
. g BI-3406 0.014* n.d >100
O 0GH 32
]
L
LGIRey A 60 >100 40.9* 29.1 % 9.40
)
Lo A, 61
e Ld 37.5+ 16.0 nd. 26.2 +7.43
o
J4
00 ogr~ Ao 62
NSecndlh >100 n.d. >100
-

on 65
CC} ‘ﬁa >50 21.9* 20.1+10.2
(o 97
3©¢ ‘aﬁa ° >50 39.1* >50
OH
@i ‘eﬁﬂ 85 >50 n.d. >50

OH
oS 86 >50 n.d. 16.6 + 3.44

a) Protein-Protein-Interaktionsassay zwischen KRas4B"T(GTP) und SOS. b) Zelluldrer Target-Engagement-Assay:
Messung der Verdrédngung von BI-2852 (24) aus der S I/ll-Bindestelle von KRas4B. n.d.: nicht gemessen; * Einzel-
messung.

Die Dissoziationskonstanten (Kbp) fur die Auflosung des KRas4B:SOS-Komplexes la-

gen bei allen potenten GDP/GTP-Austauschinhibitoren mit einstelligen mikromolaren
ICs0-Werten um den Faktor 20-50 Uber den entsprechenden Werten aus dem
GDP/GTP-Austauschassay. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass der GDP/GTP-
Austausch bereits in Konzentrationsbereichen gehemmt wird, in denen der

KRas4B:SOS-Komplex weiterhin stabil vorliegt. Erganzende Messungen in einem
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Oberflachenplasmonresonanz-(SPR)-Assay ergaben, dass der pentacyclische Triter-
pen GDP/GTP-Austauschinhibitor Bevirimat (123) weder an KRas4B¢'?P
(Ko >300 pM) noch an SOS (Kb >1000 uM) alleine bindet.

Diese Befunde legen nahe, dass die untersuchten pentacyclischen Triterpene nicht
durch direkte Interaktion mit KRas4B oder SOS wirken, sondern vielmehr eine Bindung
an den praformierten KRas4B:SOS-Komplex eingehen. Ein solcher Wirkmechanismus
ware von erheblichem wissenschaftlichem Interesse, da bislang nur eine sehr be-
grenzte Anzahl niedermolekularer Verbindungen beschrieben ist, die gezielt den

KRas4B:SOS-Komplex adressieren.[288-292]

3.4 Molecular Modelling

Zur Entwicklung einer fundierten Bindungshypothese wurden umfassende molecular
modeling-Studien mit ausgewahlten Derivaten pentacyclischer Triterpene durchge-
fuhrt. Vor dem eigentlichen in silico-Docking unter Verwendung des Glide-Moduls
(Schrodinger Molecular Modeling Suite) erfolgte zunachst eine systematische Konfor-
mationsraumsuche. Auf diese Weise entstand eine reprasentative Auswahl energe-
tisch bevorzugter Konformere als Grundlage der nachfolgenden Dockingstudien.
Hierzu wurde eine kombinierte Torsions-/Low-Mode-Sampling-Strategie eingesetzt,

die eine adaquate Abdeckung des Konformationsspektrums gewahrleistet.

Abbildung 24: Strukturen der im Molecular Modelling verwendeten Referenz-Liganden 23, 28-33 und Derivate pen-
tacylischer Triterpene (62, 84, 86, 97, 107 & 119).
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Die anschlieRenden Docking-Studien wurden zunachst im Standard Precision (SP)-
Modus durchgeflhrt. Zur Erhéhung der Aussagekraft der resultierenden Bindungsmodi
erfolgte anschliel3end eine Reevaluierung der Posen unter Anwendung des Extra Pre-
cision (XP)-Modus. Dieses zweistufige Vorgehen ermdoglicht eine verbesserte Vorher-
sagegenauigkeit hinsichtlich potenzieller Protein—Ligand-Interaktionen und bildet die
Grundlage flur weiterflihrende Hypothesen zur molekularen Wirkweise der untersuch-
ten Triterpen-Derivate. Die Docking-Studien wurden mit den in Abbildung 24 darge-
stellten Derivaten pentacyclischer Triterpene durchgefuhrt. Zusatzlich wurden die na-
tiven Liganden der jeweiligen Kristallstrukturen als Referenzverbindungen in die ent-

sprechenden Bindetaschen gedockt (Abb. 24).

3.4.1 Docking auf die S I/ll und S Il Bindestelle von KRas

Als Ausgangspunkt diente die von RABBITTS ET AL. publizierte Kristallstruktur 6GQY,
die den Ras-Inhibitor CH-3 (28) im Komplex mit KRas4B%™" zeigt. Der Inhibitor 28
diente als Referenzverbindung fir das Glide-Docking und erméglichte eine pharmako-
logisch relevante Bewertung der Bindung der Triterpen-Derivate an die Zielstruktur
(Abb. 25b).

Die berechneten Dockingscores belegen, dass CH-3 (28) eine moderate Bindungsaf-
finitat aufweist (-4.4 kcal/mol), wahrend die Triterpen-Derivate 84, 97 und 119 durch-
weg schwachere Werte zeigten (+0.5 bis -2.9 kcal/mol). Insbesondere das Ursolsaure-
Derivat 84 erwies sich mit Scores zwischen +0.5 und -2.6 kcal/mol als am ungunstigs-
ten. Ursache hierflr ist die eingeschrankte Anpassungsfahigkeit des starren, sterisch
anspruchsvollen pentacyclischen Grundgertsts an die topologische Beschaffenheit
der Switch I/ll Bindetasche. Auch die Derivate 97 (Oleanolsaure) und 119 (Betulin-
saure) erreichten lediglich moderate Affinitaten (-1.4 bis -2.9 kcal/mol) (Abb. 25a).

Die strukturelle Analyse der Ligandorientierungen verdeutlichte die Ursachen dieser
Diskrepanzen. Wahrend sich der hochflexible Ligand CH-3 (28) optimal in die Pass-
form der Switch /1l Region einflgt und insbesondere durch hydrophobe Wechselwir-
kungen des Methoxyphenylrests stabilisiert wird, verbleiben die Triterpen-Geruste
weitgehend oberhalb der Bindefurche. Lediglich periphere Substituenten, wie der Di-
methoxyphthalat-Rest des Derivats 97, zeigen partielle Uberlappungen. Aufgrund des
Volumens und der Rigiditat des Triterpen-Skeletts kdnnen die fur eine stabile Bindung

entscheidenden Wechselwirkungen nicht ausgebildet werden. Dieser Nachteil wird
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durch den Mangel an polaren funktionellen Gruppen verstarkt, sodass Wasserstoffbru-
cken- oder ionische Kontakte — wie sie fir CH-3 (28) beschrieben sind, weitgehend

ausbleiben (Abb. 25b).

In einem weiteren Ansatz wurde die Bindungsaffinitat der Triterpen-Derivate anhand
der von FESIKET AL. veroffentlichten Kristallstruktur 4EPY Uberpruft, in der der ebenfalls
niedermolekulare Inhibitor 23 an der Switch I/lI-Bindetasche von KRas4B gebunden
ist. Bemerkenswert ist, dass Ligand 23 eine abweichende Orientierung im Vergleich
zu CH-3 (28) einnimmt und dadurch alternative Interaktionsmaoglichkeiten eroffnet
(Abb. 25d).
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Abbildung 25: Ergebnisse der Glide-XP-Dockingstudien an der Switch I/ll Bindetasche von KRas4B. a) Docking-
scores fiir CH-3 (28) und die Triterpen-Derivate 84, 97 und 119. b) Bindetasche mit CH-3 (28, griin) nach RABBITTS
ET AL. (PDB: 6GQY)["%I und dem Dimethoxyphthalat-Oleanolséure-Derivat 97 (orange, beste Pose). ¢) Docking-
scores fiir Ligand 23 nach FESIK ET AL. und die Triterpen-Derivate 84, 97 und 119. d) Bindetasche mit Ligand 23
(griin) und Derivat 97 (orange, beste Pose; PDB: 4EPY).[153]

Die Dockingergebnisse bestatigten erneut die deutlich héhere Affinitat des Referenz-
liganden (-1.9 bis -5.2 kcal/mol) im Vergleich zu den Triterpenen. Unter den Derivaten
zeigte das Oleanolsaure-Derivat 97 mit -2.4 kcal/mol die gunstigste Pose, wahrend die
Verbindungen 84 und 119 erneut im schwacheren Bereich verblieben (+0.5 bis
-2.4 kcal/mol) (Abb. 25c). Basierend auf langjahriger Erfahrung mit Docking-Studien
an Ras in der Arbeitsgruppe SCHERKENBECK ist bekannt, dass Dockingscores, die

schwacher als -5 kcal/mol sind, keine belastbare Aussage Uber den Bindungsmodus
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erlauben. Vor diesem Hintergrund implizieren die hier diskutierten Dockingscores

keine relevanten Wechselwirkungen zwischen den Triterpenen und den Bindestellen.

Daruber hinaus wurde die Bindung an eine dritte pharmakologisch hoch relevante Bin-
detasche untersucht: die sogenannte Switch || Pocket (S-1IP), die in der Kristallstruktur
7RPZ durch den kovalenten KRas®'?C-Inhibitor MRTX-1133 (29) induziert wird und
eine tiefe hydrophobe Tasche darstellt (Abb. 26b). Das Docking der Triterpen-Derivate
auf diese Struktur zeigte, dass die Zahl energetisch sinnvoller Posen im Vergleich zu
den zuvor untersuchten Bindestellen deutlich reduziert war. MRTX-1133 (29) erreichte
mit -11.4 kcal/mol erwartungsgemal® die hochste Affinitat, wahrend die Triterpene le-
diglich schwache Werte zwischen +5.1 und -4.8 kcal/mol erzielten. Unter den Triter-
pen-Derivaten zeigte das Betulinsaure-Derivat 119 mit -4.8 kcal/mol die starkste Affi-
nitat, wahrend das Oleanolsaure-Derivat 97 (-2.1 kcal/mol) die schwachste Bindung
aufwies (Abb. 26a). Beide Scores sind jedoch so gering, dass daraus geschlossen
werden kann, dass auch in dieser Bindetasche keine relevanten Wechselwirkungen

zwischen den Liganden und der Bindestelle bestehen.
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Abbildung 26: Ergebnisse der Glide-XP-Dockingstudien an der Switch Il Bindetasche von KRas®'?P (PDB:
7RPZ).1'8" a) Dockingscores fiir den Referenzinhibitor MRTX-1133 (29) sowie die Triterpen-Derivate 84, 97 und
119. b) Bindetasche mit MRTX-1133 (29, griin) sowie dem Dimethoxyphthalat-Betulinsdure-Derivat 119 (orange,
beste Pose).

Zusammenfassend zeigen die Dockingstudien, dass die untersuchten pentacyclischen
Triterpene zwar in der Lage sind, pharmakologisch relevante Bindefurchen von
KRas4B zu besetzen, ihre strukturelle Rigiditat sowie der Mangel an polaren Interakti-
onsmaoglichkeiten jedoch eine stabile und spezifische Bindung verhindern. Die Ergeb-
nisse stimmen mit den experimentellen Befunden Uberein und legen nahe, dass eine
direkte, kompetitive Bindung an die etablierten Ras-Inhibitor-Bindestellen unwahr-
scheinlich ist. Stattdessen erscheint eine alternative Bindemodalitat — etwa an einem

praformierten KRas4B:SOS-Komplex —als plausibler Ansatz.
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3.4.2 Docking auf die KRas4B:S0OS1-Interface Pocket von SOS

Im Rahmen der Glide-Docking-Studien wurden ausgewahlte Derivate pentacyclischer
Triterpene (84, 97 und 119) systematisch auf die etablierte Ligandenbindestelle inner-
halb der CDC25-Domane von SOS1 untersucht, die durch unterschiedliche Referenz-
inhibitoren definiert ist (BAY-293 (30), BI-68BS (31), BI-3406 (32), MRTX-0902 (33)).
Obwohl es sich dabei um formal unterschiedliche Kristallstrukturen handelt, adressie-
ren samtliche Inhibitoren dieselbe funktionell relevante Region — die sogenannte
KRas:SOS1-Interface Pocket — welche eine zentrale Rolle bei der Stabilisierung des

Ras-SOS1-Komplexes einnimmt.
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Abbildung 27: Ergebnisse der Glide-XP-Dockingstudien an der KRas:SOS1-Interface Pocket von SOS1. a) Do-
ckingscores fiir Bay-293 (30) und die Triterpen-Derivate 84, 97 und 119. b) Bindetasche mit Bay-293 (30, griin) und
dem Dimethoxyphthalat-Betulinséure-Derivat 119 (orange, beste Pose, PDB: 50VI).1*4 ¢c) Dockingscores fiir MRTX-
0902 (33) und die Triterpen-Derivate 84, 97 und 119. d) Bindetasche mit MRTX-0902 (33, griin) und Derivat 97
(orange, beste Pose; PDB: TUKR).[671

Ein zentrales Merkmal, das sich konsistent aus allen Dockingstudien ableiten Iasst, ist
die raumlich stark eingeengte und strukturell hochselektive Natur der Bindetasche. So-
wohl Bay-293 (30) als auch die Inhibitoren von BOEHRINGER INGELHEIM — BI-68BS (31)
und BI-3406 (32) — sowie MRTX-0902 (33) zeichnen sich durch eine kompakte Mole-
kularchitektur mit einem hohen Mal} an Flexibilitat aus. Diese strukturelle Anpassungs-
fahigkeit ermoglicht es den Inhibitoren, sich prazise an die Topographie der Interface
Pocket anzulagern und dabei multiple, hochspezifische Wechselwirkungen mit der
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Proteinoberflache auszubilden. Bemerkenswert ist, dass selbst fur diese optimierten
Inhibitoren nur eine geringe Zahl stabiler Bindeposen generiert werden konnte — ein
klarer Hinweis auf die intrinsische Enge und Selektivitat dieser Interaktionsflache (Abb.
27b & d).

Im Gegensatz dazu scheitern die untersuchten pentacyclischen Triterpene nahezu
vollstandig daran, die Bindetasche zu adressieren. Ihr volumindses, starres Gerust
verhindert eine Einlagerung in die kompakten Bindungskavitaten. Stattdessen positio-
nieren sich die Triterpene lediglich oberflachlich oder in unmittelbarer Nahe der eigent-
lichen Bindetasche, wodurch weder eine vergleichbare Orientierung noch eine ausrei-
chende Interaktionstiefe erreicht wird (Abb. 27b & d). Diese strukturelle Diskrepanz
spiegelt sich in durchweg ungunstigen Dockingscores im Bereich von +0.6 bis
-2.2 kcal/mol wider, wahrend die Referenzinhibitoren Werte zwischen -2.8 und
-10.6 kcal/mol erzielen (Abb. 27a & c). Diese niedrigen Dockingscores bestatigen die,
auf Grundlage der biologischen Daten formulierte Annahme, dass die Triterpen-Deri-

vate nicht in der Lage sind, spezifisch an diese Bindestelle von SOS1 zu binden.
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Abbildung 28: Ergebnisse der Glide-XP-Dockingstudien an der KRas:SOS1-Interface Pocket von SOS1. a) Do-
ckingscores fiir BI-68BS (31) und die Triterpen-Derivate 84, 97 und 119. b) Bindetasche mit BI-68BS (31, griin) und
dem Dimethoxyphthalat-Oleanolséure-Derivat 97 (orange, beste Pose, PDB: 6SFR).[#4691 ¢) Dockingscores fiir Bl-
3406 (32) und die Triterpen-Derivate 84, 97 und 119. d) Bindetasche mit BI-3406 (32, griin) und dem Ursolséure-
Derivat 84 (orange, beste Pose; PDB: 6SCM).[44 165
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Besonders deutlich wird dies am Beispiel des Betulinsaure-Derivats 119, das sich in
der MRTX-0902-Struktur (PDB: 7UKR) auf eine alternative, funktional irrelevante Re-
gion oberhalb des Tyr884-Rests verlagert (Abb. 26d). In der Kristallstruktur mit Bay-
392 (30) als Ligand (PDB: 50VI) liegt das Betulinsaure-Derivat sogar noch weiter von
der eigentlichen Bindetasche entfernt (Abb. 27Db).

Die Docking-Studien auf den Kristallstrukturen der von BOEHRINGER INGELHEIM entwi-
ckelten Inhibitoren BI-68BS (31) und BI-3406 (32) fihrten zu vergleichbaren Ergebnis-
sen (Abb. 28). Auch in diesen Fallen zeigten die pentacyclischen Triterpen-Derivate
ausschlielich sehr schwache Docking-Scores. Zusammenfassend lasst sich festhal-
ten, dass die untersuchten Triterpene nicht in der Lage sind, spezifisch in die
KRas:SOS1-Inteface Pocket zu binden.

3.4.3 Docking auf die Interaktionsstelle von Ras*? an SOS

Auf Grundlage der vorangegangenen Ergebnisse kann eine spezifische Bindung der
Triterpen-Derivate ausschlieRlich an KRas oder SOS1 ausgeschlossen werden. Aus
diesem Grund wurde im weiteren Verlauf die KRas4B:SOS1-Protein-Protein-Interakti-
onsflache einer vertieften Analyse unterzogen. Ziel dieser Untersuchungen war die
Identifizierung alternativer Andockstellen, die aufgrund ihrer topologischen Eigen-

schaften voluminéseren Molekulen, wie den pentacyclischen Triterpenen, besser zu-

ganglich sind.
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Abbildung 29: Ergebnisse des Glide-Dockings der Triterpen-Derivate 97 und 119 auf die KRas4B"*':SOS1-Interak-
tionsstelle (PDB: 7KFZ).[8% a) Dockingscores der untersuchten Liganden. b) Darstellung der Bindesituation in der
katalytischen Tasche der CDC25-Doméne (orange: 97, griin: 119).
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Im Rahmen dieses Ansatzes wurden gezielte in silico Docking-Studien mit den Dime-
thoxyphthalat-Derivaten der Betulinsaure (119) und der Oleanolsaure (97) durchge-
flhrt. Dabei wurde die Grenzflache zwischen KRas4B*at und der CDC25-Doméne von
SOS1 als Zielregion definiert. Die Auswertung der Dockingscores zeigte im Vergleich
zu den zuvor analysierten Bindetaschen eine deutliche Verbesserung der berechneten
Affinitaten. So erreichte das Dimethoxyphthalat-Betulinsaure-Derivat 119 einen Wert
von -6.4 kcal/mol, wahrend das Dimethoxyphthalat-Oleanolsaure-Derivat 97 mit
-5.4 kcal/mol etwas schwacher abschnitt (Abb. 29a). Diese Werte liegen somit im Be-
reich der Dockingscores, die fur die schwachsten niedermolekularen Ras- bzw. SOS1-

Referenzinhibitoren in ihren jeweiligen Bindetaschen beschrieben wurden.

Die strukturellen Ursachen fir die beobachteten Unterschiede lassen sich durch eine
detaillierte Analyse der Kristallstruktur (PDB: 7KFZ) nachvollziehen. Das Betulinsaure-
Derivat 119 besitzt im Bereich des D-Rings ein kompakteres Funfringsystem, das eine
gunstigere Anpassung an die katalytische Bindetasche innerhalb der CDC25-Doméne
von SOS1 ermdglicht. Demgegenlber weist das Oleanolsaure-Derivat 97 an dieser
Position ein volumindseres Sechsringsystem auf, das zu sterischen Konflikten insbe-
sondere mit den Aminosauren Tyr®'2, Gly%3! und Thr® fiihrt. Diese sterische Beein-
trachtigung erzwingt eine alternative Orientierung des Liganden, wodurch das Molekdl
nicht tief in die Tasche eindringt, sondern leicht oberhalb der Bindefurche verbleibt.
Infolgedessen resultiert lediglich eine oberflachliche, energetisch weniger begunstigte
Interaktion mit der Proteinoberflache, was sich im vergleichsweise schwacheren Do-

ckingscore widerspiegelt.

3.4.4 Docking auf Mg-Bindestellen am Interface von Ras?'°-SOS

Eine weitere potenzielle Bindestelle zur Inhibition der Ras—SOS-Aktivitat befindet sich
an der Schnittstelle zwischen dem im trimeren KRas4B*:SOS1:KRas4B2'°-Komplex
(PDB: 7KFZ) GTP-gebundenen allosterischen KRas und SOS1. Dieses KRas?'°
:SOS1-Interface stellt eine mdgliche Binderegion flur sterisch anspruchsvolle pentacyc-
lische Triterpene dar. Bislang blieb diese Region weitgehend unbericksichtigt als po-
tenzieller Angriffspunkt fir KRas:SOS-Protein-Protein-Interaktions-Inhibitoren. Erst im
Frihjahr 2025 identifizierte die Arbeitsgruppe um A. SUNGUR auf Basis von in silico-
Studien zwei potenzielle Bindetaschen im Bereich des KRas2'©:SOS1-Interfaces.

Diese Bindestellen liegen jeweils auf beiden Seiten des Tunnels, der sich entlang der
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Schnittstelle der CDC25- und der Rem-Doméane von SOS sowie dem allosterischen

Ras-Protein erstreckt.[293

In dem trimeren Komplex liegt das katalytisch aktive KRas4B-Molekll, das an die
CDC25-Doméane von SOS1 gebunden ist, ligandfrei vor, wahrend das allosterische
KRas4B auf der gegentiberliegenden Seite in Form eines KRas4B:Mg?*:GTP-Komple-
xes vorliegt (Abb. 30). Das Magnesium-lon ist dabei fest in die GTP-Bindung integriert:
Es bildet eine ionische Wechselwirkung mit der y-Phosphatgruppe, eine koordinative
Bindung zur benachbarten B-Phosphatgruppe sowie eine wasservermittelte Wasser-
stoffbriickenbindung zur a-Phosphatgruppe aus. Die oktaedrische Koordination wird
durch ein zusatzliches Wassermolekul komplettiert, was zu einer stabilen und hoch-

gradig spezifischen Bindungskonfiguration flhrt.

Abbildung 30: Graphische Darstellung des trimeren Ras'?:SOS1:Ras?°-Komplexes (PDB: 7KFZ). Schwarze Ober-
fldche: katalytisches und allosterisches Ras; Magenta-farbene Sphére: Mg?*; griine Kohlenstoffatome: GppNHP;
graue Oberfldche: Rem-Doméne von SOS1; weille Oberflache: CDC25-Doméne von SOST.

Ein struktureller Uberlagerungsvergleich zwischen dem energieminimierten Dihydrat
des Magnesium-Mono(4,5-dimethoxy-2-(methoxycarbonyl)benzoats) (126) und dem
GTPyS+-Mg?*+2H20-Komplex offenbarte eine nahezu exakte raumliche Ubereinstim-
mung, insbesondere hinsichtlich der Lage des Magnesiumions (Abb. 31a). In beiden

Fallen nimmt das Mg?*-Kation eine nahezu identische Position ein. Bemerkenswert ist
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zudem die strukturelle Analogie zwischen der Carboxylgruppe der Monophthalat-Ein-
heit und der y-Phosphatgruppe des GTP-Analogons, wahrend die Ester-Car-
bonylgruppe eine ausgepragte Uberlappung mit der phosphorylierenden Doppelbin-
dung des B-Phosphats zeigt (Abb. 31a). Im Vergleich dazu ergab die Uberlagerung mit
dem Mg?**GDP+4H20-Komplex eine signifikant geringere strukturelle Ubereinstim-
mung (Abb. 31b).

a)

c)

Abbildung 31: a) Superposition von GTPySeMg?*s2H»0 (PDB: 4DSO) und Monomethyl-Mg-phthalats2H20.2"1 b)
Superposition von GDP*Mg?*+4H-0 (PDB: 4EPR) und Monomethyl-Mg-phthalats2H20.1"5 ¢) Strukturen der super-
;()fzsg)i?nieﬂen Verbindungen Guanosindiphosphat (124), Guanosintriphosphat (125) und Monomethyiphthalat
Die Monophthalat-Struktureinheit, die sich als gemeinsames Strukturmotiv in nahezu
allen triterpenoiden Derivaten mit nachgewiesenem bioaktivem Profil wiederfindet,
kann als effektiver Mg2*-Chelator interpretiert werden. Die Fahigkeit von Phthals&dure
und deren Monestern als Chelator zu fungieren ist bereits seit Jahrzenten bekannt.
Dabei bilden die beiden in ortho-Position zueinander befindlichen Carboxyl- bzw Car-
bonylgruppen ein charakteristisches Strukturmotiv flr die Chelatisierung zweiwertige
Metallionen wie Mg?*.1294-2%9 Der durch diese funktionellen Gruppen definierte Bin-
dungswinkel zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit jenem des terminalen Diphosphats
im GTP-Molekul (Abb. 31a). Dieses strukturelle Analogon bildete die Grundlage fur die

Hypothese, dass monophthalathaltige Triterpen-Derivate prinzipiell in der Lage sein
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konnten, Uber koordinative Wechselwirkungen mit dem Mg?*-lon an der

KRas4B?°:SOS-Grenzflache zu interagieren.

Zur Uberprifung dieser Hypothese, wurde die Proteinoberflache mithilfe des SiteMap-
Moduls der Schrodinger Molecular Modeling Suite systematisch analysiert, mit dem
Ziel, potenzielle Bindungstaschen im Bereich des KRas4B2°:SOS-Komplexes zu iden-
tifizieren. Das Verfahren detektiert hydrophile und polare Oberflachenregionen, indem
ein virtuelles Wassermolekul tUber die Proteinoberflache bewegt und so eine Kartie-
rung potenzieller Bindestellen erzeugt wird. Dabei wurden zwei relevante Regionen
identifiziert: eine kleinere Tasche in der Nahe der Guanidin-Bindung (rote Markierung)
sowie eine grolere, dominante Region (grine Markierung), welche die Switch | und

Switch Il Doménen sowie die a2-Helix von KRas4Ba° umfasst (Abb. 32).

a)

Abbildung 32: Ergebnis der Proteinoberflachenanalyse mittels Sitemap an der KRas4B:SOS-Grenzfldche (PDB:
7KFZ). a) Die mit SiteMap ermittelten Bindestellen an der Interaktionsfldche zwischen SOS1 und KRas4Ba". dun-
kelgrau: KRas4B?'°; magentafarbene Sphére: Mg?*; griine Kohlenstoffatome: GTP; graue Oberfldche: SOS; rote
und griine Oberfldcheneinféarbung: mit SiteMap gefundene Bindetaschen. b) Darstellung der einzelnen Regionen
in KRas4B@" mit besonderem Augenmerk auf die in hellblau/violett eingefédrbten Regionen Switch I, Switch Il und
der a2-Helix, die mit der SOS-Oberflache im Bereich der Bindetasche interagieren.

Die kleinere, rot eingefarbte Tasche ist aufgrund ihrer groRen Distanz zum Mg?*-lon
als pharmakologisch wenig relevant einzustufen. Die durchgeflhrten Docking-Studien
auf diese Bindestelle bestatigen die Vermutung der unzureichenden Interaktionsmog-
lichkeiten der Triterpene mit der SOS1-Oberflache. Die Analyse der Bindepose mit
dem besten Dockingscore fur das Dimethoxyphthalat-Ursolsdure-Derivat 84 zeigt,
dass dieses in einer kompakten Konformation in diese Bindestelle positioniert ist. Da-
bei sind lediglich die beiden Saurefunktionen so ausgerichtet, dass sie begrenzte

Wechselwirkungen mit der Proteinoberflache eingehen kénnen (Abb. 33a).
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Die geringe pharmakologische Relevanz dieser Bindestelle spiegelt sich auch in den
erzielten Dockingscores wider. Wahrend das Ursolsaure-Derivat 84 mit -5.3 kcal/mol
den besten Wert erreicht, zeigt das Oleanolsaure-Derivat 97 nur einen Score von
-4.6 kcal/mol. Das sterisch anspruchsvollste Betulinsdure-Derivat 62 erzielt mit
-3.7 kcal/mol den schwachsten Wert (Abb. 33b). Diese Ergebnisse lassen den Schluss
Zu, dass eine stabile Bindung der pentacyclischen Triterpen-Derivate ausgeschlossen

werden kann.
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Abbildung 33: Graphische Darstellung der Dockingergebnisse aus den in situ-Studien auf der kleineren, von der
GTP-Bindestelle weiter entfernteren Bindestelle. a) Pose des Ursolséure-Derivats (84) mit dem stédrksten Docking-
score. orangene Kohlenstoffatome: DiOMe-Ursolsdurephthalat 84, hellgraue Oberflache: SOS1; dunkelgraue
Oberfléache: allosterisches Ras. b) Darstellung der Dockingscores des Glide-Dockings auf diese Bindestelle.

Die in den Sitemap-Analysen identifizierte grin markierte Binderegion weist mehrere
topologisch voneinander abgegrenzte Bereiche auf, die ausreichend Raum zur Auf-
nahme der volumindsen pentacyclischer Triterpengeruste bieten. Eine dieser potenzi-
ellen Binderegionen liegt in einem tunnelartigen Hohlraum an der Grenzflache zwi-

schen der CDC25- und der Rem-Domane sowie dem allosterischen KRas (Abb. 34a).

Eine weitere Binderegion erstreckt sich von der GTP-Mg-Bindestelle aus in Richtung
der CDC25-Domane unmittelbar unterhalb der Switch | Region des allosterischen Ras.
Eine dritte potenzielle Bindestelle verlauft ebenfalls vom Mg?*-Kation ausgehend ent-
lang der Oberflache der Rem-Domane in Richtung der Switch Il Region von KRas?'"°.
Diese beiden letztgenannten Bindestellen zeichnen sich nicht nur durch ein gunstiges
Volumen fur Einlagerung der sterisch anspruchsvollen Triterpengerust aus, sondern
eroffnen zugleich die Moglichkeit koordinativer Interaktionen mit dem zentralen Mg?*-

lon.
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Das Glide-Docking auf die Binderegion innerhalb des tunnelartigen Hohlraums zwi-
schen SOS1 und dem allosterischen KRas zeigte ebenfalls keine signifikanten Bin-
dungsergebnisse. Wie in der Abbildung 34a dargestellt, bietet dieser Tunnel zwar aus-
reichend Raum fur die Aufnahme der sterisch anspruchsvollen pentacyclischen Triter-
pengeruste — exemplarisch das Ursolsaure-Derivat 84. Der zugehdrige Dockingscore
von -4.3 kcal/mol weist jedoch auf stark eingeschrankte Interaktionsmaoglichkeiten mit
der Proteinoberflache hin, sodass eine stabile oder spezifische Bindung an dieser

Stelle ausgeschlossen werden kann (Abb. 34b).
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Abbildung 34: Ergebnisse des Glide-Dockings auf die Binderegion zwischen der CDC25- und Rem-Doméne. a)
Pose von Verbindung 84 mit dem besten Dockingscore. Orange Kohlenstoffatome: Ursolsdure-Derivat 84; griine
Kohlenstoffatome: GTP; magentafarbene Sphére: Mg?*. b) Struktur und Dockingscore von Verbindung 84.

Im Gegensatz dazu zeigten die in silico-Dockingstudien auf den Bereich zwischen der
S0OS1-Oberflache und der Switch | Region des allosterischen KRas ein deutlich struk-
turierteres Bindungsverhalten. Die Triterpen-Derivate orientieren sich hierbei so, dass
der Phthalat-Rest koordinative Wechselwirkungen mit dem Mg?*-Kation eingeht. Die-
ses Verhalten stitzt die zuvor formulierte Hypothese, wonach die Phthalat-Einheit —
analog zur y-Phosphatgruppe des GTP — als Chelator fungieren und einen Chelat-

Komplex mit dem Magnesium-Kation ausbilden kann (Abb. 35a).

Das pentacyclische Grungerust der Triterpene richtet sich dabei entlang eines schma-
len intermolekularen Kanals zwischen den Proteinen, in Richtung der CDC25-Domaéane
aus. Der uberwiegende Teil des Molekiils liegt dabei unterhalb der Switch | Region
von Ras?"°, wahrend der Phthalat-Rest gemeinsam mit GTP das Mg?*-Kation komple-
xiert. Der E-Ring des Triterpen-Gerusts ragt in einen natirlichen hydrophoben Hohl-

raum an der Grenzflache zwischen Ras?'°, SOS1Re™ und SOS1°¢PC25 (Abb. 35a).
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Obwohl die Positionierung der Triterpene in dieser Binderegion zunachst mit der zuvor
formulierten Hypothese einer Magnesium-Chelatisierung Ubereinstimmt, zeichnen die
berechneten Dockingscore ein erntichterndes Bild. Das Betulinsaure-Derivat 119 er-
reichte mit einem Dockingscore von -6.6 kcal/mol lediglich eine mittlere Affinitat, wah-
rend die Werte flr das Ursolsaure-Derivat 84 (-3.1 kcal/mol) sowie das Oleanolsaure-
Derivat 97 (-3.5 kcal/mol) deutlich schwacher ausfielen (Abb. 35b).

a)

b)
. Docking score
Ligand (kcal/mol)
84 -3.1
97 -3.5
119 -6.6

Switch |

4

Abbildung 35: a) Docking-Posen an der Bindestelle der KRas4BS"ieh I:SQSCPC25Rem_Grenzfidche fiir die drei ge-
dockten Dimethoxyphthalat-Derivate 84, 97 & 119. Graue Oberflache: SOS1, dunkelgraue Oberflache: KRas4Ba",
hellblaue Oberflache: Switch | Region von Ras, griine Kohlenstoffatome: GppNHP, orange Kohlenstoffatome: Tri-
terpen-Derivate, PDB: 7KFZ. b) Dockingscores fiir die besten Posen der drei hier gerechneten Verbindungen.

Zur genaueren Beurteilung wurde die Bindepose des Betulinsaure-Derivats 119 einer
detaillierten Analyse unterzogen (Abb. 36a). Die zugrunde liegende Kristallstruktur
(PDB: 7KFZ) zeigt, dass der Bindungstunnel eine dulRerst enge Geometrie aufweist,
wodurch das Derivat in unmittelbare Nahe zum GTP-Analogon GppNHP rickt. Die
Analyse der interatomaren Abstande verdeutlicht, dass sich die relevanten Sauerstoff-
atome in einem als neutral zu bewertenden Abstand zueinander befinden. So betragt
der Abstand zwischen dem Sauerstoffatom der y-Phosphatgruppe und jenem der Me-
thoxygruppe des Dimethoxyphthalatrests 2.9 A — ein Wert, der knapp unterhalb des
addierten Van-der-Waals-Radius zweier Sauerstoffatome (3.04 A) liegt. Auch der Ab-
stand zwischen dem Carboxylsauerstoff des Phthalatrests und dem a-Phosphoester
des GppNHP liegt mit 3.1 A liegt im Bereich eines typischen Van-der-Waals-Kontakts
(Abb. 36b).[300-302]
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a) ) b)
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Abbildung 36: a) Pose des Dimethoxyphthalat-Betulinsdure-Derivats (119, orange) mit dem besten Dockingscore
in dem Bindetunnel-zwischen SOS®PC?% (grau) und KRas4B?° (dunkelgrau). b) Lage des Betulins&ure-Derivats 119
(orange) am Mg?*-Kation (violett) im Vergleich zu GppNHP. Abstédnde zwischen den Sauerstoffatomen des Triter-
pen-Derivats und denen Phosphatsauerstoffen von GppNHP in Angstrém.

Vor dem Hintergrund dieser Befunde ist anzunehmen, dass die vergleichsweise
schwachen Dockingscores eher auf fehlende Interaktionsmaoglichkeiten mit der Pro-
teinoberflache, als auf sterische Spannungen innerhalb des Magnesium-Chelatkom-

plexes zurtickzufuhren sein.

Die Dockingstudien an der letzten untersuchten Binderegion der Ras@'°-bindingsite,
die sich zwischen der Rem-Domane von SOS1 und der Switch Il Region von
KRas4B?° befindet, liefern hingegen deutlich giinstigere Ergebnisse. Besonders auf-
fallig sind dabei die Verbindungen 84 und 97, deren Dockingscores in einer ahnlichen
GroRenordnung wie jener des natlrlichen Liganden GDP (PDB: 4DSU) liegen. Zwar
erreichen sie nicht die Affinitat des nicht-hydrolysierbaren GTP-Analogons GppNHP
(PDB: 7KFZ), das erwartungsgemalf eine deutlich starkere Bindung an KRas4B zeigt
(Abb. 37b).

Die Analyse der Dockingscores der im GDP/GTP-Austauschassay aktiven Verbindun-
gen zeigt deutliche Schwankungen mit Werten zwischen -7.1 kcal/mol (62) und
-12.2 kcal/mol (84). Diese Unterschiede spiegeln jedoch die in den funktionellen As-
says beobachteten Aktivitatsunterschiede nur bedingt wider. Dieser Befund unter-
streicht erneut die begrenzte Aussagekraft rein statistischer Dockingverfahren hin-
sichtlich der Vorhersage funktioneller Effekte (Abb. 37b).
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Protein Docking score

Ligand (PDB code) | (kcal/mol)
GDP, 124 4DSU 2.7
GppNHP 7KFZ 16.1
84 7KFZ -12.2
97 7KFZ 16
62 7KFZ -10.3
107 7KFZ -7.78
86 7KFZ 713

Abbildung 37: a) Uberlagerung der Hits 62, 84, 86, 97 & 107 aus dem GDP/GTP-Austausch Assay in der hochaffi-
nen RasSwitth I:SOSRem-Bindetasche (PDB: 7KFZ). b) Dockingscores der genannten Triterpen-Derivate sowie von
GDP 124 und dem GTP(125)-Analogon GppNHP.

Im Gegensatz zu den Dockingscores offenbart die strukturelle Uberlagerung der ge-
dockten Posen eine bemerkenswerte Konvergenz der Ligandorientierungen (Abb.
37a). Diese fur alle Verbindungen konsistente Lage deutet auf einen einheitlichen Bin-

dungsmodus innerhalb der pentacyclischen Triterpene hin.

Zur weiterfihrenden Analyse wurden fir das Ursolsaure-Derivat 84 und das Oleanol-
saure-Derivat 97 im Komplex mit der KRas4Ba'°:SOSRem-Bindungsregion (PDB: 7KFZ)
Molekulardynamik-Simulationen Uber jeweils 500 ns durchgefuhrt. Aus den resultie-
renden Trajektorien mit insgesamt 2000 Einzelkonfigurationen wurden 1000 reprasen-

tative Frames einer nachfolgenden MM/GBSA-Berechnung unterzogen.

Die Analyse ergab fiir Verbindung 84 eine gemittelte freie Bindungsenergie (AGbind)
von -92.6 £ 20.6 kcal/mol und einen Spitzenwert von -140.5 kcal/mol. Fur das Olea-
nolsaure-Derivat 97 ergaben sich geringflugig ungunstigere Werte mit einem mittleren
AGpbing-Wert von -60.2 £ 12.4 kcal/mol und einem gunstigsten Einzelwert von
-124.4 kcal/mol (Abb. 38).

Die Auswertung der MM/GBSA-Ergebnisse Uber den gesamten Simulationszeitraum
von 500 ns zeigt fur das Dimethoxyphthalat-Ursolsaure-Derivat (84) zwei Uber die ge-
samte Simulation hinweg stabile Cluster. Einer dieser Cluster weist eine geringere Af-
finitat im Bereich zwischen -50 und -80 kcal/mol auf, wahrend der zweite einen deutlich
gunstigeren Bereich zwischen -90 und -120 kcal/mol einnimmt. Die energetisch gins-
tigste Pose, die innerhalb der ersten Nanosekunden erreicht wurde, zeigt mit einem
AGbinda = -140.5 kcal/mol einen Wert, der leicht aul3erhalb des zweiten Clusters liegt.
Die Bildung zweier klar voneinander abgegrenzten Cluster deutet darauf hin, dass das
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Ursolsaure-Derivat 84 zwei alternative Konformationen einnimmt, von denen eine sig-

nifikant starker an die Bindestelle assoziiert ist als die andere (Abb. 38a).

a) a5 b -30.2
* L] ... .. * .. . * L) . .
P .' . ...O.;‘.:.‘" .. = ‘e . e %% =
L) L] L)
Sip e, e 3 SR grn s s 3 s, s anellilnds  Bos S
o ®
7] 7]
> >
1" >
L-920 @ 773 @
5 S
a [=%
H z
* o o3 Whet ac Wi ) Ty s X 8
e TRt 4 ?:": “ 3 635 o 0095
.. i L] ..-.. 2 ’ g
. Rk [ =]
. L]
. 4
-140.5 -124.4
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Zeit [ns] H Zeit [ns]

84 97

Abbildung 38: Darstellung der Ergebnisse aus den MM/GBSA-Berechnungen der jeweils 1000 Frames aus den
MD-Simulationen fiir das Ursolsdure- (84) und Oleanolsdure-Derivat (97). a) Ergebnisse fiir das Ursolséure-Derivat
84. b) Ergebnisse fiir das Oleanolséure-Derivat 97.

Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse flr das Oleanolsaure-Derivat 97 Uber den
gleichen Zeitraum keine Ausbildung zweier stabiler Cluster. Die energetisch gunstigste
Pose wird bereits innerhalb der ersten 10 ns erreicht (AGbind = -124.4 kcal/mol). Im
weiteren Verlauf nimmt die Bindungsaffinitdt jedoch kontinuierlich ab. Nach etwa
125 ns stabilisiert sich Verbindung 97 in einem energetisch weniger glinstigen Cluster,
dessen Werte Uber den verbliebenen Simulationszeitraum im Bereich zwischen -50
und -70 kcal/mol verbleiben. Dieser Bereich entspricht in etwa dem des schwacher

affinen Clusters des Ursolsaure-Derivats 84 (Abb. 38b).

Bemerkenswert ist, dass sich beide Derivate lediglich an der Stellung der beiden Me-
thyl-Gruppen am E-Ring unterscheiden. Diese geringfugige strukturelle Variation
scheint jedoch bereits einen signifikanten Einfluss auf das Konformationsverhalten und

die dynamische Stabilitat der Liganden Gber den Simulationszeitraum auszutben.
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Abbildung 39: a) Schnappschuss der Verbindung 97 an der Switch 11:SOSRe™-Grenzfldche aus der Molekulardyna-
mik-Simulation, basierend auf der niedrigsten freien Bindungsenergie (AG = -124.4 kcal/mol). orangene Kohlen-
stoffatome: Verbindung 97, griine Kohlenstoffatome: GppNHP; blaue Kohlenstoffatome: Die bindetaschebildenden
Aminoséurereste von KRas4B#"°; cyan-farbene Kohlenstoffatome: Die bindetaschebildenden Aminos&urereste von
SOS1Rem. PDB: 7TKFZ b) Ligand-Protein-Interaktionsdiagramm des Derivats 97 an der Switch 11:SOSRe™-Doméne;
die Farbgebung der Boxen entspricht der Polaritdt der beteiligten Aminoséurereste.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Molekulardynamik-Simulationen bestati-
gen die Ausbildung eines Uber den gesamten Simulationszeitraum stabilen Ligand-
Protein-Komplexes. Obwohl die beiden beobachteten Cluster des Dimethoxyphthalat-
Ursolsaure-Derivats 84 eine hohere Stabilitdt und konsistentere Affinitat aufweisen,
bleibt auch das Oleanolsaure-Derivat 97 trotz der mit zunehmender Simulationsdauer
abnehmenden Bindungsaffinitat Gber den gesamten Zeitraum strukturell stabil. Die
energetisch gunstigsten Konformationen von Verbindung 97 zeigten dabei eine be-
merkenswert konsistente Bindepose innerhalb eines engen Kanals. Diese Bindefurche
wird dabei durch die Aminosaurereste der Switch | Region (Val29, Glu31, Tyr32,
Asp33, Thr35, 1le36, Tyr40) und der Switch Il Region (GIn61, Tyr64, Ser65, Ala66,
Met67) von KRas4Bza'° gebildet. Erganzend wird diese Bindungsumgebung durch die
Reste GIn683, Pro684, Leu687, Met726, Lys728 und Trp729 der SOSRe™-Domane de-
finiert (Abb. 39).

Das Triterpengerust von Verbindung 97 liegt innerhalb der Bindefurche, die von der
Switch Il Region von KRas4B2'° und der SOS1R¢™-Doméane gebildet wird. Die Carbon-
saurefunktion erfahrt dabei durch die Wechselwirkung mit Met726 eine Fixierung in
dieser Region. Die Phthalsaurefunktion orientiert sich in Richtung des Mg?*-Kations
und wird dadurch in den durch die Switch | Region definierten hydrophoben Bereich
eingebettet. Dabei verdrangt der Phthalatrest zwei Wassermolekile aus dem
GTP+Mg?*-Komplex, wahrend die beiden Methoxygruppen in die unmittelbare Nahe zu

den beiden Ribose-Hydroxygruppen von GTP positioniert sind (Abb. 39a). Die Koordi-
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nation des Mg?*-Kations erfolgt simultan (ber die ortho-standige Ester-Car-
bonylgruppe und das Carboxylatanion des Liganden. Diese Wechselwirkungen flhren
zu einer hochaffinen Fixierung des Liganden innerhalb der Bindefurche (Abb. 39b). Die
fur die GTP-Bindung essenzielle oktaedrische Koordination des Mg?*-lons sowie des-
sen Wechselwirkungen mit den 3- und y-Phosphatgruppen bleiben dabei weitgehend

erhalten.
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Abbildung 40: Ligand-Protein-Wechselwirkungsdiagramm von Verbindung 97. Interactions Fraction: Beschreibt
prozentual liber welchen Zeitraum der Simulation die jeweiligen Wechselwirkungen Bestand hatten.

Die Einlagerung des Triterpen-Liganden in die Bindefurche lokale Umlagerungen ein-
zelner Aminosaurereste. Durch die Koordinierung des Phthalat-Rests an das Mg?*-lon
werden insbesondere Ser17 und Thr35 durch den aromatischen Ring aus ihrer ur-
sprunglichen Position verdrangt. Zusatzlich wird die Phthalsaureeinheit Gber hydro-
phobe Wechselwirkungen mit Tyr32 sowie wasservermittelten Wasserstoffbrickenbin-
dungen zu Asp13, Asp30 und Glu31 stabilisiert. Die Fixierung des Triterpengrundge-
rusts erfolgt vor allem durch eine Wasserstoffbrickenbindung der Carbonsaurefunk-
tion in Position 28 mit Met726 der SOS1Rem-Oberflache. Diese Bindung bleibt Giber den
gesamten Simulationszeitraum erhalten und kann daher als essenziell fur die Ligand-
bindung angesehen werden (Abb. 40 & 41).
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Abbildung 41: Detaillierte Darstellung einiger der wichtigsten Protein-Ligand Wechselwirkungen wéhrend der
500 ns andauernden Molekiildynamik-Simulation von der Verbindung 97 in der Bindestelle am KRas?"°-SOS-Inter-
face. Dunkelgrau: KRas?°; hellgrau: SOS1; griine Kohlenstoffatome: GNP; orange Kohlenstoffatome: Verbindung
97.

Eine zusatzliche Stabilisierung des Grundgerusts erfolgt tGber die wasservermittelte
Wasserstoffbriickenbindungen der Carbonsaurefunktion und den Aminosauren
Lys727 und Lys728 (Abb. 40 & 41). Da die ubrigen in Abbildung 40 dargestellten
Wechselwirkungen nur fur weniger als 20% des Simulationszeitraums bestehen, ist
davon auszugehen, dass sie lediglich eine untergeordnete Rolle bei der Bindung der

Triterpen-Liganden spielen.

Die Analyse der molekularen Wechselwirkungen stutzt die Hypothese, dass das Mo-
nophthalsaure-Derivat der Oleanolsaure 97 sowie verwandte pentacyclischer Triter-
pene als molecular glue fungieren. Durch diesen Wirkmechanismus wurde eine Stabi-
lisierung des KRas4B?'"°:SOS1Rem-Komplexes vermittelt. Diese Annahme wird zusétz-
lich durch die Ergebnisse des GDP/GTP-Austauschassays gestutzt. In diesem zeigten
sowohl das methylgeschutzte Phthalsaure-Derivat 101 als auch das Hydroxamsaure-
Derivat 103 eine deutlich verminderte Aktivitat. Bei Verbindung 101 verhindert die Me-
thylgruppe die koordinative Bindung der Phthalat-Einheit innerhalb des oktaedrischen

Mg?*-Komplexes. Beim Hydroxamsaure-Derivat 103 flihrt die sterisch erweiterte Hyd-
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roxamsaure-Kette im Vergleich zur Carbonsaure zu einem ungunstigerem Koordinati-
onswinkel, wodurch die Affinitat fir eine koordinative Bindung an das Mg?*-lon signifi-

kant reduziert ist.

Dieser postulierte Wirkmechanismus erscheint auf den ersten Blick kontraintuitiv, da
eine Stabilisierung des KRas4B:SOS1-Komplexes Ublicherweise mit einer gesteiger-
ten GDP-Freisetzung und somit einer erhdhten KRas-Aktivierung assoziiert ist. Die
Aktivierung von SOS1 durch KRas4Ba'° sowie der darauffolgende GDP/GTP-Aus-
tausch im katalytisch aktiven KRas4B*® stellen jedoch hochkomplexe, durch zahlrei-
che Konformationsanderungen regulierte Prozess dar, die in ein dynamisches Ruck-

kopplungssystem eingebettet sind.

Die Initiilerung dieses Mechanismus erfolgt durch die Insertion eines helikalen Hairpins,
der aus der aH- und al-Helix der CDC25-Domane von SOS1 gebildet wird. Diese In-
sertion induziert strukturelle Umlagerungen in den Switch | und Switch Il Regionen von
KRas wodurch die Nukleotidbindetasche gedffnet und der gebundene GDP<-Mg?*-
Komplex freigesetzt wird.3%% Die Aminosaure Leu938, Bestandteil der aH-Helix, ver-
hindert zum einen sterisch eine Mg?*-Koordination und stabilisiert zugleich den ent-
standenen nukleotidfreien KRas4B:SOS-Komplex. Ein weiterer, an der GDP-Freiset-
zung beteiligte Aminosaure ist Glu942, deren Seitenkette mit der Bindestelle der a-

Phosphatgruppe des Nukleotids Uberlappt.

Die Stabilisierung des KRas4B**:SOS1-Komplexes erfolgt durch mehrere Aminosau-
rereste von KRas, darunter Phe28, Val29, Asp30, Asn116, Lys117, Asp119 und
Ala146, die uUber spezifische Kontakte mit SOS1 und dem gebundenem Guanosin in-
teragieren.[3%31 Wahrend des gesamten Simulationszeitraums von 500 ns wurden bei
keinem dieser Reste — weder von SOS1 noch von KRas4Bka — signifikante Konforma-

tionsanderungen beobachtet.

Der molekulare Mechanismus, Uber den die SOS-Aktivitat durch KRas4B2'"° reguliert
wird, ist bislang nicht vollstandig verstanden. In vertiefenden Studien zu HRas wurde
die Bildung eines ternaren Komplexes aus (GppNHP)HRasY64A3°:SOS1:HRasWT
nachgewiesen. Dieser Komplex induziert eine konformationelle Umlagerung der Rem-
Domane relativ zur CDC25-Doméane. Diese Umlagerung verstarkt die Interaktion zwi-
schen der Switch | Region von HRas und SOS1 und erleichtert somit den GDP/GTP-
Austausch.304]
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Linker

Domane

Abbildung 42: Kristallstruktur von SOS1 im autoinhibierten Zustand. Im vergré8erten Ausschnitt sind die Amino-
séurereste zu sehen, die eine wichtige Rolle sowohl bei der Bindung des allosterischen Ras-Proteins, als auch bei
der Bindung der pentacyclischen Triterpene spielen. Blau: CDC25-Doméne; braun: Rem-Doméne; gelb: DH-Do-
maéne; grin: PH-Doméne, ocker: Histon-Doméne; magenta: PH-Linker. (PDB: 3KSY).

Daruber hinaus wurde in in vitro Studien gezeigt, dass die Deletion des N-terminalen
Segments von SOS1, bestehend aus der Histon-, DH- und PH-Domane zu einer sig-
nifikanten Steigerung der GDP/GTP-Austauschaktivitat flinrt.[305-307] Diese Beobach-
tung belegt den autoinhibitorischen Einfluss dieser Doméanen. Die PH-Domane intera-
giert dabei ausschlieRlich mit der DH-Domane, die wiederum schwach an die Rem-
Domane bindet. Eine direkte Interaktion der PH- mit der Rem-Domane erfolgt lediglich
Uber einen helikalen Linker, bestehend aus den Aminosaureresten 550-566. Dieser
verbindet die Rem-Domane entlang eines hydrophoben Bereichs der DH-Domane
kovalent mit der PH-Domane und steuert so die Positionierung des DH-PH-Moduls an
der Rem-Domaéne (Abb. 42).17°]

Im autoinhibierten Zustand von SOS1 befindet sich das DH-PH-Modul direkt oberhalb
der allosterischen Bindestelle von KRas®™ an die allosterische Bindestelle. SONDER-
MANN ET AL. haben nachgewiesen, dass die nukleotid-austauschende Aktivitat von
S0OS1 erst dann vollstandig durch KRas®™ stimuliert werden kann, wenn dieser Riegel

zur Seite schwingt und dadurch die Bindestelle fir KRas?2'® freigibt.["]

Ein weiteres Strukturmotiv, das mafdgeblich zur Autoinhibierung von SOS1 beitragt, ist

die Histon-Doméane. Diese bildet mit der DH-Domane und dem Rem-PH-Linker ein
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konserviertes Interaktionsnetzwerk, das SOS1 in einem autoinhibierten Zustand stabi-
lisiert (Abb. 42).13%8 An die Histon-Domé&ne kann Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
(PiP2) binden, wodurch SOS1 an die Zellmembran rekrutiert wird. Diese Membranas-
soziation I0st ein Signal aus, das Uber den Rem-PH-Linker eine Konformationsande-
rung initiiert.

Infolgedessen schwingt das DH-PH-Modul zur Seite, wodurch die allosterische Binde-
stelle wird fur KRas®™ zuganglich wird (Abb. 43).3%% Die anschliefende Bindung von
KRas®™P an diese allosterische Tasche induziert eine weitreichende Konformationsan-
derung im gesamten SOS1-Protein. Dadurch wird die katalytische Bindestelle fur
KRasCPP geoffnet und der GDP/GTP-Austausch aktiviert.[7981]
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Abbildung 43: Kristallstruktur-Modell wie eine Bindung des allosterischen Ras an SOS inklusive, DH-, PH- und
Histon-Doméne aussehen kénnte. Da es keine publizierte Kristallstruktur gibt, die den Ras-SOS-Komplex mit allen
Doménen von SOS abbildet, wurde dieses Modell mit dem Programm Pymol aus den Kristallstrukturen 7KFZ und
3KSY zusammengestellt. Dargestellt ist eine Mdglichkeit, wie sich der N-terminale Rest von SOS1 verschieben
kénnte, damit die Bindung von Ras®™" an der allosterischen Bindestelle erméglicht wird. Die Offnung des DH-
Riegels wird durch die Adressierung der Histon-Domé&ne liber PIPz induziert und erméglicht die Bindung von KRas-
GTP_Deutlich zu sehen ist im vergréRerten Ausschnitt das die Aminoséure der Rem-Doméne die vorher von dem
DH-Riegel abgeschirmt waren, nun an der Bindung von Ras®? beteiligt sind.

Bei der Aktivierung von SOS1 und den damit einhergehenden konformationellen Um-
lagerungen spielen insbesondere die Wechselwirkungen der Aminosaurereste
Trp729, Leu687 und Arg688 mit KRas®™ eine essenzielle Rolle.[?% Bemerkenswer-
terweise sind diese drei Aminosauren zugleich Bestandteil der Bindetasche, die durch

die pentacyclischen Triterpen-Derivate adressiert wird. Weitere fur die Ligandbindung
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relevante Reste befinden sich im Bereich der Aminosauren 724-728, die im autoinhi-

bierten Zustand vollstandig durch die DH-Domane abgeschirmt werden (Abb. 42).

Die Bindung der Triterpen-Derivate in diesem Bereich fuhrt ebenfalls zu einer Abschir-
mung genau jener Aminosauren, die fur die Interaktion zwischen KRas und SOS1 von
funktioneller Bedeutung sind. Dadurch kann KRas®™ zwar weiterhin an die allosteri-
sche Bindestelle von SOS1 binden; aufgrund der sterischen Blockade durch die Triter-
pene durfte jedoch die Ausbildung einer katalytisch aktiven Konformation von SOS1
verhindert werden (Abb. 44c). Infolgedessen kénnte somit der KRas?'°-SOS1-Komplex
durch die Bindung der Triterpen-Derivate im autoinhibierten Zustand stabilisiert wer-
den. Eine solche Stabilisierung wiirde die Interaktion des katalytisch aktiven KRaskat
mit SOS1 und damit den GDP/GTP-Austausch effektiv unterbinden.

Abbildung 44: Vergleich der Position der Aminos&urereste von SOS und KRas?" a) im autoinhibiertem Zustand
(PDB: 3KSY), b) im aktiven KRas?"°-gebundenen Zustand (PDB: 7KFZ) und c) im KRas?"°-gebundenen Zustand
mit dem Dimethoxyphthalat-Oleanolsdure-Derivat 97 in der Triterpen-Bindetasche (PDB: 7KFZ). Griine Kohlen-
stoffatome: SOS1; cyanfarbene Kohlenstoffatome: KRas?'"°; orangefarbene Kohlenstoffatome: Verbindung 97.

Die Analyse der Aminosaurepositionen im Bereich Leu687-Arg688 und Lys724-
Trp729 von SOS1 sowie der Reste lle36 und Glu63-Ser65 von KRas in den drei in
Abbildung 44 dargestellten Konformationen zeigt nur geringe strukturell Unterschiede
zwischen den Zusténden. Die Reste von SOS1 erfahren beim Ubergang vom autoin-
hibierten Zustand zum aktiven KRas?°:SOS1-Komplex lediglich eine geringfligige
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Repositionierung. Besonders die Thioether-Gruppe von Met726 erfahrt bei der Bin-
dung von KRas?"° eine deutliche Umlagerung: Wahrend die Methylgruppe im autoinhi-
bierten Zustand in Richtung der CDC25-Domane orientiert ist (Abb. 44a), zeigt sie im
Komplex mit KRas?"° in die entgegengesetzte Richtung (Abb. 44b). Zudem richtet sich
die Seitenkette des Lys728 im KRas-gebundenen Zustand deutlich starker auf das
Trp729 aus.

Im KRas:SOS1-Komplex bildet Trp729 zudem eine starke m-mm-Wechselwirkung mit
Tyr64 sowie hydrophobe Kontakte zu 1le36 von KRas aus. Die Seitenkette des
Glu63XRas pefindet sich dabei in unmittelbarer Nahe zu Lys6875°S, wodurch elektro-
statische Wechselwirkungen entstehen konnen. Wie in Abbildung 44b ersichtlich, po-
sitioniert sich Tyr64KRas zentral zwischen den Aminosauren 724-729 von SOS und
steht mit nahezu allen dieser Reste in direkter Wechselwirkung. Aufgrund dieser Lage
spielt Tyr64XRas gine Schllisselrolle bei der Stabilisierung des aktiven SOS1-Komple-

Xes.

Die Bedeutung dieses Restes flr die Aktivierung von SOS1 wurde in zahlreichen Stu-
dien untersucht. Mutationen wie Y64A oder Y64F fUhren zu einer signifikant reduzier-
ten Affinitat von KRas®™ zur allosterischen Bindestellen von SOS1 und infolgedessen
zu einer deutlich abgeschwachten Aktivierung von SOS1. Durch den Verlust dieser
Interaktion wird die allosterische Aktivierung nahezu vollstandig aufgehoben.[68.73.75.80]
Mehrere Molekiildynamik-Simulationen zeigten, dass Tyr64KRas einen wiederkehren-
den Kontaktpunkt zur SOS1-Oberflache bildet, der entscheidend an der Regulation der
Aktivierung und Inaktivierung beteiligt ist.[319-3141 Tyr64 kann daher als eine Art ,mole-
kularer Schaltkontakt® fir die Aktivitat von SOS1 betrachtet werden.

Bindet nun ein pentacyclisches Triterpen, wie in Abbildung 44c dargestellt, an diese
Grenzflache, kommt es in dieser Region zu signifikanten Umlagerungen sowohl auf
Seiten von SOS1 als auch von KRas. Die ausgepragteste Konformationsanderung von
SOS1 betrifft dabei Trp729, dessen Indolring durch die Bindung des Triterpens nach
hinten gekippt wird und somit nicht langer in Richtung von Tyr64 zeigt. Diese Umlage-
rung unterbricht die zuvor bestehende bestehende tr-mm-Wechselwirkung zwischen
Trp729 und Tyr64 vollstandig.

Eine weitere Veranderung betrifft Met726, dessen Seitenkette infolge einer Wechsel-

wirkung mit der Carbonylgruppe der Oleanolsaure in Richtung von Leu687 rotiert (Abb.

44c). Durch die Einlagerung der Oleanolsaure zwischen die Aminosauren lle36, Glu63,
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Tyr64 und Ser65 von KRas sowie den Resten 724-729 von SOS1 werden samtliche
intermolekularen Kontakte zwischen diesen Seitenketten aufgehoben. Dadurch verliert
Tyr64 die Mdglichkeit, mit der Oberflache von SOS1 zu interagieren, was die Stabili-
sierung der aktiven SOS1-Konformation verhindert. In der Folge konnte SOS1 trotz
gebundenem KRas?" in den autoinhibierten Zustand zuriickfallen, wodurch der
GDP/GTP-Austausch blockiert wird.

Die Unterbrechung der Wechselwirkungen zwischen Tyr64XRas ynd der SOS1-Ober-
flache stellt somit einen bislang nicht beschriebenen, potenziell neuartigen Mechanis-
mus zur Inhibierung des GDP/GTP-Austauschs dar. Wahrend SUNGUR ET AL. Anfang
2025 mittels in silico-Analysen zwei potenzielle Bindestellen am allosterischen
KRas®TP:S0OS1CPC25. |nterface identifizierten,[2%3 existieren bislang keine experimentel-
len Untersuchungen zu der hier formulierten Wirkhypothese. Die postulierte Komple-
xierung von Mg?**GTP mit einem Phthalat-Rest und die daraus resultierende, durch
die spezifische Ausrichtung des Triterpenes bedingte Destabilisierung der aktiven
S0OS1-Konformation stellen einen innovativen Ansatzpunkt fur die Entwicklung allos-

terischer Inhibitoren dar.

Fir KRas-G12-Mutanten ist bekannt, dass diese sich hinsichtlich ihrer Bindung an die
allosterische SOS1-Bindestelle weitgehend analog zum Wildtyp verhalten. Dies gilt
insbesondere fir die Varianten G12C und G12D, wahrend fur G12V eine verringerte
Affinitat zur Bindung an SOS1 beobachtet wurde.[4485315.316] Dementsprechend zeigen
die meisten der in dieser Arbeit entwickelten Inhibitoren keine Selektivitat zwischen
den einzelnen G12-Mutanten. Die G13D-Mutante weist hingegen eine erhdhte Affinitat
von KRas®™P zur allosterischen Bindestelle auf, wahrend die Q61-Varianten eine deut-

lich reduzierte Affinitat besitzen.[85293.313]

Eine mogliche Erklarung fur die fehlende Mutantenselektivitat der meisten Triterpen-
Derivate kdnnte in der strukturellen Lage von Gly12 liegen, das in der Switch | Region
oberhalb des GTP-Molekils positioniert ist. Im Gegensatz dazu komplexieren die
Phthalat-Reste das Mg?*-Kation von der gegenliberliegenden Seite. Dadurch kommt
es zu keiner direkten Wechselwirkung zwischen den Dimethoxyphthalat-Triterpenen

und den Mutationen in Position 12.

Nichtsdestotrotz konnten im Rahmen dieser Arbeit einige Inhibitoren, darunter die Ver-

bindungen 58, 118 und 119 identifiziert werden, die eine erhohte Selektivitat gegen-

Uber den G12-Mutanten — insbesondere der G12V-Variante — aufweisen. Auch wenn
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die strukturelle Grundlage dieser Selektivitat im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklart
werden konnte, bietet die Klasse der pentacyclischen Triterpene ein hohes Potenzial
fur die Entwicklung neuer Inhibitoren gegen KRas-G12-Mutanten. Dartber hinaus er-
offnet die hier vorgestellte Wirkhypothese neue Perspektiven fur das Design innovati-
ver Strukturklassen zur Inhibition des GDP/GTP-Austauschs.

3.4.5 Identifikation neuer potenzieller Inhibitorstrukturen fir die Bindestelle am

Interface von Ras?'°-SOS

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neuartige Wirkhypothese zur molekularen Wirk-
weise pentacyclischer Triterpene entwickelt und mittels computerchemischer Metho-
den umfassend validiert. Gleichwohl ist zu betonen, dass diese Naturstoffe strukturell
nicht den klassischen Kriterien flr arzneistoffahnliche (,drug-like“) Molekile entspre-
chen. Ihre ausgepragte molekulare Starrheit, das hohe Molekulargewicht sowie die
begrenzte Zahl funktioneller Gruppen stellen wesentliche Limitationen fir ihre Weiter-

entwicklung dar.

Vor diesem Hintergrund ist es sinnvoll, die erarbeitete Wirkhypothese als Grundlage
fur die ldentifizierung alternativer Leitstrukturen mit verbesserten arzneistofftypischen
Eigenschaften zu nutzen. Als Ausgangspunkt diente hierzu die ,Enamine Hit Locator
Library“, eine kuratierte Substanzbibliothek mit etwa 500.000 niedermolekularen Ver-
bindungen. Fur die Berlcksichtigung dreidimensionaler Strukturen, relevanter Proto-
nierungszustande bei physiologischem pH-Wert sowie samtlicher plausibler Stereo-
isomere, wurde diese Bibliothek mittels LigPrep (Schrodinger Suite) prozessiert. Auf
diese Weise wurde die ursprungliche Datenbasis auf ca. 1.5 Millionen strukturell valide
Verbindungen erweitert. Die erweiterte Substanzbibliothek wurde anschliel3end einem
virtuellen Hochdurchsatz Screening (HTVS) unterzogen. Die Top Verbindungen aus
diesem HTVS wurden im Anschluss systematisch mittels Glide-Docking — zunachst im
SP- und anschlieRend im XP-Modus — auf die in dieser Arbeit identifizierte Bindetasche

an der KRas4Ba0:SOSRem.|nteraktionsflache untersucht.
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127 128 129 130 131 132 133 134

Dockingscore: -12.2
Glide E-model: -129.3

Abbildung 45: Ergebnisse der Top-Verbindungen aus den Glide-Docking-Studien (nach HTVS — Sp- — XP-Modus)
der ,Enamie Hit Locator Library” auf die neue Bindestelle. a) Darstellung der Wechselwirkungen des Top-Hits mit
der Switch | Region von KRas4B@"°. orange: Verbindung 127; griin: GppNHP. b) Lage der Verbindung 127 im
KRas4Ba"°:SOSRem-Interface. Graue Oberfliche: SOS1; dunkel-graue Oberfliache: KRas4B°. ¢) Strukturen des
Top-Hits 127 sowie einiger strukturell &hnlicher Verbindungen 128-134.

Die Ergebnisse bestatigten eindrucksvoll die Relevanz dieser Bindestelle: So wies die
als Top-Hit identifizierte Verbindung 127 einen exzellenten Dockingscore von
-12.2 kcal/mol auf und zeigte einen Bindungsmodus, der demjenigen der pentacycli-
schen Triterpene bemerkenswert ahnlich ist. Daruber hinaus wurde die Ausbildung
zusatzlicher Interaktionen mit Resten der Switch | Region von KRas4B?° beobachtet,

was auf eine potenziell gesteigerte Affinitat und Wirksamkeit hindeutet (Abb. 45a).

Bemerkenswert an der Bindung von Verbindung 127 ist, dass fur die Komplexierung
des zentralen Mg?*-lons offenbar kein Phthalat-Rest erforderlich ist. Viel mehr zeigt
sich, dass sich dieser Rest durch einen Harnstoff mit eine Carbonsaurefunktion und
einem lipophilen Indolring ersetzen lasst. Dieses in der vorliegenden Arbeit erstmals
identifizierte Strukturmotiv besitzt das Potenzial, die Zellgangigkeit sowie die pharma-
kokinetischen Eigenschaften kunftiger Inhibitoren innerhalb dieser Bindetasche erheb-
lich zu verbessern. Dartber hinaus durfte die deutlich kompaktere Molekularchitektur
verbunden mit einem wesentlich geringeren Molekulargewicht im Vergleich zu den
pentacyclischen Triterpenen, zu einer gesteigerten Bioverfugbarkeit beitragen. Die
Uberlagerung von Verbindung 127 mit dem Triterpen-Derivat 97 verdeutlicht, dass
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beide Liganden ein strukturell vergleichbares, oktaedrisches Komplexierungsverhalten

mit dem zentralen Mg?*-lon aufweisen (Abb. 46).

Abbildung 46: Superposition der Top-Verbindung 127 aus den Docking-Screenings der ,Enamine Hit Locator
Library“ mit dem Oleanolsé&ure-Derivat 97 in der Bindetasche am SOS:KRas®°-Interface: graue Oberfldche: SOS;
dunkel-graue Oberflache KRas?"; weile Kohlenstoffatome: Verbindung 127; orange Kohlenstoffattome: Oleanol-
séure-Derivat 97.

Neben Verbindung 127 wurden weitere strukturell verwandte Liganden (127-134) iden-
tifiziert, die glnstige Dockingscores sowie analoge Bindemodi zeigen (Abb. 45c). Die
deutlich verkurzte Kettenlange dieser Verbindungen sowie die eher zentral im Molekul
angeordneten, das Mg?*-Kation koordinierenden Carboxygruppen verhindern eine
ausreichende Annaherung an Tyr64. Eine direkte Beeinflussung der Wechselwirkung
von Tyr64 mit der SOS1-Oberflache erscheint daher unwahrscheinlich. Vor diesem
Hintergrund ist zu bezweifeln, dass diese kompakteren Molekdle, die fur die Stabilisie-
rung der aktiven SOS-Konformation entscheidende Orientierung von Tyr64 in KRas?'°
signifikant modulieren kdnnen. Bleibt die Unterbrechung der Tyr64—-SOS1-Interaktion
aus, ist davon auszugehen, dass KRas?'° weiterhin die aktive Konformation von SOS
stabilisiert und der GDP/GTP-Austausch entsprechend fortgeflhrt wird. Ein weiterer
Aspekt, der gegen den Einsatz dieser Verbindungen als potenzielle Wirkstoffe spricht,
ist die ausgepragte Anzahl frei drehbarer Bindungen, besonders im Fall von Verbin-
dung 127. Die damit einhergehende hohe konformationelle Flexibilitat steht im Wider-
spruch zu den Kriterien der Lipinski-,Rule of Five* und Iasst eine eingeschrankte Arz-
neistoffahnlichkeit erwarten.[37]
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Vor diesem Hintergrund wurden mittels der Enumeration-Applikation der Schrodinger
Suite vier zusatzliche virtuelle Substanzbibliotheken generiert. Dieses Vorgehen er-
mdglichte es eine moglichst hohe Zahl verschiedener Phthalat- und Harnstoff-Derivate
zu screenen. Simultan wurden dabei zahlreiche Molekule generiert, die Uber eine gro-
Rere Kettenlange verfugen, wodurch Sie in der Lage sind die Ausrichtung des Tyr64
effektiver zu beeinflussen und damit die Stabilisierung der aktiven SOS-Konformation

zu verhindern.

Das Enumeration-Tool erlaubt eine automatisierte funktionelle Diversifizierung eines
Grundgeristes durch die Substitution an definierten Positionen mit einer Vielzahl che-
misch pradefinierter Reste. Bei den flr die Substitution vorgesehenen Positionen han-
delte es sich zum einen um Hydroxy- und zum anderen um primare Amin-Funktionen.
Als chemisch pradefinierte Reste wurden der bereits in der postulierten Wirkhypothese
verwendete Dimethoxyphthalat- sowie der aus Verbindung 127 abgeleitet Tryptophan-
Rest verwendet. Auf diese Weise wurden zwei Substanzbibliotheken mit Dimethoxy-
phthalat-Monoestern bzw. -Monoamiden und zwei Bibliotheken mit Tryptophan-Harn-
stoffen bzw. -Carbamaten als Grundstrukturen generiert. Jede dieser vier Substanz-

bibliotheken umfasste ca. 300.000 virtuell generierte Liganden.

Alle Bibliotheken wurden anschliel3end einem virtuellen Hochdurchsatz-Screening un-
terzogen und die bestbewerteten Kandidaten anschlieRend mittels Glide-Docking zu-
nachst im SP- und anschlieRend im XP-Modus auf die Mg-Bindestelle gedockt. Die
Top Hits aus diesen Dockinglaufen erzielten dabei bemerkenswerte Dockingscores
zwischen -12.0 und -13.7 kcal/mol (Abb. 47a) und zeigten damit Bindungsaffinitaten
im Bereich der besten pentacyclischen Triterpen-Derivate. Die reprasentative Verbin-
dung 135 offenbarte einen Bindungsmodus, der in bemerkenswerter Weise dem der
pentacyclischen Triterpene ahnelt: Es bildet sich erneut ein oktaedrisch koordinierter
Komplex mit Mg?* und GppNHP aus sowie eine charakteristische Wechselwirkung mit
Met726 der SOSRem-Domane (Abb. 47b). Die strukturelle Uberlagerung samtlicher
Top-Hits ergab eine weitgehend identische Orientierung innerhalb der Bindetasche bei
hoher Konformationsdeckungsgleichheit.
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Abbildung 47: Docking Ergebnisse aus den Dockingldufen mit den (iber Enumeration generierten Substanzbiblio-
theken. a) Strukturen der Top-Hits aus allen vier Dockingldufen. b) Lage von Verbindung 135 in der Bindetasche.
¢) Uberlagerung aller Top-Verbindungen (135-143). Orange Kohlenstoffe: Verbindungen aus den Dimethoxyphtha-
lat-Bibliotheken; graue Kohlenstoffe: Verbindungen aus den Tryptophan-Bibliotheken.

Zur Validierung dieser Dockingergebnisse wurden exemplarisch die Verbindung 135
als Vertreter der Dimethoxyphthalat-Derivate und Verbindung 143 als Beispiel fur die
Tryptophan-Harnstoff-Derivate jeweils einer 300 ns umfassenden Molekuldynamik-Si-
mulation unterzogen. Aus den resultierenden Trajektorien, bestehend aus insgesamt
600 Einzelkonfigurationen, wurden 300 reprasentative Frames flr nachfolgende
MM/GBSA-Berechnung ausgewahlt.

Die Ergebnisse der MM/GBSA-Berechnung zeichnen zunachst ein erntchterndes Bild.
Bei der Auftragung der freien Bindungsenergie Uber die Simulationszeit zeigen sich
zwei Uber den gesamten Simulationszeitraum hinweg stabile Cluster. Der erste, Uber
ca 200 ns persitierende Cluster weist unguinstige Bindungsenergien zwischen 0 und
40 kcal/mol auf. Demgegenuber bildet sich in den letzten 100 ns ein zweiter, energe-
tisch etwas glnstigerer Cluster mit AGoina-Werten zwischen 0 und -34 kcal/mol (Abb.
47a).

Diese Ergebnisse erscheinen bemerkenswert, da die berechneten Bindungsenergien
deutlich geringer ausfallen, als es die in den urspringlichen in silico-Dockingstudien

erzielten sehr guten Dockingscores erwarten lie3en. Fur Verbindung 135 zeigt sich im
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Verlauf der Simulation eine stetige Verbesserung der Bindungsenergien, sodass ge-

gen Ende der Trajektorie zunehmend glnstigere Werte erreicht werden (Abb. 48a).
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Abbildung 48: Ergebnisse der Molekiildynamik-Simulation von Verbindung 135 in der Mg-Bindetasche. a) Graphi-
sche Darstellung der Bindungsenergien (iber den Verlauf der 300 ns dauernden MD-Simulation. b) Bindungspose
fiir die glinstigste Bindungsenergie der MD-Simulation von Verbindung 135. graue Oberfldche: SOS; dunkelgraue
Oberflache: KRas®°; orange Kohlenstoffatome: Verbindung 135.

Die Analyse der energetisch gunstigsten Bindepose von Verbindung 135 zeigt Uberra-
schend, dass das Dimethoxyphthalat kein oktaedrisch koordiniertes Chelat zum zen-
tralen Mg?*-lon ausbildet, sondern dieses lediglich tiber die Carbons&ure-Funktion ko-
ordiniert wird. Das Ausbleiben der zweizahnigen Koordination durfte maflgeblich zur
insgesamt geringen Bindungsaffinitat beitragen, da ein Chelat-Komplex eine deutlich
starkere Stabilisierung der Metallbindung vermitteln wirde. Dennoch positioniert sich
Verbindung 135 in der Bindefurche zwischen der SOS1-Oberflache und Tyr64 von
KRas?'"° wodurch die Stabilisierung der aktiven SOS-Konformation blockiert wird (Abb.
48b). Ein auf diese Pose durchgefuhrtes Glide-Docking der Konformation mit
AGrbing = -33.9 kcal/mol ergab einen Dockingscore von -8.2 kcal/mol, der sich damit

deutlich unter dem urspriinglichen Wert von -12.8 kcal/mol befindet.

Zur besseren Einordnung dieser Ergebnisse wurde die Benchmark-Verbindung
MRTX-1133 (29) in ihrer Bindetasche einer MD-Simulation Gber 300 ns unterzogen.
Auch hier wurden aus den resultierenden Trajektorien mit insgesamt 600 Einzelkonfi-

gurationen, 300 reprasentative Frames einer nachfolgenden MM/GBSA-Berechnung
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unterzogen. Auch fur diesen hochpotenten Ras-Inhibitor, der den GDP/GTP-Aus-
tausch im pikomolaren Bereich inhibiert, resultierten geringere Bindungsaffinitaten als
zu erwarten waren. Die AGuing-Werte lagen Uberwiegend im Bereich von -65 und
-85 kcal/mol und damit zwar klar im Bereich starker Affinitaten, jedoch energetisch
deutlich ungunstiger als es fur einen derart potenten Inhibitor zu erwarten ware (Abb.
49). Das erneute Glide-Docking der stabilsten MD-Konformation ergab einem Docking-
score von -8.0 kcal/mol einen Wert, welcher deutlich schwacher als der urspriinglich
berechnete Wert von -11.4 kcal/mol ist (vgl. Kap: 3.4.1, Abb. 3).
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Abbildung 49: Graphische Darstellung der Bindungsenergien Uiber die gesamte Simulationszeit der MD-Simulation
flir MRTX-1133 (29) in der S Il Bindetasche sowie der Struktur mit dem glinstigsten AG-Wert und dem dazugehé-
rigen Dockingscore.

Diese Befunde zeigen, dass die durch MD-Simulationen ermittelten Bindungsenergien
selbst fur hochaffine Referenzinhibitoren wie MRTX-1133 (29) systematisch schwa-
cher ausfallen kénnen, als anhand der vorrangegangenen Dockingstudien zu erwarten
war. Bemerkenswerterweise liegt der rekalkulierte Dockingscore von Verbindung 135
(-8.2 kcal/mol) im gleichen Bereich wie der fur MRTX-1133 (29) nach der MD-Simula-
tion. Somit I&sst sich aus den energetischen Parametern allein kein Rickschluss auf
mangelnde Wirksamkeit von Verbindung 135 ziehen. Vielmehr legt der Vergleich nahe,
dass dieses Derivat — analog zu MRTX-1133 — eine spezifische, dynamisch bevor-
zugte Bindekonformation einnehmen muss, damit seine inhibitorische Wirkung voll-

standig zur Geltung kommt.

101



3. Ergebnisse und Diskussion

Die Molekildynamik-Simulation von Verbindung 143 in der Mg?*-Bindetasche zeigt ein
abweichendes Verhalten im Vergleich zu Verbindung 135. Zwar lagen auch hier die
berechneten Bindungsenergien Uberwiegend im schwachen Bereich, jedoch formierte
sich ein Uber den gesamten Simulationsraum stabiler Cluster, der — abgesehen von
wenigen Ausrei3ern — im Bereich von +10 bis -20 kcal/mol verblieb. Wahrend somit
der energetisch gunstigste AGoina-Wert weniger ausgepragt ist als bei Verbindung 135,
weisen die Energien Uber den gesamten Verlauf eine deutlich héhere Konsistenz auf
(Abb. 50a).

Die Analyse der energetisch bevorzugten Bindepose offenbart, dass auch Verbindung
143 keine oktaedrische Koordination des Mg?*-lons ausbildet, was die insgesamt
schwachen Bindungsenergien erklart. Im Unterschied zu Verbindung 135 koordinieren
jedoch beide Sauerstoffatome der Carboxyfunktion an das Mg?*-Kation. Diese zwei-
zahnige, wenn auch nicht chelatisierende Koordination konnte, die beobachtete kon-
sistenteren und im Mittel stabileren AG-Werte im Vergleich zum Derivat 135 erklaren
(Abb. 50b).
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Abbildung 50: Darstellung der Ergebnisse der MD-Simulation fiir Verbindung 143. a) Graphische Darstellung der
Bindungsenergien aus den MM/GBSA-Rechnung liber den gesamten Simulationszeitraum. B) Pose von Verbin-
dung 143 in der Mg-Bindetasche mit der glinstigsten Bindungsenergie von -19.0 kcal/mol. graue Oberflache: SOS;
dunkelgraue Oberfliche: KRas?°; orange Kohlenstoffatome: Verbindung 143.

Bemerkenswert ist, dass das nachfolgende Glide-Docking auf die gunstigste Binde-
pose im Gegensatz zu Verbindung 135 und MRTX-1133 (29) zu einer Verbesserung
des Dockingscores fihrte. Fur das Tryptophan-Harnstoff-Derivat 143 wurde nach der
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MD-Simulation ein Dockingscore von -14.0 kcal/mol erzielt (Abb. 50). Dieser Wert liegt
somit Uber dem Score von GDP jedoch nach wie vor unter dem Wert des nicht-hydro-
lysierbaren GTP-Analogons GppNHP (vgl. Kap. 3.4.4, Abb. 33b).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die identifizierten Leitstrukturen einen aussichts-
reichen Ausgangspunkt fur die Weiterentwicklung darstellen. Im Gegensatz zu den
pentacyclischen Triterpenen weisen die neu charakterisierten Verbindungen eine er-
hohte strukturelle Flexibilitat sowie ein erweitertes Spektrum polarer funktioneller
Gruppen auf. Dadurch ergibt sich ein erheblich groferes Potenzial zur Optimierung
pharmakologischer Eigenschaften und Selektivitat. Sie bilden zudem eine vielverspre-

chende Grundlage fir zukinftige Rational-Design-Strategien.

Die Ergebnisse Molekildynamik-Simulationen deuten darauf hin, dass insbesondere
Tryptophan-Harnstoff-Derivat das grof3te Potenzial zur Inhibition der Stabilisierung der

aktiven SOS-Konformation besitzt.
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3.5 Bicyclische Diterpene als vereinfachte Analoga von Betulinsaure?

Ein zentrales Strukturmerkmal pentacyclischer Triterpene ist ihr sterisch anspruchs-
volles und rigide aufgebautes Kohlenwasserstoffgertst. Diese ausgepragte Mole-
kulstarrheit verleiht den Verbindungen zwar eine bemerkenswerte thermodynamische
Stabilitat, fihrt jedoch zugleich zu einer mangelhaften konformativen Anpassung an

eine Bindestelle.

3.5.1 Andrographolid als Leitstruktur?

Ein erster Ansatz zur Uberwindung dieser Limitierungen bestand in der gezielten Spal-
tung der zentralen Doppelbindung innerhalb des pentacyclischen Ringsystems der Ur-
solsaure. Diese Herangehensweise war chemisch jedoch nicht erfolgreich (vgl. Kap.
3.3.2, Tab. 3), weshalb im weiteren Verlauf alternative Strategien verfolgt wurden, die
auf eine strukturelle Vereinfachung sowie eine Erhéhung der molekularen Flexibilitat
abzielten. Als zweiter Ansatz wurde daher die Untersuchung bicyclischer Diterpene als
strukturell vereinfachter Analoga von Betulinsaure und verwandten pentacyclischen

Triterpenen in Betracht gezogen.

In diesem Zusammenhang ruckte insbesondere das bicyclische Labdan-Derivat
Andrographolid (144) in den Fokus. Dieses Naturprodukt verfligt zusatzlich Uber eine
terminale Laktonfunktion und ist in der Literatur als substrat-kompetitiver Inhibitor der
Glykogen-Synthase-Kinase 3B (GSK-3B) beschrieben.B8319 Dariiber hinaus wurde
gezeigt, dass Andrographolid (144) mit verschiedenen molekularen Zielstrukturen in-
teragiert, unter anderem durch kovalente Modifikationen von Proteinen wie NF-kB oder

Aktin_[318,320]

Auch in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten biologischen Assays zeigte
Andrographolid (144) eine ausgepragte inhibitorische Wirksamkeit. Im GDP/GTP-Aus-
tauschassay wurden ICso-Werte im unteren mikromolaren Bereich bestimmt, wenn-
gleich eine funffach hohere Affinitat gegeniiber KRas4BWT im Vergleich zu KRas4B¢12P
beobachtet wurde. Daruber hinaus erwies sich die Verbindung im zellularen Viabili-
tatssassay (CellTiter-Glo) als wirksam: Sowohl in KRas-mutierten Zelllinien als auch
in einer BRAF-mutierten KRas"'-Zelllinie wurden ICso-Werte zwischen 3.18 uM und
10.1 uM bestimmt (Tab. 16), was auf eine breit gefacherte zellulare Aktivitat schliel3en

|asst.
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Tabelle 16: Biologische Daten fiir das bereits als Wirkstoff bekannte Diterpen Andrographolid (143) aus dem
GDP/GTP-Austausch Assay und dem Cell Titer Glo Assay (ICso).

KRas(WT)- KRas(G12D)- CTG - NCI-

CTG SNU-1 CTG - H358 CTG - A375

Verbindung  s0S-GDP-Glo SOS-GDP-Glo H441 (G12V)
G12D) [uM G12C) [uM BRAF) [uM
[uM] [uM] ( ) [MM] [uM] ( ) [uM] ( ) [MM]
g;l::/( 4.77 +3.51 23.9+2.83 3.8* 10.1* 10.1* 7.51*

L H
“~oH

144

* Einzelmessung

Wie bereits anhand der A375-Zelllinie gezeigt werden konnte, besitzt Andrographolid
auch fur nicht Ras-induzierte Zellen eine gleichwertige Wirkung. Diese unspezifische
zellulare Wirksamkeit wurde zudem in mehreren weiteren Zelllinien beschrieben.21-
324] Trotz dieser breiten, nicht selektiven ausgepragten Wirkweise erschien es sinnvoll,
auf Basis stark vereinfachter bicyclischer Analoga systematische Struktur-Wirkungs-

Beziehungen zu erarbeiten.

3.5.2 Synthese eines bicyclischen Diterpens

Als Ausgangspunkt fur diese Substanzreihe sollte das Diterpen 149 Uber eine litera-
turbekannte, vierstufige Syntheseroute ausgehend von Farnesol (145) synthetisiert
werden (Schema 18). Die ersten drei Schritte der Synthese folgten der von HANZLIK ET
AL beschriebenen Strategie zur selektiven Epoxidierung der terminalen Doppelbindung

von Farnesol.[325]

Zunachst wurde die primare Hydroxyfunktion von Farnesol (145) durch Umsetzung mit
Essigsaureanhydrid in Pyridin unter milden Bedingungen in das entsprechende Acetat
146 Uberfuhrt (Ausbeute: 81%). Die zweite Stufe umfasste eine regioselektive Hydro-
xybromierung mittels N-Bromsuccinimid (NBS) in tert-Butanol/Wasser, aus der das ge-
wunschte Farnesylbromohydrin 147 in 34% Ausbeute erhalten wurde. Dieses wurde
anschlieRend mit einem Uberschuss an Kaliumcarbonat in Methanol mit einer Aus-
beute von 88% zum entsprechenden Epoxid 148 umgesetzt (Schema 18). Die analyti-
schen Daten bestéatigten die Bildung des terminalen Epoxids in Ubereinstimmung mit

den von HANZLIK berichteten Analytikdaten.[32°]
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Y XY Y
OH (o] o (0]
N ™ N N
I a) | b) I c | J)
S —I I —> . — ) —>-
145

146 147 148
81% 34% 88%

Schema 18: Syntheseschema fiir die Synthese des bicyclischen Diterpens 149. a) Pyridin, Ac20, Rt; b) NBS,
tBuOH, H20, 0 °C—Rt; ¢) 1. K2CO3, MeOH, Rt; 2. Acz20, Pyridin, Rt; d) 1. Cp2TiCl2, Mn, 2,4,6-Collidin, Me3SiCl,
THF 2. TBAF, THF.

Im abschliefenden Schritt der Synthese wurde eine Titanocen-katalysierte radikali-
sche Zyklisierung nach dem Protokoll von JusTiCIA ET AL. durchgefiihrt.226! Hierzu
wurde Titanocendichlorid (Cp,TiCl,) durch Reduktion mit Manganspanen unter Bil-
dung von MnCl, in die reaktive Titanocen(lll)-Radikalspezies Uberfuhrt. Diese greift
sowohl den Epoxidsauerstoff als auch die verbleibenden Doppelbindungen von 148
an und initiiert eine radikalische Kaskade, die in das zweifach titanocen-substituierte
Zwischenprodukt VIII miandet. Unter Eliminierung von Cp,Ti(Cl)H entsteht anschlie-

Rend das terminale Alken IX.

Das eingesetzte Reagenzgemisch aus Trimethylsilylchlorid (Me3SiCl) und Collidin er-
fullt dabei eine doppelte Funktion: Zum einen wird der Titanocenether IX in den ent-
sprechenden Silylether XII Gberfuhrt, zum anderen ermdéglicht es die Regeneration des
aktiven Cp,TiCl,-Katalysators aus Cp,Ti(Cl)H (Schema 19).1326]

Y Y

MnCl,
(o] o

Cp,TiCl, N OAc
uNF + Collidin Me;SiH 2CpTiCl® ~
. ‘ . | + Collidin I
% e3Si o,
o H o H M. SiClIColl Ohe Me,SiCl/Coll. _oAc
149 Xl eSiCliColl: Cp,Ti(CHH 1 148
‘\L " Ti(Cl)Cp,
Ti(Cl !
Cp.Ti(C)O %, H Cp,Ti(CI)O

v
“, H
IX AR/

Cp,TiCl, Mn

Schema 19: Schematische Darstellung des von JUSTICIA ET AL. postulierten Reaktionsmechanismus fiir die Ti-
tanocen-katalysierte Zyklisierung von Epoxyfarnesol (148).13261

Die Aufarbeitung und Isolierung des Zielprodukts erwiesen sich jedoch als erhebliche
Herausforderung. Im Verlauf der radikalischen Zyklisierung entstand eine Vielzahl an
Nebenprodukten mit gleicher bzw. sehr ahnlicher Molekllmasse zu dem Zielprodukt,
wie durch HPLC-MS-Analysen bestatigt wurde. Die strukturelle und physikochemische
Ahnlichkeit verhinderte eine effektive chromatographische Trennung. Weder die S&u-
lenchromatographie auf Kieselgel, noch Reversed-Phase-Trennungen oder prapara-

tive Dunnschichtchromatographie flihrten zu einer zufriedenstellenden Isolierung des
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gewunschten Produkts, obwohl dessen Molekilmasse mittels HPLC-MS identifiziert

wurde.

Die Entstehung der im Rahmen der Titanocen-vermittelten radikalischen Zyklisierung
beobachteten Nebenprodukte lasst sich mechanistisch schlussig durch die zugrunde
liegende Kettenreaktion erklaren. Aufgrund der hohen Reaktivitat des Titanocen(lll)-
Radikals besteht wahrend des gesamten Zyklisierungsprozesses die Moglichkeit einer
Wechselwirkung mit unterschiedlichen Zwischenstufen der Polyen-Kette, wodurch
konkurrierende Reaktionspfade initiiert und unerwtnschte Kettenabbriche hervorge-
rufen werden kénnen. Diese Nebenreaktionen wurden von JUSTICIA ET AL. bereits bei
Anwesenheit geringster Wassermengen wahrend der Reaktionsflihrung beschrieben.
Ihr Auftreten fuhrte zu erheblichen Schwierigkeiten bei der Aufreinigung des Zielpro-

dukts und ging zugleich mit einer signifikanten Verringerung der isolierten Ausbeute

einher (Schema 20).1326]
6-endo trig
3 6-endo trig
Cp,Ti(C1)O Cp,Ti(C1)O A
VIl

v
[szTicn‘¢ [Cp,TiCl] * [Cp.TiCl] *

Ti(CI)Cp, 0 T
] Cp,Ti(CI)O - Cp,Ti(CI)O i X
Cp,Ti(C)O oGP, v :
I *(schneller als a) + OAc

+ * OAc
a,
1 ’gs/ Cp,Ti(CN)O

Exact Mass: 280,20
Exact Mass 280,20

Cp,Ticl’

OAc

HO' =
H

Exact Mass: 280,20
149

a) [Cp,Ti(CI)H] Eliminierung unter wasserfreien Bedingungen; b) saures Exact Mass: 282,22
Quenchen der Reaktion Xl

Schema 20: Schematische Darstellung der von JUSTICIA ET AL. identifizierten und publizierten méglichen radikali-
schen Nebenreaktionen wéhrend der Titanocen-katalysierten Zyklisierung von Epoxyfarnesol (147) zu dem Diter-
pen 148.1326

Durch die Durchfuihrung der Reaktion unter strikt wasserfreien Bedingungen gelang es
JUSTICIA ET AL., die Bildung der beschriebenen Nebenprodukte weitgehend zu unter-
driicken und zugleich die Ausbeute des Zielprodukts signifikant zu steigern.[321 Die im

Rahmen dieser Arbeit beobachteten Nebenprodukte der Zyklisierungsreaktion sind da-
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her plausibel auf Spuren von Wasser zuruckzufuhren, die trotz sorgfaltiger Arbeits-
weise nicht vollstandig ausgeschlossen werden konnten. Eine konsequente Reakti-
onsfuhrung in einer Glove-Box — beginnend mit dem Abwiegen der Edukte bis hin zur
vollstandigen Durchfuhrung der Umsetzung — war unter den gegebenen Maoglichkeiten

jedoch nicht realisierbar.

Die experimentelle Evaluierung alternativer Zyklisierungsbedingungen, etwa unter
Verwendung von ZrCls, FeCl3*6H20 oder der Supersaure HSO3F-SO2FCl, konnte aus
zeitlichen Griinden nicht mehr umgesetzt werden.?7:3281 Aufgrund dieser Faktoren

wurde dieses Teilprojekt nicht erfolgreich zum Abschluss gebracht.
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4. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue KRas4B-Inhibitoren auf der Basis von
pentacyclischen Triterpenen zu identifizieren. Diese neuen Leitstrukturen fur die
Entwicklung von Ras-Inhibitoren wurden zuganglich gemacht, indem die

Naturstoffgeruste gezielt chemisch modifiziert wurden.

Als Ausgangsverbindungen dienten die natlrlich vorkommenden Grundgeriste
Betulin und Betulinsdure (Lupane) sowie Oleanol- und Ursolsaure (Oleane bzw.
Ursane). Diese wurden durch klassische Funktionalisierungsstrategien — darunter
Acylierungen, Ester- und Amidkupplungen sowie Oxidationen — gezielt modifiziert.
Weitere Derivatisierungen erfolgten uber die EinfUhrung von
Dicarbonsaureanhydriden, Hydroxamsauren, Tetrazolen und Heteroarylsubstituenten

an den Alkohol- und Carbonsaurefunktionen.

Durch diese Ansatze gelang die Erstellung einer Bibliothek sowohl literaturbekannter
als auch bislang unbeschriebener Derivate. Besonders hervorzuheben ist die
Einfuhrung verschieden substituierter Phthalatgruppen in Position 3, die sich in
nachfolgenden biologischen Assays als strukturmodulierende Schlisselvariation
erwies. Bisher waren lediglich unsubtituierte Phthalatester pentacyclischer Triterpene
mit einer allgemeinen zytotoxischen Wirkung beschrieben.[?57:329 Die systematische
Variation der drei GrundgeruUsttypen bildete die Grundlage fur eine differenzierte
Struktur—Wirkungs-Analyse und ermdglichte die gezielte Untersuchung bioisosterer

Konzepte zur Optimierung potenzieller Proteininteraktionen.

J
‘ene ?M oa e Dﬁ ‘eoe o

Bevirimat
123
Nukleotid- 1C5o(WT)=2.15 uM IC50(WT) 69 2 uM IC50(WT) 1 .01 uM IC50(WT)= 1 18 uM
Austausch:IC5,(G12D)= 0.59 uM IC5¢(G12D)= 6.80 uM IC5¢(G12D)= 0.71 uM IC50(G12D)= 0.66 uM
IC50(G12V)= 0.61 uM IC5¢(G12V)=3.19 uM IC5¢(G12V)=1.37 uM IC50(G12V)= 2.71 uM

Abbildung 51: Strukturen und ICso-Werte der potentesten Verbindungen im GDP/GTP-Austauschassay.

Die synthetisierten Derivate wurden in einer Reihe biologischer Assays hinsichtlich
ihrer Aktivitat als potenzielle KRas4B-Inhibitoren untersucht. Im primaren GDP/GTP-
Austauschassay zeigte sich, dass insbesondere Dimethoxyphthalat- und
Difluorphthalat-Substituenten in Position 3 eine signifikante Steigerung der Aktivitat

bewirkten. Die ICso-Werte der besten Verbindungen lagen im niedrigen mikromolaren
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Bereich. Einige Verbindungen wie Bevirimat (123) oder die Betulin-Derivate 58, 60 und
62 erreichten sogar Werte bis in den nanomolaren Bereich gegen die G12D-Mutante.
Bemerkenswerterweise inhibierten diese Verbindungen auch die klinisch relevante
G12V-Mutante — die aufgrund ihrer unreaktiven Seitenkette besonders schwierig zu
adressieren ist — mit ICso-Werten im niedrigen Mikromolarbereich (~1-3 uM) (Abb. 51).

Die SAR-Analysen belegten ebenfalls die essenzielle Rolle der Carboxygruppe in
Position 28 sowie der Hydroxygruppe in Position 3. Deren Maskierung durch
Veresterung oder Reduktion fuhrte durchweg zum Verlust der Aktivitat.

Vertiefende Analysen mittels NanoBRET-, HTRF- und SPR-Assays zeigten, dass die
Triterpen-Derivate den GDP/GTP-Austausch an KRas4B hemmen, jedoch nicht Gber
die direkte Destabilisierung der KRas4B:SOS-Interaktion. Zudem unterdriickten die
Derivate die Akt-Phosphorylierung in KRas®'?P-mutierten Zelllinien signifikant wahrend
die KRas"'-Zelllinie unbeeinflusst blieb — ein Nachweis einer selektiven Modulation
der Ras-PI3K-PDK1-Akt-Kaskade.

Zur Aufklarung der molekularen Bindungsmodi wurden zunachst umfangreiche
Docking-Studien durchgefuhrt. Hierbei kristallisierte sich schnell heraus, dass die
Derivate pentacyclischer Triterpene aufgrund ihr grof3en, wenig flexiblen sowie eher
unpolaren Struktur nicht in der Lage sind in die klassischen, literatur bekannten
Bindestellen sowohl an Ras als auch an SOS zu binden.

Abbildung 52: Lage des Dimethoxyphthalat-Oleanolsdure-Derivats 97 in der Mg-Bindestelle. Gut zu sehen ist wie
Verbindung 97 die Wechselwirkungen zwischen der SOS1-Oberfldche und Tyr64 von KRas?" unterbricht. graue
Oberfldche: SOS1; dunkelgraue Oberflache: KRas?°; orange Kohlenstoffatome: Oleanolséure-Derivat 97.

Als Schlussfolgerung daraus wurden anschlieend die Interaktionsflachen zwischen
SOS1 und KRas naher untersucht. An der KRas4Bket:SOS-Protein-Protein-
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Grenzflache wurden mit den Dimethoxyphthalat-Derivaten von Oleanolsaure (97) und
Betulinsaure (119) erstmals glinstigere Dockingscores von -5.4 bis -6.9 kcal/mol erzielt

werden.

Diese Ergebnisse konnten an der KRas4B?'°:SOS-Bindetasche noch einmal deutlich
gesteigert werden. Hier erreichten die Dimethoxyphthalat-Derivate Dockingscores von
bis zu -12.2 kcal/mol (84), womit sie in den Bereich hochpotenter niedermolekularer

Inhibitoren vordringen.

Die Interaktion erfolgte insbesondere Uber Reste der SOS-Rem-Domane (Met726,
Lys727, Lys728), wobei insbesondere die Chelatisierung des Mg?*-lons durch den
Phthalsaure-Rest eine zentrale Rolle in der Wirkhypothese einnimmt. Die
inhibitorische Wirkung der pentacyclischen Triterpene ist dabei auf die Stérung der
Interaktion des Tyr64 von KRas2'® mit der SOS1-Oberflache zurlickzufiihren. Die
Wechselwirkung von Tyr64 mit der SOS-Oberflache ist malgeblich fur die

Stabilisierung einer katalytisch aktiven SOS-Konformation verantwortlich (Abb. 52).

N
- ¢
~ ne
(o]
F 135 143
DS: -12.8 DS: -13.4

Abbildung 53: Pose des, durch das Enumeration-Tool von Schrédinger generierten, potenziellen Inhibitors 135 in
der neu entdeckten Bindetasche sowie die Strukturen und Dockingscore des Top-Hits aus der Enamine Hit Locator
Library (127) und der Top Verbindungen aus der Reihe der generierten Dimethoxyphthalat-Derivate (135) und der
Tryptophan-Harnstoff-Derivate (143).

Aufbauend auf der hier entwickelten Wirkhypothese erfolgten virtuelle Hochdurchsatz-
Screenings mit ca. 2 millionen Verbindungen, deren Ziel die Identifizierung von drug-
like Leitstrukturen mit erhohter Flexibilitat und optimierten pharmakokinetischen
Eigenschaften war. Die besten Ergebnisse dieser Screenings wurden mit weiteren in
silico-Methoden tiefergehend untersucht. Diese Studien lieferten unteranderem die
drei in Abbildung 53 gezeigten Verbindungen 127, 135 und 143 mit Dockingscores die
mindestens so potent wie die der besten Derivate pentacyclischer Triterpene waren
(Abb. 53).
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5.1 Computerchemische Methoden

5.1.1 In silico Docking

Samtliche Berechnungen wurden unter Verwendung der Molecular Modeling Software
Maestro (Version 11.5, Schrodinger LLC) durchgefuhrt. Fur die in silico-Dockingstu-
dien erfolgte die Ligandenvorbereitung mithilfe des LigPrep-Moduls. Die Protonie-
rungszustande sowie mogliche Tautomere der Liganden wurden unter Berucksichti-

gung eines pH-Werts von + 2 mit dem Programm Epik berechnet.

Die Rohdaten der Proteinstrukturen, basierend auf den PDB-Kristallstrukturdaten, wur-
den mit dem Protein Preparation Wizard fur in silico-Dockingstudien optimiert. Feh-
lende Aminosaureseitenketten und Loops wurden dabei unter Einsatz des Moduls
Prime erganzt. Die Optimierung von Protonierungs- und Tautomerisierungszustanden
erfolgte ebenfalls mittels Epik, hierbei wurde ein pH-Wert-Fenster von * 1 bertcksich-
tigt. Nach Entfernung aller Wassermolekiile, die sich in einer Distanz von mehr als 5 A
von schweren Atomen befanden, wurde das Protein mit einer Energieberechnung un-
ter Anwendung des OPLS2005-Kraftfelds bis zu einer RMSD-Konvergenz von + 0,3 A
minimiert.

Fir die anschlieRenden in silico-Dockingstudien kam das Glide-Modul (SP-Modus,
standart precision; XP-Modus, extra precision) aus der Schrodinger-Modelingsuite

(Version 2018) unter Verwendung der Standardeinstellungen zum Einsatz.

5.1.2 MM-GBSA-Berechnungen

Die MM-GBSA-Berechnungen wurden unter Verwendung des Moduls Prime, Bestand-
teil der Schrodinger-Modelingssuite (Version 2018), durchgeflhrt. Im ersten Schritt
wurde ein Ensemble energetisch beglnstigter Konformere des jeweiligen Liganden
generiert. Hierzu kam eine kombinierte Torsional | low mode sampling Methode mittels
der conformational search Funktion (CSearch) des Macromodel-Moduls zum Einsatz

(Standardparameter, maximale Schrittzahl: 100).

Im Rahmen dieser Konformationssuche wurden jeweils zwischen 60 und 90 verschie-
dene Konformere identifiziert. Diese wurden anschliel’end durch Superposition im ak-

tiven Zentrum der Zielstruktur vororientiert.
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Far samtliche MM-GBSA-Berechnungen galten die folgenden Randbedingungen: als
Solvatisierungsmodell wurde VSGB verwendet; als Kraftfeld kam OPLS2005 zur An-
wendung; eine Flexibilitat des Proteinrickgrats wurde nicht berlcksichtigt (Protein-Fle-
xibilitat: 0 A).

5.1.3 Molekulardynamik-Simulation

Die Molekulardynamik-Simulation (MD) der Verbindung 90 wurde unter Verwendung
des Simulationsmoduls Desmond, Bestandteil der Schrodinger Molecular Mode-
lingsuite, durchgefuhrt. Die Simulationsbedingungen gestalteten sich wie folgt: als Ge-
ometrie des Simulationskastens wurde eine orthorhombische Box gewahlt; als Sol-
vensmodell kam SPC (Simple Point Charge) zur Anwendung; das umgebende Medium
bestand aus einer 0.15 M NaCl-Lésung. Die Gesamtsimulationsdauer betrug 500 Na-
nosekunden, wobei die Trajektorien in Intervallen von 250 Pikosekunden aufgezeich-
net wurden. Die Temperatur wurde konstant bei 300 K und der Druck bei 1.01325 bar

gehalten.

Fur die MD-Simulationen der Verbindungen 135, 143 und MRTX-1133 (29) galten die-
selben Bedingungen, jedoch betrug die Simulationsdauer 300 ns, wobei die Trajekto-

rien in Intervallen von 500 pikosekunden aufgezeichnet wurden.

5.2 Biologische Assays

5.2.1 Nukleotid Austausch Assay

Inaktives, GDP-gebundenes KRas-Protein wurde mit SOS1 und GTP inkubiert. Im Ver-
lauf dieser Reaktion wird KRas in seinen aktiven, GTP-gebundenen Zustand tberflhrt,
wobei GDP freigesetzt wird. Das gebundene GTP wird auch in Abwesenheit des ent-
sprechenden GAP-Proteins (GTPase-aktivierendes Protein) hydrolysiert, wodurch er-
neut GDP entsteht.

Zur Quantifizierung des freigesetzten GDP wurde der GDP GloBioluminescent GDP
Detection Assay fur Glycosyltransferasen (Promega, Madison, WI, USA) verwendet.
In diesem Assay wird GDP in ATP umgewandelt, das anschlieRend Uber eine Luci-
ferase/Luciferin-vermittelte Reaktion detektiert wird. Das entstehende Lumineszenz-
signal wurde mit einem geeigneten microplate reader gemessen. Der Assay wurde
sowohl fur Wildtyp-KRas als auch fur die Mutanten G12D und G12V etabliert.
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FUr jede Probe wurden 5 pl einer KRas-Arbeitslosung in Assay-Puffer (50 mM HEPES,
pH=7.5; 4 mM MgCl,; 2 mM EGTA; 0.01% Brij35; 1 mM TCEP) in eine geeignete
microplate (z.B. Greiner #784075) pipettiert. AnschlieRend wurde die Prifsubstanz
mithilfe eines Echo-Akustikdispensers (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) in einer
Konzentrationsreihe von 3000 uM bis 3 uM (achtstufige Verdinnungsreihe) zugege-
ben. Nach Zugabe von 5 ul eines SOS1-GTP-Gemisches im Assay-Puffer wurde die
Reaktionsmischung Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 10 pl
des GDP-Nachweisreagenzes hinzugefigt. Nach einer weiteren Inkubation bei Raum-
temperatur Uber eine Stunde wurde das Lumineszenzsignal mit einem EnVision-
Spektrophotometer (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) erfasst. Die Berechnung der
ICs0-Werte erfolgte aus den sigmoiden Dosis-Wirkungskurven mithilfe der Software
Quattro Workflow (Quattro GmbH, Minchen, Deutschland).

Zur ldentifizierung von Substanzen, die unspezifisch mit dem Nukleotidaustausch-As-
say interferieren — das heilt unabhangig von KRas und SOS1 — wurde ein Kontrollas-
say entwickelt. Hierzu wurde GDP titriert und mit demselben GDP Glo™ Assay detek-
tiert, fur die Erzeugung eines Lumineszenzsignal vergleichbar mit dem positiven Kon-
trollwert des Nukleotidaustausch-Assays. Die zu testenden Substanzen wurden an-
schlielend im selben Konzentrationsbereich wie im Hauptassay auf mdgliche Interfe-

renzen gepruft.

Fir jede Probe wurden 10 pl einer GDP-Losung (Endkonzentration im Assay: 125 nM)
im oben genannten Assay-Puffer in eine geeignete microplate (z. B. Greiner #784075)
Uberfuhrt. Die Prufsubstanzen wurden erneut mithilfe eines Echo-Akustikdispensers
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) in einer Konzentrationsreihe von 3000 uM bis 3 uM
(achtstufige Verdinnung) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieend wurden 10 yl des GDP-Nachweisreagenzes
zugegeben. Nach einer weiteren Inkubation Uber eine Stunde bei Raumtemperatur
erfolgte die Messung des Lumineszenzsignals mit einem EnVision-Spektrophotome-
ter. Die 1Cso-Werte wurden wie zuvor beschrieben mit der Software Quattro Workflow

berechnet.
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5.2.2 CellTiter-Glo Assay

Der CellTiter-Glo Lumineszenz-Zellviabilitatsassay (Promega) ist ein homogenes Ver-
fahren zur Bestimmung der Vitalitat von Zellen in Zellkulturen, welches auf der Quan-
tifizierung von ATP basiert — einem Indikator fur metabolisch aktive Zellen. Pro Well
wurden 2.5 pl einer Zell-Suspension in einer Zelldichte pipettiert, die eine lineare Kor-
relation zwischen Zellanzahl und Signalintensitat gewahrleistet. Nach einer Inkubation
von 24 Stunden bei 37 °C in einer Atmosphare mit 5% CO, wurden die in DMSO ge-
I6sten Testverbindungen in verschiedenen Konzentrationen mithilfe der Echo Liquid
Handling Technologie zugegeben. Anschliefend wurden die Zellen fur 72 Stunden bei
37 °C und 5% CO, in befeuchteten Inkubationskammern weiter kultiviert. Als Positiv-
kontrolle dienten mit DMSO behandelte Zellen, wahrend mit 10 yM Staurosporin be-

handelte Zellen als Negativkontrollen herangezogen wurden.

Nach 5-72 Stunden Inkubationszeit wurde das CellTiter-Glo-Reagenz gemal} den Her-
stellerangaben (Promega Inc.) zubereitet. Vor der Messung wurden die Platten auf
Raumtemperatur aquilibriert. Das Reagenz-Medium-Gemisch wurde in aquivalentem
Volumen zum Zellmedium in jedes Well gegeben. Die Platten wurden bei etwa 300 rpm
fur zwei Minuten auf einem orbitalen Schattler bewegt und anschlieRend 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, zur Gewahrleistung der vollstandigen Stabilisierung des

Lumineszenzsignals.

Die Messung erfolgte mittels eines Victor Microplate Readers (PerkinElmer) mit einer
Integrationszeit von 200 ms. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der XLFit-Software
unter Anwendung der sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve (Fit 205) zur Bestimmung der

jeweiligen 1Cso-Werte.

Zur Qualitatssicherung wurde der sogenannte Z'-Faktor auf Grundlage von jeweils 16
Messwerten der positiven und negativen Kontrollen berechnet. AusschlieRlich Assays,
deren Z'-Faktor einen Wert von 2 0.5 aufwiesen, wurden fur die weiterfUhrende Aus-

wertung herangezogen.

5.2.3 HTRF Akt/Erk-Phosphorylierungs Assay

SNU-1-Zellen, die die KRas®'?P-Mutation (primares Karzinom des Magens) tragen,
wurden in RPMI-Medium kultiviert, erganzt mit 10% fetalem Rinderserum (FBS) und

1% L-Glutamin. Zur Durchfuhrung des Versuchs wurden die Zellen in weil3e 384-Well-

115



5. Experimentalteil

microplates mit kleinem Volumen (Greiner Bio-One GmbH) bei einer Dichte von
50.000 Zellen pro Well in 6 yl RPMI-Medium (serumfrei, mit 1% L-Glutamin) ausgesat.
Anschlief3end wurden die Platten fur drei Stunden in einen Inkubator mit hoher Luft-
feuchtigkeit (37 °C, 5% COz2, 90% relative Luftfeuchtigkeit) Uberfuhrt. Auf diese Weise

wurde einer Verdunstung des geringen Mediumvolumens vorgebeugt.

Die Behandlung der Zellen erfolgte mittels eines Echo520 Liquid Handling Systems.
Dabei wurde eine dreifache 8-Punkte-Serienverdinnung der Testsubstanzen mit einer
maximalen Endkonzentration von 330 uM und einem Endanteil von 1% DMSO auf die
Zellen aufgebracht. Nach Transfer der Substanzen wurden die Zellen fur eine Stunde
unter denselben Inkubationsbedingungen weiter inkubiert, bevor sie mit 3 ul einer 9 nM
EGF-Lésung in serumfreiem Medium behandelt wurden (entspricht einer Endkonzen-

tration von 3 nM EGF pro Well) und far 15 Minuten inkubiert wurden.

Zur Zelllyse wurde der Lysepuffer aus dem Phospho-Erk 1/2 (Thr202/Tyr204)- sowie
dem Total Erk 1/2 LANCE Ultra TR-FRET Cellular Detection Kit (PerkinElmer Inc.) auf
die vierfache Konzentration in Wasser verdunnt. AnschlieRend wurden 3 pl dieses Ly-
sepuffers pro Well zugegeben, gefolgt von einem Schutteln der Platten bei 300 rpm fur
30 Minuten bei Raumtemperatur. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde die Antikor-
per-Detektionslésung gemall den Herstellerangaben vorbereitet. Im abschlielienden
Schritt wurden 3 pl dieser Losung pro Well hinzugegeben. Die Platten wurden an-
schliefend mit aluminiumbeschichteter Klebefolie versiegelt und Uber Nacht bei
Raumtemperatur (20 Stunden) inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels eines EnVi-
sion 2104 Multilabel Readers.

5.2.4 NanoBRET Target Engagement Assay

Der NanoBRET Target Engagement (TE) Assay zur intrazellularen Bindungsanalyse
von Ras basiert auf der NanoBiT®-Technologie, einem strukturellen Komplementie-
rungssystem, das aus einer grof3en Luciferase-Untereinheit (LgBiT) und einem kom-
plementaren Peptid (SmBiT(q)) besteht. In diesem Assay werden in Zellen zwei Fusi-
onsproteine koexprimiert: eines aus LgBiT und full-length Ras sowie eines aus
SmBIiT(q) und ebenfalls full-length Ras. Kommt es zur Interaktion bzw. Multimerisie-
rung der Ras-Proteine, lagern sich LgBiT und SmBiT(q) raumlich aneinander und re-
konstituieren eine enzymatisch aktive Luciferase, die als BRET-Donor fungiert. Als Ak-

zeptor dient ein zellgangiger fluoreszenter NanoBRET-Tracer, der spezifisch an Ras
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bindet. Wird eine testweise eingesetzte Substanz durch Ras gebunden, verdrangt sie

den Tracer, was sich in einem dosisabhangigen Verlust des BRET-Signals aul3ert.

Zur Durchfuhrung des Assays wurden HEK293T-Zellen mit den Fusionsvektoren
LgBiT-KRas4B®€'?P und SmBiT-KRas4B¢'?P unter Anwendung des Standardprotokolls
fur das Mirus LT1 TransIT Transfection Reagent transfiziert. Es wurden 9 ul einer Zell-
I6sung mit 2.160 Zellen pro Well in geeignete Assayplatten (Greiner #784080) uber-
fuhrt und fur 24 Stunden bei 37 °C und 5% COz2 inkubiert. Die Testsubstanzen wurden
anschlielend in einem geeigneten Konzentrationsbereich (100 uM bis 0.025 yM; 8-
Punkte-Verdinnung) mittels eines akustischen Dispensers (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA) unter Verwendung der Echo Dose Response Software aufgebracht. Nach
einer Mischphase von einer Minute und 15-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde 1 pl des NanoBRET TE Ras Tracer 01 (Endkonzentration 1 uM) zugegeben,

gefolgt von einem weiteren Mischschritt.

Die Inkubation erfolgte anschlief3end fir 2 Stunden bei 37 °C und 5% CO,, gefolgt von
einer 15-minutigen Temperierung bei Raumtemperatur. Danach wurden 5 yl des Na-
noBRET™ Nano-Glo®-Substrats zugegeben und erneut gemischt. Nach einer Dunkel-
inkubation von 10-30 Minuten bei Raumtemperatur wurde das BRET-Signal bei Emis-
sionswellenlangen von 460 nm und 645 nm unter Verwendung eines EnVision
microplate readers (Revvity, Waltham, MA, USA) erfasst. Die ICso-Werte wurden an-
hand der sigmoiden Dosis-Wirkungskurven mit der Software Scigilian Analyze (Scigi-

lian, Montreal, Kanada) berechnet.

5.2.5 HTRF KRas"T:SOS Protein-Protein Interaktionsassay

Zur Evaluierung des Einflusses der Testsubstanzen auf die Interaktion zwischen KRas
(Wildtyp) und dem Son of Sevenless Homolog 1 (SOS1) wurde ein kommerziell erhalt-
licher HTRF-basierter Protein-Protein-Interaktionsassay (Produktcode: 64KRAS-
WTPEG, Revvity) verwendet. Der Assay beinhaltet markierte humane rekombinante
Proteine (KRas"" und SOS1) sowie fluoreszenzmarkierte Anti-Tag-Antikdrper zur De-
tektion mittels HTRF (Homogeneous Time-Resolved Fluorescence). In Abwesenheit
der Inhibitoren bindet GTP-beladenes KRas"T an SOS1, wobei die gleichzeitige Er-
kennung der beiden markierten Partner durch spezifische Antikrper einen messbaren

HTRF-Signaltransfer erzeugt. Bei Vorhandensein von Inhibitoren der KRas":SOS1-
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Interaktion oder GTP-Kompetitoren wird diese Bindung gestort, was sich in einer Re-

duktion des HTRF-Signals manifestiert.

FuUr jede Messung wurden zunachst 1.5 ul Assaypuffer und 3 pyl des Tag2-markierten
SOS1-Proteins in eine geeignete Mikrotestplatte (Corning #4513) pipettiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Zugabe der Testsubstanz in einem Konzentrationsbereich von 50 uM
bis 0.115 yM (8-Punkte-Serienverdunnung) mittels eines Echo-Akustik-Dispensers
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei
Raumtemperatur wurden 3 pl des Tag1-markierten KRas-Proteins zugegeben, gefolgt
von 7.5 yl eines Detektionsmixes, der Anti-Tag2-Antikorper, markiert mit Terbium-

Kryptat, sowie Anti-Tag1-Antikorper, markiert mit XL665, enthielt.

Nach einer weiteren Inkubation tUber 2 Stunden bei Raumtemperatur wurde das HTRF-
Signal mittels eines EnVision Mikroplattenlesegerats (Revvity, Waltham, MA, USA) bei
einer Anregungswellenlange von 340 nm sowie Emissionswellenldngen von 665 nm
und 615 nm detektiert. Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte durch nichtlineare Re-
gressionsanalyse der sigmoiden Dosis-Wirkungskurven unter Verwendung der Soft-

ware Scigilian Analyze (Scigilian, Montreal, Kanada).

5.3 Allgemeine Angaben zur Laborpraxis

5.3.1 Reagenzien, Losungsmittel und Laborgerate

In sdmtlichen im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten experimentellen Untersuchun-
gen wurden kommerziell erworbene Reagenzien verwendet, die von den folgenden
Anbietern bezogen wurden: Alfa Aesar, Thermo Fisher, Fisher Scientific, ABCR,
Sigma-Aldrich, TCIl, Chempur, VWR, Enamine sowie BLD. Sofern es die experimen-
tellen Anforderungen notwendig machten, wurden die eingesetzten Substanzen vor
ihrer Verwendung durch geeignete Reinigungsverfahren wie Kristallisation, Destillation
oder andere etablierte Methoden aufgereinigt.

Die verwendeten Losungsmittel wurden entweder in analytisch reiner Qualitat bezogen
oder gemal etablierten Verfahren zuvor getrocknet und gereinigt. Bei der Notwendig-
keit trockener Losungsmittel (Dichlormethan, Tetrahydrofuran, Acetonitril, Diethyl-
ether) erfolgte deren Entnahme aus einem Ldsungsmittelreinigungssystem des Typs

MB-SPS-800 (MBraun), wodurch hoéchste Reinheitsstandards gewahrleistet wurden.
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Dimethylformamid (DMF) wurde vor der Verwendung durch Entgasung mit Helium be-

handelt; auf diese Weise wurde enthaltenes Dimethylamin zuverlassig entfernt.

Zur Entfernung flichtiger Losungsmittel wurden Rotationsverdampfer der Firmen IKA
GmbH & Co. KG sowie Buchi Labortechnik GmbH in Kombination mit Vakuumpumpen
der Firma Vacuubrand eingesetzt. Zur Gefriertrocknung wassriger Losungen kam eine

Lyophilisationsanlage des Typs GOT2000 der Firma Zirbus zum Einsatz.

Fur Wasser- und Sauerstoffempfindliche Reaktionen wurden samtliche Glasgerate zu-
nachst in einem Trockenschrank vorgetrocknet. AnschlieRend wurden sie mehrfach im
Vakuum ausgeheizt. Zur Durchfihrung dieser Reaktionen wurden klassische Schlenk-

Techniken unter Argon- oder Stickstoff-Atmosphare angewandt.

Die Durchfluihrung von Reaktionen bei niedrigen Temperaturen fand in Dewar-Gefallen
satt, die mit einem Wasser-Eis-NaCl-Gemisch (0 °C), Aceton/Trockeneis (ca. -78 °C)
oder EtOAc/flissiger Stickstoff (-84 C) beflllt waren. Reaktionen bei hohen Tempera-
turen wurden in Olbadern mit Paraffindl durchgefiihrt. Die jeweilige Temperatur wurde

uber Kontaktthermometer eingestelit.

5.3.2 Chromatographische Methoden

Die Durchfiihrung von Dunnschichtchromatographien (DC) erfolgte auf Kieselgelplat-
ten der Firma MACHEREY NAGEL (60F-254) oder auf reversed phase Kieselgelplatten
(Silica gel 60, RP-18, F254, MERCK). Die Visualisierung der Substanzen auf den DC-
Platten wurde durch das Anfarben mit wassrigen Losungen aus 2.0 g Cer(IV)-sulfat,
5.0 g Molybdatophosphorsaure, 16 ml Schwefelsdure sowie 200 ml H20 oder aus
3.0 g Kaliumpermanganat, 20 g Kaliumcarbonat, 5.0 ml Natriumhydroxid-Losung
(W =5%) und 300 ml H20 ermdoglicht.

Die Aufreinigung mittels praparativer DC erfolgte auf SIL G-200 UV254 Kieselgelplat-
ten der Firma CARL ROTH mit einer Schichtdicke von 2.0 mm. Die Visualisierung der
Substanzen auf den praparativen DC-Platten wurde durch das Anfarben mit einer
wassrigen Losung aus 2.0 g Cer(IV)-sulfat, 5.0 g Molybdatophosphorsaure, 16 ml

Schwefelsaure sowie 200 ml H20 ermdéglicht.
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Die saulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte unter Verwen-
dung vorgepackter Silicagel-Kartuschen unterschiedlicher Gré3enordnungen (INTER-
CHIM PF-15SIHP oder PF-30SIHP). Der Chromatographieprozess wurde auf einem
puriFlash® XS 420 System durchgefuhrt.

Fur praparative reversed phase Chromatographie wurden ebenfalls vorgepackte Kar-
tuschen (INTERCHIM, PF-15C18AQ) verschiedener Grol3en eingesetzt. Die praparative
HPLC-Aufreinigung erfolgte unter Verwendung einer Nucleodur-Saule (SP250/21,
100-5 C18 ec, MACHEREY-NAGEL). Sowohl die Umkehrphasen-Saulenchromatographie
als auch die praparative HPLC wurden mit einem puriFlash 4250 System (Interchim)

durchgeflhrt.

5.3.3 Spektroskopische und analytische Methoden

5.3.3.1 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)
Die 'H- und "*C-NMR-Spektren wurden von der NMR-Abteilung der Bergischen Uni-

versitat Wuppertal an Spektrometern vom Typ Bruker Avance Il 600 sowie Bruker

Avance 400 aufgenommen, wobei die Messfrequenzen fiir "H-Kerne bei 600 MHz bzw.
400 MHz und fir '3C-Kerne bei 151 MHz bzw. 101 MHz lagen. Alle NMR-Spektren
wurden ausschlieBlich unter Verwendung deuterierter LOsungsmittel aufgenommen.
Die chemischen Verschiebungen (8) sind in parts per million (ppm) angegeben, wah-
rend die Kopplungskonstanten (J) in Hertz (Hz) ausgewiesen wurden. Die charakteris-
tischen chemischen Verschiebungen der jeweils verwendeten deuterierten Losungs-
mittel dienten als interne Referenzstandards zur Kalibrierung der NMR-Spektren (Ta-
belle 17).

Tabelle 17 Chemische Verschiebung der internen Standards zur Kalibrierung der NMR-Spektren. 330

Lésungsmittel 5('H) [ppm] 5('3C) [ppm]
CDCls 7.26 77.16
DMSO-ds 2.50 39.52
Aceton-ds 2.05 29.84

206.26
CDs0D 3.31 49.00
MeCN-d3 1.94 1.32

118.26
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5.3.3.2 Infrarotspektroskopie

Die Infrarotspektren wurden unter Verwendung eines Bruker Alpha FT-IR-Spektrome-
ters aufgenommen. Die Analyse erfolgte entweder direkt an der Reinsubstanz oder
nach vollstandiger Entfernung des LOosungsmittels durch Verdampfen aus entspre-
chenden Losungen. Feste Proben wurden auf einen geeigneten Probentrager appli-
ziert und mittels eines Diamantstempels komprimiert. Rickstande aus verdampften
Lésungen wurden als dinner Film auf dem Trager detektiert und spektroskopisch er-
fasst. Die Absorptionsbanden werden in Wellenzahlen (cm™) angegeben. |hre Inten-
sitaten sind qualitativ eingestuft und werden als stark (s), mittel (m) oder schwach (w)

bezeichnet.

5.3.3.3 Analytische High-Performance Liquid Chromatographie (HPLC)
Die HPLC-Messungen wurden unter Verwendung eines Shimadzu Prominence-i LC-
2030C 3D Plus Systems in Kopplung mit einem Shimadzu LCMS-2020 durchgefuhrt.

Fur die jeweiligen Substanzen kamen verschiedene analytische Methoden zur Anwen-

dung, deren Parameter im Folgenden spezifiziert sind:

Methode A:

Trennsaule: Perfect Sil Target ODS-3 HD, 5 um, 100 x 4.6 mm; Laufmittelgradient:
90% H20 (5 mM NH,OAc) zu 90% MeCN Uber 24 Minuten; Flussrate: 1.5 ml/min; UV-
Detektion: 200-800 nm; lonisationsmodus (ESI): positiv und/oder negativ.

Methode B:

Trennsaule: Shim-pack GISS C18 oder Raptor ARC-18, jeweils 1.9 ym, 50 x 2.1 mm;
Laufmittelgradient: 95% H20 (0.1% HCOOH) zu 95% MeCN (0.1% HCOOH) Uber 16
Minuten; Flussrate: 400 pl/min; UV-Detektion: 200-800 nm; lonisationsmodus (ESI):
positiv und/oder negativ.

Methode C:

Trennsaule: Shim-pack GISS C18 oder Raptor ARC-18, jeweils 1.9 ym, 50 x 2.1 mm;
Laufmittelgradient: 50% H20 (0.1% HCOOH) zu 95% MeCN (0.1% HCOOH) uber 16
Minuten; Flussrate: 400 pl/min; UV-Detektion: 200-800 nm; lonisationsmodus (ESI):
positiv und/oder negativ.

Methode D:

Trennsaule: Knauer Eurospher Il C18, 1.8 um, 100 x 2 mm; Laufmittelgradient: 50%
H20 (0.1% HCOOH) zu 95% MeCN (0.1% HCOOH) Uber 16 Minuten; Flussrate:
300 pl/min; UV-Detektion: 200-800 nm; lonisationsmodus (ESI): positiv und/oder ne-
gativ.

5.3.3.4 Hochauflosende Massenspektrometrie (HRMS)

Die hochauflésende Massenspektrometrie (HRMS) wurde unter Verwendung eines

Bruker micrOTOF-Massenspektrometers in Kombination mit einem Flussigkeitschro-
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matographiesystem der Agilent 1100 Series durchgefuhrt. Die Probenapplikation er-
folgte im Modus der Flussinjektion (Flow Injection Analysis, FIA), wobei die lonisierung

mittels Elektrospray-lonisation (ESI) realisiert wurde.

5.4 Synthesevorschriften

5.4.1 Synthese der Derivate des Lupan-Typs

(1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-3a-(hydroxymethyl)-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-1H-cyclopenta[a]chry-
sen-9-ol (37, BGE-152)/207]

Birkenrindengranulat (50.0 g) wurden in einen Soxhlet-Extraktor gegeben und flir 24 h
mit EtOH (800 ml) und anschlieRend fur 18 h mit DCM (400 ml) extrahiert. Die Lose-
mittel wurden unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand im Hochvakuum

getrocknet. Das Birkenrindenextrakt wurde in 34w% (16.9 g) Ausbeute erhalten.

Fir die Aufreinigung des Extrakts wurde eine Losung aus 5.0 g Rohextrakt in 100.0 ml
absolutem Ethanol zum Sieden erhitzt. Ca(OH)2 (0.50 g, 6.75 mmol) wurde mit 10.0 mi
absolutem Ethanol gewaschen. Das nasse Hydroxid wurde zu der ethanolischen Lo-
sung des Extrakts gegeben und fiir 20 Minuten bei 80°C gerthrt. Der heil3e Rickstand
wurde Uber eine Glasfritte abfiltriert und das Losungsmittel des Filtrats vorsichtig im
Vakuum entfernt und als Fraktion B1 an der Luft getrocknet. Der luftgetrocknete Ruck-
stand der Ca(OH)2 -Abfalle wurde wurde als Fraktion A1 erst mit einer 20%igen HCI-
Lésung (100.0 ml) und anschliefend mit Wasser (100.0 ml) gewaschen. Nach an-
schlielender Trocknung an der Luft wurde die Fraktion A1 mit einer Masse von
294.6 mg erhalten.
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Fraktion B1 (4.7 g) wurde dreimal aus Benzol (70.0 ml) umkristallisiert und der Nieder-
schlag abfiltriert. Der Rickstand ergab 1.51 g der Fraktion B2. Das Filtrat wurde im
Vakuum eingeengt und ergab 3.19 g der Fraktion L2. Fraktion B2 wurde in siedendem
absolutem Ethanol (60.0 ml) geldst und unter vermindertem Druck schnell filtriert. Das
heilRe Filtrat wurde mit 10.0 ml Wasser versetzt und der dadurch entstandene Nieder-
schlag erneut unter Sieden gel6st. Die Losung wurde zum Ausfallen bei 0°C fir 24 h
in den Kuhlschrank gestellt. Die entstandene Suspension wurde fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und der Rickstand im Va-
kuum getrocknet. Das Lésemittel des Uberstands wurde unter vermindertem Druck
entfernt und ergab 0.533 g der Fraktion B3F.

Der so entstandene Feststoff der Fraktion B3 (0.98 g) wurde in CHCI3 (50.0 ml) geldst
und mit einer kleinen Filtersaule Uber Kieselgel (CHCIs) gereinigt. Das Losemittel
wurde im Vakuum entfernt und ergab 153.0 mg der Fraktion B4 als hellgelben Fest-
stoff. Dieser wurde unter Sieden in absolutem Ethanol (10.0 ml) gelést und bei -26°C
umkristallisiert. Der Niederschlag wurde abfiltriert, an der Luft getrocknet und das sau-
bere Produkt 37 in 2w% (83.7 mg, 0.19 mmol) Ausbeute erhalten. Aufgrund der gerin-
gen Ausbeute wurden die Zwischenstufen mittels HPLC-MS untersucht und ergaben
nach saulenchromatographischer Reinigung tber Kieselgel (CycHex:EtOAc 19:1) sau-
beres Betulin in 424% (2.09 g, 4.72 mmol) aus der Fraktion L2 sowie in 9% (0.44 g,
0.99 mmol) Ausbeute aus der Fraktion B3F erhalten. Insgesamt wurde so sauberes
Betulin in 52.4w% (2.62 g, 5.92 mmol) Ausbeute aus den verwendeten 5.0 g Extrakt
erhalten. Auf die anfangs eingesetzten 50.0 g Birkenrindengranulat bezogen ent-

spricht dies einer Ausbeute von 18w%.
HPLC: tr = 13.0 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 4.68 (d, 1H, J = 2.3 Hz), 4.58 (d, 1H,
J = 2.4 Hz), 3.79 (dd, 1H, J = 10.8, 1.9 Hz), 3.33 (dd, 1H, J = 10.9,
1.3 Hz), 3.18 (dd, 1H, J=11.5, 4.8 Hz), 2.38 (td, 1H, J= 11.1,
5.8 Hz), 2.00-1.90 (m, 2H), 1.85 (dd, 1H, J = 12.4, 8.5 Hz), 1.73-
1.69 (m, 1H), 1.68 (s, 3H), 1.67-1.49 (m, 7H), 1.44 (s, 4H), 1.42-
1.40 (m, 2H), 1.30-1.17 (m, 3H), 1.08-1.06 (m, 1H), 1.06-1.03 (m,
1H), 1.02 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.93-0.86 (m, 1H),
0.82 (s, 3H), 0.76 (s, 3H), 0.70-0.66 (m, 1H).
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13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 150.8, 110.0, 79.4, 60.9, 55.7, 50.8,
49.1, 48.2, 43.1, 41.3, 39.2, 39.1, 37.7, 37.5, 34.6, 34.3, 30.1,
29.6, 28.4, 27.8, 27.4, 25.6, 21.2, 19.5, 18.7, 16.5, 16.4, 15.7,
15.1.

IR: (ATR) vmax/cm™! 3368 (m), 2930 (s), 2868 (w), 1645 (w), 1451 (m),
1375 (m), 1189 (w), 1008 (s), 879 (s), 544 (m).

((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-Hydroxy-5a,5b,8,8,11a-pen-
tamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[aJchrysen-3a-yl)methyl
acetate (57, BGE-030)2'"]

Zu einer Suspension aus Betulin (100.0 mg, 0.21 mmol, 1.00 Aq) und DMAP (3.0 mg,
0.02 mmol, 0.10 Aq) in 4.0 ml DCM wurden DIPEA (0.24 ml, 1.75 mmol, 8.00 Aq) so-
wie Ac20 (22.7 ul, 0.24 mmol, 1.10 Aq) Ac20 zugegeben. Die Reaktionsmischung
wurde anschlielend zwei Tage bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Abschluss der Re-
aktion wurde die Losung mit 10.0 ml DCM verdinnt und nacheinander dreimal mit je
5.0 ml H20, 5.0 ml ges. NaHCos-Losung sowie 5.0 ml ges. NaCl-Losung gewaschen.
Die organische Phase wurde tUber Na2SO4 getrocknet und das Lésungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie
Uber Kieselgel (CycHex:EtOAc 19:1) gereinigt. Das Produkt 57 wurde in einer Aus-
beute von 50% (52.5 mg, 0.11 mmol) erhalten.

HPLC: tr = 13.7 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 4.70-4.67 (m, 1H), 4.60-4.56 (m, 1H),
4.24 (d, 1H, J = 11.1 Hz), 3.88-3.83 (m, 1H), 3.20-3.15 (m, 1H),
2.47-2.40 (m, 1H), 2.07 ), 1.99-1.92 (m, 1H), 1.86-1.82 (m, 1H),
1.79-1.74 (m, 1H), 1.71-1.69 (m, 1H), 1.68 (s, 1H), 1.67-1.62 (m,
3H), 1.61-1.57 (m, 2H), 1.55 (m, 2H), 1.53-1.50 (m, 1H), 1.43-1.37

(m, 5H), 1.28-1.20 (m, 3H), 1.14-1.03 (m, 3H), 1.03 (s, 3H), 0.97
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(s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.92-0.86 (m, 1H), 0.82 (s, 3H), 0.76 (s, 3H),
0.69-0.66 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 171.9, 150.5, 110.2, 79.3, 63.1, 55.6,
50.7, 49.2, 48.1, 46.7, 43.0, 41.2, 39.2, 39.1, 38.0, 37.5, 34.9,
34.5, 30.2, 29.9, 28.3, 27.8, 27.4, 25.5, 21.3, 21.1, 19.4, 18.6,
16.5, 16.4, 15.7, 15.1.

IR: (ATR) vmax/cm™! 3560 (m), 2964 (w), 2939 (m), 2868 (w), 1719 (s),
1452 (m), 1387 (m), 1367 (m), 1257 (s), 1043 (s), 888 (m).

HRMS (ESI(+)): m/z [Cs2H5203+Na]*
Ber.: 507.3809 Gef.: 507.3808.

(Z)-4-(((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-Hydroxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]chry-
sen-3a-yl)methoxy)-4-oxobut-2-enoic acid (58, BGE-013)331]

Eine Reaktionsmischung aus Betulin (50.0 mg, 0.11 mmol, 1.00 Aq), Maleins&urean-
hydrid (88.6 mg, 0.90 mmol, 8.00 Aq) und DMAP (1.4 mg, 0.01 mmol, 0.10 Aq) in
1.5 ml Pyridin wurde 17 Stunden lang bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Beendigung
der Reaktion wurde die Losung mit 20.0 ml EtOAc verduinnt und anschlieliend zweimal
mit 10.0 ml 1 M Salzsaure gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 ge-
trocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchro-
matographische Reinigung des Rohprodukts (CycHex:EtOAc 9:1) ergab das Produkt
58 in einer Ausbeute von 14% (8.7 mg, 0.16 mmol).

HPLC: tr = 11.9 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 6.35 (m, 2H), 4.71 (s, 1H), 4.56 (s,
1H), 4.32 (d, 1H, J = 11.1 Hz), 3.82 (d, 1H, J = 11.1 Hz), 3.01-2.92

(m, 1H), 2.47-2.41 (m, 1H), 1.96-1.94 (m, 1H), 1.80-1.70 (m, 2H),
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1.65 (s, 3H), 1.64-1.50 (m, 5H), 1.49-1.39 (m, 3H), 1.39-1.29 (m,
5H), 1.26-1.18 (m, 3H), 1.12-1.01 (m, 2H), 0.99 (s, 3H), 0.98-0.96
(m, 1H), 0.94 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.86-0.81 (m, 1H), 0.77 (s, 3H),
0.66 (s, 3H), 0.64-0.61 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 166.5, 165.7, 149.8, 131.7, 128.2,
109.9, 76.7, 62.5, 54.8, 49.7, 48.3, 46.9, 46.0, 40.1, 40.3, 38.2,
37.1, 36.7, 34.0, 33.7, 29.1, 29.0, 28.1, 27.1, 26.6, 24.7, 20.3,
18.8, 17.9, 15.9, 15.8, 15.6, 14.5.

IR: (ATR) Vmax/cm' 3394 (m), 2933 (w), 2870 (w), 1714 (m), 1641 (w),
1024 (w), 993 (s), 892 (w), 824 (m), 763 (W), 524 (w), 515 (W).

HRMS (ESI(+)): m/z [C34H5205+Na]*
Ber.: 563.3707 Gef.: 563.3707.

4-(((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-Hydroxy-5a,5b,8,8,11a-
pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]Jchrysen-3a-yl)me-
thoxy)-4-oxobutanoic acid (59, BGE-020)?"2

Eine Lésung aus Betulin (500.0 mg, 1.11 mmol, 1.00 Aq), Bernsteinsaureanhydrid
(169.5 mg, 1.69 mmol, 8.00 Aq) und DMAP (13.8 mg, 0.11 mmol, 0.10 Aq) in 5.0 ml
Pyridin wurde 16 Stunden lang bei Raumtemperatur gertuhrt. Nach Abschluss der Re-
aktion wurde die Lésung mit 20.0 ml EtOAc verdinnt und anschlieliend zweimal mit
10.0 ml 1 M Salzsaure gewaschen. Die organische Phase wurde uUber Na2SO4 ge-
trocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchro-
matographische Reinigung des Rohprodukts (CycHex:EtOAc 3:1) ergab das Produkt
59 in einer Ausbeute von 90% (551.1 mg, 1.02 mmol).

HPLC: tr = 12.9 min (Methode B)
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'"H-NMR:

13C-NMR:

IR:

HRMS (ESI(+)):

CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 4.70 (s, 1H), 4.56 (s, 1H), 4.29-4.22
m, 2H), 3.77 (d, 1H, J = 11.1 Hz), 2.99-2.94 (m, 1H), 2.54-2.51
(m, 1H), 2.49-2.42 (m, 2H), 1.94-1.84 (m, 1H), 1.77-1.68 (m, 2H),
1.65 (s, 1H), 1.63-1.59 (m, 3H), 1.58-1.52 (m, 2H), 1.48-1.39 (m,
3H), 1.39-1.27 (m, 5H), 1.27-1.13 (m, 3H), 1.10-0.99 (m, 2H), 0.98
(s, 3H), 0.97-0.95 (m, 1H), 0.94 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.86-0.79 (m,
1H), 0.77 (s, 3H), 0.66 (s, 3H), 0.65-0.59 (m, 1H).

(
(

(CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 173.4, 172.2, 149.7, 109.8, 76.8,
61.5, 54.6, 49.7, 48.2, 47.0, 46.1, 42.2, 40.3, 38.5, 38.2, 37.0,
36.6, 34.0, 29.2, 29.0, 28.9, 28.7, 28.0, 27.2, 26.6, 24.9, 20.2,
18.8, 17.9, 15.9, 15.7, 15.6, 14.5.

(ATR) vmax/cm™! 3324 (w), 2939 (s), 2866 (w), 2586 (w), 1731 (m),
1707 (s), 1388 (m), 1259 (m), 1160 (m), 1014 (s), 525 (w).

m/z [Cs2Hs5004+Na]*

Ber.: 563.3707 Gef.: 563.3707.

4-(((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-((3-Carboxypro-
panoyl)oxy)-5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclo-

penta[aJchrysen-3a-yl)methoxy)-4-oxobutanoic acid (60, BGE-047)214]

Das Betulin-Derivat 60 wurde als Nebenprodukt der Synthese von Verbindung 59 in

einer Ausbeute von 10% (73.9 mg, 0.11 mmol) erhalten.

HPLC:

'"H-NMR:

tr = 11.7 min (Methode B)

(DMSO-ds, 600 MHz) & [ppm] =4.70 (s, 1H), 4.56 (s, 1H), 4.41-
4.34 (m, 1H), 4.21 (d, 1H, J =11.1 Hz), 3.77 (d, 1H, J = 11.0 Hz),
2.50-2.40 (m, 19H), 1.97-1.83 (m, 1H), 1.75-1.68 (m, 2H), 1.65 (s,
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1H), 1.64-1.40 (m, 9H), 1.39-1.26 (m, 6H), 1.23-1.17 (m, 1H), 1.09-
1.03 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.94-0.88 (m, 1H), 0.81 (s,
3H), 0.80 (s, 3H), 0.79 (s, 4H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 151 MHz) & [ppm] = 173.3, 172.2, 171.6, 149.8, 109.9,
80.0, 61.7, 54.6, 49.5, 48.2, 47.0, 46.1, 42.2, 40.9, 37.7, 37.4,
37.0, 36.6, 34.0, 33.6, 29.2, 29.2, 29.0, 28.9, 28.8, 28.8, 27.6,
26.6, 24.7,23.3,20.3, 18.8, 17.7, 16.4, 15.8, 15.6, 14.5.

IR: (ATR) vimax/cm™ 2927 (m), 2871 (w), 1720 (s), 1456 (w), 1376 (w),
1254 (w), 1172 (m), 967 (m), 882 (w), 731 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHssOs+Na]*
Ber.. 665.4024 Gef.: 665.4023.

4-(((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-Hydroxy-5a,5b,8,8,11a-
pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]Jchrysen-3a-yl)me-
thoxy)-4-oxobutanoic acid (61, BGE-057)

Fir die Synthese von Verbindung 61 wurden das Edukt 59 (100.0 mg, 0.18 mmol,
1.00 Aq), 3,6-Difluorphthalsdureanhydrid (67.8 mg, 0.37 mmol, 2.00 Aq) sowie DMAP
(2.30 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) in 3.0 ml Pyridin geldst. Die Reaktion wurde vier Tage
lang bei 100 °C geruhrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde die Losung mit 30.0 mi
EtOAc verdinnt und zweimal mit 20.0 ml 1 M HCI und einmal mit 20.0 ml ges. NaCl-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das
Lésemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC (74
— 80% MeCN) aufgereinigt und ergab das saubere Produkt 61 in 34% (45.0 mg,
0.06 mmol) Ausbeute.
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HPLC: tr = 8.1 min (Methode C)

H-NMR: (DMSO-ds, 600 MHz) & [ppm] = 7.55 (2x d, 2H, J = 6.4 Hz) 4.71
(d, 1H, J = 2.6 Hz),4.65 (t, 1H, J = 8.1 Hz), 4.52 (s, 1H), 4.27 (d,
1H, J=11.1Hz), 3.77 (d, 1H, J = 11.1 Hz), 2.54-2.52 (m, 1H),
2.49-2.42), 1.94-1.86 (m, 1H), 1.78-1.68 (m, 3H), 1.67-1.60 (m,
8H), 1.59-1.53 (m, 1H), 1.51-1.46 (m, 1H), 1.42-1.29 (m, 6H), 1.24-
1.20 (m, 2H), 0.90 (s, 3H), 0.89-0.85 (m, 1H), 0.82 (s, 3H), 0.81 (s,
3H).

3C-NMR: (DMSO-ds, 151 MHz) & [ppm] = 173.4,172.3, 163.2, 157.4, 145.4,
82.9, 61.7, 54.4, 49.4, 48.2, 47.0, 46.1, 42.3, 40.4, 37.6, 37.5,
37.5, 36.6, 34.0, 33.5, 29.2, 29.0, 28.9, 28.7, 27.5, 26.6, 24.7,
22.8,20.3,18.7,17.7, 16.4, 15.6, 14.5.

IR: (ATR) vimax/cm™' 2944 (m), 2872 (w), 1710 (s), 1474 (m), 1246 (s),
1157 (m), 985 (m), 963 (m), 822 (w), 726 ().

HRMS (ESI(+)):  m/z [CazHssOsF2+Na]*
Ber.: 749.3835 Gef.: 749.3832.

2-((((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-3a-(((3-Carboxypro-
panoyl)oxy)methyl)-5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-1H-
cyclopenta[aJchrysen-9-yl)oxy)carbonyl)-4,5-difluorobenzoic acid (62, BGE-058)

Fir die Synthese von Verbindung 62 wurden das Edukts 59 (100.0 mg, 0.18 mmol,
1.00 Aq), 4,5-Difluorphthalséureanhydrid (67.8 mg, 0.37 mmol, 2.00 Aq) sowie DMAP
(2.30 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) in 3.0 ml Pyridin geldst. Die Reaktion wurde vier Tage
lang bei 100 °C geruhrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde die Losung mit 30.0 ml
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EtOAc verdunnt und zweimal mit 20.0 ml 1 M HCI und einmal mit 20.0 ml ges. NaCl-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das
Lésemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC (74
— 80% MeCN) aufgereinigt und ergab das saubere Produkt 62 in 42% (56.7 mg,
0.08 mmol) Ausbeute.

HPLC: tr = 8.8 min (Methode C)

H-NMR: (DMSO-ds, 600 MHz) & [ppm] = 7.83-7.78 (m, 1H), 4.71 (s,
1H),4.60 (dd, 1H, J=10.6, 5.6 Hz), 4.57 (s, 1H), 4.27 (d, 1H,
J=11.1Hz), 3.77 (d, 1H, J = 11.1 Hz), 2.54-2.51 (m, 2H), 2.49-
2.43 ), 1.94-1.86 (m, 1H), 1.77-1.68 (m, 3H), 1.68-1.60 (m, 8H),
1.60-1.53 (m, 1H), 1.51-1.44 (m, 1H), 1.44-1.30 (m, 6H), 1.24-1.18
(m, 2H), 0.89 (s, 3H), 0.88-0.84 (m, 1H), 0.83 (s, 3H), 0.81 (s, 3H)

13C-NMR: (DMSO-ds, 151 MHz) & [ppm] = 173.3, 172.3, 166.2, 149.8, 82.5,
61.7, 54.7, 49.5, 48.2, 47.0, 46.1, 42.2, 40.4, 37.7, 37.6, 37.0,
36.6, 34.0, 33.5, 29.2, 29.0, 28.9, 28.7, 27.7, 26.6, 24.7, 22.7,
20.3,18.8, 17.7, 16.4, 15.7, 15.6, 14.5,

IR: (ATR) vimax/cm! 2942 (m), 2871 (w), 1708 (s), 1606 (w), 1319 (m),
1251 (m), 1178 (s), 1116 (M), 963 (w),882 (W), 764 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [Ca2Hs608F2+Na]*

Ber.: 749.3835 Gef.: 749.3839.
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(1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-Acetoxy-5a,5b,8,8,11a-penta-
methyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[aJchrysene-3a-carboxylic
acid (63, BGE-018)2"3]

Eine Mischung aus Betulinsaure (100.0 mg, 0.22 mmol, 1.00 Aq), Essigsaureanhydrid
(34.7 ul, 0.32 mmol, 1.50 Aq), DMAP (2.7 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) und DIPEA
(0.261 ml, 1.53 mmol, 7.00 Aq) in THF (5.0 ml) wurde Uber einen Zeitraum von flnf
Stunden zum Sieden erhitzt. AnschlieRend wurden 2.0 ml Wasser zugegeben und die
Ldsung eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionsmischung
wurde anschlieend dreimal mit 10.0 ml Chloroform extrahiert, die vereinigten organi-
schen Phasen uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter verminder-
tem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie
(CycHex:EtOAc 1:1) gereinigt, wodurch das Produkt 63 in 55% (60.0 mg, 0.120 mmol)

Ausbeute erhalten wurde.
HPLC: tr = 13.2 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 4.69 (s, 1H), 4.56 (s, 1H), 4.36 (dd,
1H, J = 11.7, 4.6 Hz), 2.96 (td, 1H, J = 10.8, 5.1 Hz), 2.26-2.19 (m,
1H), 2.14-2.08 (m, 1H), 1.99 (s, 3H), 1.83-1.76 (m, 2H), 1.65 (s,
1H), 1.64-1.57 (m, 3H), 1.56-1.45 (m, 3H), 1.46-1.38 (m, 3H), 1.38-
1.30 (m, 6H), 1.21-1.07 (m, 2H), 1.03-0.96 (m, 1H), 0.94 (s, 3H),
0.93-0.88 (m, 1H), 0.87 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.79 (s, 6H), 0.78-
0.69 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 177.2, 170.0, 150.3, 109.5, 79.8,
54.6, 49.6, 48.5, 46.6, 42.0, 40.2, 37.8, 37.5, 37.3, 36.6, 36.3,
33.7, 31.6, 30.0, 29.1, 27.7, 25.0, 23.3, 21.0, 20.4, 19.0, 17.7,
16.4, 15.9, 15.6, 14.4.

131



5. Experimentalteil

IR: (ATR) vmax/cm! 2940 (s), 2864 (w), 1734 (s), 1690 (s), 1463 (w),
1365 (m), 1245 (s), 1012 (w), 979 (m), 924 (w), 883 (m), 797 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CazHs0O4+Na]*

Ber.: 521.3601 Gef.: 521.3600.

(1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-(Benzoyloxy)-5a,5b,8,8,11a-
pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]Jchrysene-3a-car-
boxylic acid (64, BGE-026)[2"¢]

Betulinsdure (200.0 mg, 0.44 mmol, 1.00 Aq) und DMAP (5.35mg, 0.04 mmol,
0.10 Ag) wurden in Pyridin (5.0 ml) vollstandig gelést. AnschlieRend wurde Ben-
zoylchlorid (60.55 pl, 0.53 mmol, 1.20 Aq) zugegeben, und die Reaktionsmischung
Uber einen Zeitraum von funf Tagen bei 100 °C unter Ruhren erhitzt. Nach Abschluss
der Reaktion wurde die Losung mit Dichlormethan (20.0 ml) verdinnt und nacheinan-
der mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung (2 x 20.0 ml), gesattigter Natriumhydrogen-
carbonat-Losung (2 x 20.0 ml) sowie erneut mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung
(2 x 20.0 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Reaktionsprodukt
wurde durch Rekristallisation aus MeCN/H,O (9:1) gereinigt, wodurch die reine Ver-

bindung 64 in einer Ausbeute von 42% (102.8 mg, 0.183 mmol) erhalten wurde.
HPLC: tr = 14.5 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 7.97-7.94 (m, 2H), 7.66-7.63 (m, 1H),
7.53 (dd, 2H, J = 7.80, 7.80 Hz), 4.71-4.68 (s, 1H)4.65-4.59 (m,
1H), 4.58 (s, 1H),), 2.95 (td, 1H, J = 10.7, 5.0 Hz), 2.27-2.20 (m,
1H), 2.14-2.09 (m, 1H), 1.86-1.77 (m, 2H), 1.75-1.66 (m, 2H) 1.65
(s, 1H), 1.64-1.61 (m, 1H), 1.55-1.50 (m, 1H), 1.50-1.36 (m, 8H),
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1.35-1.28 (m, 3H), 1.22-1.14 (m, 1H), 1.14-1.07 (m, 1H), 1.07-0.98
(m, 2H), 0.96 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.85 (s, 6H), 0.81-
0.78 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 177.1, 165.2, 150.2, 138.1, 130.1,
128.9, 128.6, 109.5, 80.8, 55.3, 54.5, 49.5, 48.4, 46.4, 41.9, 40.1,
37.6, 37.4, 36.5, 36.2, 33.6, 31.6, 30.0, 29.1, 27.6, 24.9, 23.2,
20.3, 18.8, 17.6, 16.4, 15.7, 15.6, 14.2.

IR: (ATR) Vimax/cm' 2939 (m), 2869 (w), 1717 (m), 1694 (m), 1451 (w),
1270 (s), 1113 (m), 1026 (w), 970 (w), 888 (w), 710 (s).

HRMS (ESI(+)):  m/z [Ca7H5204+Na]*
Ber.. 583.3758 Gef.: 583.3757.

2-((((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-3a-Carboxy-5a,5b,8,8,11a-
pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-1H-cyclopenta[aJchrysen-9-
yl)oxy)carbonyl)thiophene-3-carboxylic acid (65, BGE-032)

Betulinsdure (100.0 mg, 0.22 mmol, 1.00 Aq), 2,3-Thiophendicarbons&ureanhydrid
(135.0 mg, 0.88 mmol, 4.00 Aq) sowie DMAP (2.7 mg, 0.44 mmol, 2.00 Aq) wurden in
1.5 ml Pyridin geldst und in einem Rundkolben unter Ruhren bei 100°C Uber einen
Zeitraum von funf Tagen umgesetzt. Nach vollstandigem Ablauf der Reaktion wurde
die Reaktionslosung mit 20.0 ml Ethylacetat verdinnt und zweimal mit 10.0 ml einer
1 M HCI-Lésung sowie zweimal mit 10.0 ml ges. NaCl-Lésung gewaschen. Die orga-
nische Phase wurde anschlieend Uber Na2SO4 getrocknet, das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Feststoff wurde mittels praparativer
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HPLC (H20:MeCN 5% — 95% MeCN) gereinigt. Das saubere Produkt 65 wurde in

einer Ausbeute von 7% (8.8 mg, 0.01 mmol) isoliert.

HPLC:

'"H-NMR:

13C-NMR:

IR:

HRMS (ESI(+)):

tr = 11.0 min (Methode A)

(DMSO-ds, 600 MHz) & [ppm] = 7.83 (d, 1H, J=5.1 Hz 7.27 (d,
1H, J= 5.1 Hz),4.70-4.68 (m, 1H), 4.62-4.59 (m, 1H), 4.57-4.56
(m, 1H), 2.92 (m, 1H), 2.25-2.20 (m, 1H), 2.13-2.10 (m, 1H), 1.83-
1.77 (m, 2H), 1.70-1.66 (m, 2H), 1.65 (s, 1H), 1.64-1.61 (m, 1H),
1.53 (td, 1H, J = 11.3 Hz), 1.49-1.45 (m, 1H), 1.42-1.36 (m, 6H),
1.34-1.30 (m, 3H), 1.24-1.21 (m, 1H), 1.19-1.15 (m, 1H), 1.03-0.98
(m, 2H), 0.96 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.88 (s, 3H) 0.87-0.85 (m, 1H),
0.82 (s, 3H), 0.79 (s, 3H).

(DMSO-ds, 151 MHz) & [ppm] = 177.3, 164.0, 162.1, 150.4, 136.9,
131.3, 128.3, 109.7, 81.8, 55.4, 54.8, 49.7, 48.6, 46.7, 42.1, 40.3,
37.7, 37.6, 37.6, 36.7, 36.4, 33.8, 31.7, 30.1, 29.2, 27.7, 25.1,
23.0, 20.5, 19.0, 17.7, 16.5, 15.7, 15.5, 14.4.

(ATR) vimax/cm! 3559(w), 2939 (m), 2868 (m), 1719 (m), 1683 (w),
1626 (W), 1446 (w), 1386 (w), 1259 (s), 982 (w), 887 (W), 749 (w).

m/z [CssHs5006S +Na]*

Ber.: 633.3220 Gef.: 633.3216.

(1R,3aS,5aR,5bR,7aR,11aR,11bR,13aR,13bR)-5a,5b,8,8,11a-Pentamethyl-9-oxo-
1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[aJchrysene-3a-carboxylic acid
(66, BGE-014)[2261

Eine Mischung aus Wasser (9.0 ul) und Dichlormethan (9.0 ml) wurde langsam zu ei-

ner Suspension von Betulinsdure (200.0 mg, 0.44 mmol, 1.00 Aq) und Dess-Martin-
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Periodinan (185.7 mg, 0.44 mmol, 1.00 Aq) in Dichlormethan (1.0 ml) bei Raumtempe-
ratur gegeben. Die Reaktionsmischung wurde Uber einen Zeitraum von 26.5 Stunden
unter Rihren gehalten und anschliel3end mit Diethylether (10.0 ml) verdinnt. Es folgte
eine Waschsequenz bestehend aus einer Mischung von 10%iger Natriumdithionitlo-
sung (5.0 ml) und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung (15.0 ml), gefolgt von
jeweils einem Waschgang mit Wasser (15.0 ml) und gesattigter Natriumchloridlésung
(15.0 ml). Die organische Phase wurde uUber Natriumsulfat getrocknet und das Lo6-
sungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Reaktionsprodukt 66 wurde als

Reinsubstanz mit einer Ausbeute von 92% (188.9 mg, 0.416 mmol) erhalten.
HPLC: tr = 12.3 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 4.71 (s, 1H), 4.58 (s, 1H), 2.96 (td,
1H, J=10.7, 5.1 Hz), 1.85-1.78 (m, 2H), 1.66 (s, 1H), 1.65-1.61
(m, 1H), 1.56-1.51 (m, 1H), 1.46-1.29 (m, 12H), 1.26-1.21 (m, 1H),
1.19 (t, 1H, J=7.1 Hz), 1.17-1.09 (m, 1H), 1.00 (s, 3H), 0.96 (s,
3H), 0.94 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.86 (s, 3H), 0.85-0.77 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCl3, 151 MHz) & [ppm] = 177.2, 150.3, 109.6, 59.7, 55.4, 53.8,
49.0, 48.5, 46.6, 46.5, 42.0, 40.1, 38.8, 37.7, 36.3, 36.3, 33.6,
33.1,30.1,29.2, 26.4, 25.1, 21.0, 19.1, 18.9, 15.6, 15.4, 14.3.

IR: (ATR) vimax/cm! 2932 (s), 2866 (w), 1703 (w), 1687 (s), 1458 (s),
1375 (w), 1261 (w), 1244 (w), 1177 (s), 1165 (w), 1112 (w), 1027
(s), 1002 (w), 941 (w), 887 (s), 800 (w), 763 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C30HsO3 +Na]*

Ber.: 477.3339 Gef.: 477.3339.
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tert-Butyl (2-((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-hydroxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-1H-cyclopenta[a]chry-
sene-3a-carboxamido)ethyl)carbamate (71, BGE-002)I332

Betulinsdure (100.0 mg, 0.22 mmol, 1.00 Aq) und HATU (99.9 mg, 0.26 mmol,
1.20 Aq) wurden in 10.0 ml DCM gel6st. Bei 0 °C wurden DIPEA (76.0 pl, 0.44 mmol,
2.00 Aq) und Boc-Ethylendiamin (76.0 pl, 0.48 mmol, 2.19 Aq) zu der Reaktionsldsung
gegeben. Die Reaktion wurde 21 Stunden lang bei Raumtemperatur gerthrt. Nach
vollstdndigem Reaktionsumsatz wurde die Losung mit 20.0 ml EtOAc verdunnt und je
einmal mit 10.0 ml H20, 20.0 ml ges. NaCl-Lésung und 10.0 ml H20 gewaschen. Die
organische Phase wurde tUber Na2SO4 getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung (CycHex:EtOAc 3:1) wurde das
saubere Produkt 71 in 78% (101.9 mg, 0.17 mmol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 13.4 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 7.22 (m, 1H), 6.28 (s, 1H), 4.72 (d,
1H, J = 2.4 Hz), 4.58 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 3.36-3.32 (m, 1H),3.30-
3.32 (m, 2H), 3.21-3.06 (m, 2H), 2.44 (ddd, 1H, J= 12,8, 11.4,
3.6 Hz), 1.99-1.88 (m, 2H), 1.77-1.69 (m, 2H), 1.67 (s, 3H), 1.64
(t, 1H, 3J = 3.6, 3.6 Hz), 1.63-1.46 (m, 6H), 1.43 (s, 9H), 1.42 (s,
2H), 1.40-1.29 (m, 5H), 1.28-1.22 (m, 2H), 1.13 (dt, 1H, J = 13.1,
2.6, 2.6 Hz), 1.01-0.97 (m, 1H), 0.95 (s, 6H), 0.93 (s, 3H), 0.90-
0.82 (m, 1H) 0.81 (s, 3H), 0.75 (s, 3H), 0.71-0.62 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 177.3, 157.0, 151.1, 109.4, 79.8,
79.1, 55.8, 50.8, 50.3, 46.9 (2C), 42.6, 40.9, 40.4, 39.0, 38.9, 38.5,
37.4,34.6,33.7,31.0,29.6, 28.5 (3C), 28.1, 27.6, 27.0, 25.8, 21.8,
19.6, 18.4, 16.3, 16.2, 15.5, 14.8.
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IR: (ATR) Vmax/cm™' 3363 (m), 2935 (s), 2866 (m), 1694 (s), 1637 (s),
1508 (s), 1450 (m), 1319 (m), 1248 (m), 1166 (s), 1008 (w), 882
().

HRMS (ESI(+)):  m/z [C3s7Hs2N204 +Na]*
Ber.: 621.4605 Gef.: 621.4602.

(1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-N-(2-Aminoethyl)-9-hydroxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]chry-
sene-3a-carboxamide (67, BGE-004)332]

Das Boc-geschiitzte Amin 71 (100 mg, 0.17 mmol, 1.00 Aq) wurde in 5.0 ml 4 M
HCl/Dioxan geldst und drei Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Nach vollstandigem
Umsatz wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde Saulen-
chromatographisch (CycHex:EtOAc 2:1) gereinigt. Das Produkt 67 wurde als weiler
Feststoff in 97% Ausbeute (86.70 mg, 0.165 mmol) erhalten.

HPLC: tr = 7.0 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 8.07 (s, H), 7.90 (s, 1H), 4.65 (s, 1H),
4.54 (s, 1H), 3.31-3.23 (m, 2H), 3.04-2.92 (m, 2H), 2.84-2.74 (m,
2H), 2.24-2.11 (m, 1H), 1.88-1.79 (m, 1H), 1.78-1.66 (m, 1H), 1.63
(s, 3H), 1.59-1.53 (m, 1H), 1.48-1.38 (m, 5H), 1.38-1.19 (m, 9H),
1.18-0.95 (m, 4H), 0.95 (s, 3H), 0.86 (s, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.83-
0.78 (m, 1H), 0.76 (s, 3H), 0.65 (s, 3H), 0.62-0.57 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCl3, 101 MHz) & [ppm] = 176.3, 150.8, 109.2, 76.2, 54.9 (2C),
50.0, 49.6, 46.2, 41.9, 40.3, 38.6, 38.5, 38.3, 37.4, 36.7, 36.7,
36.4, 33.9, 32.2, 30.3,28.9, 28.1, 27.1, 25.2, 20.5, 19.0,17.9, 15.9,
15.8, 15.8, 14.3.
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IR: (ATR) vmax/cm™! 3394 (s), 2937 (m), 2867 (w), 1638 (m), 1546 (w),
1467 (w), 1447 (w), 1318 (w), 1248 (w), 1024 (s), 994 (s), 879 (w).

HRMS (ESI(+)): m/z [C32Hs54N202 +H]*

Ber.: 499.4258 Gef.: 499.4260.

Ethyl ((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-hydroxy-5a,5b,8,8,11a-
pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-1H-cyclopenta[a]Jchrysene-3a-car-
bonyl)glycinate (68, BGE-001)22°]

Bei 0 °C wurde DIPEA (1.91 ml, 10.95 mmol, 10.00 Aq) zu einer Lésung von Betulin-
sdure (500.0 mg, 1.10 mmol, 1.00 Aq), Glycinethylesterhydrochlorid (458.4 mg,
3.28 mmol, 3.00 Aq) und HATU (1040.7 mg, 2.74 mmol, 1.50 Aq) in DCM (12.0 ml)
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde flinf Tage lang bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlielend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der
Ruckstand in Ethylacetat (20.0 ml) geldst. Die organische Phase wurde nacheinander
mit Wasser (10.0 ml), ges. NaCl-Losung (10.0 ml), ges. NaHCOs-LAosung (10.0 ml),
erneut mit ges. NaCl-Lésung (10.0 ml) sowie abschlielend nochmals mit Wasser
(10.0 ml) gewaschen. Nach dem Trocknen der organischen Phase Uber Na2SO4 wurde
das Ldosungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
Saulenchromatographie Uber Kieselgel (CycHex:EtOAc = 19:1) gereinigt. Die Zielver-

bindung 68 wurde in reiner Form mit einer Ausbeute von 77% (485.4 mg, 0.847 mmol)

isoliert.
HPLC: tr = 11.9 min (Methode B)
TH-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 6.06 (t, 1H, J = 5.2 Hz), 4.73 (d, 1H,

J=2.4Hz), 459 (d, 1H,J = 2.4 Hz), 4.21 (q, 2H, J = 7.1 Hz), 4.00

(dd, 2H, J = 5.25, 3.66 Hz), 3.18 (dd, 1H, J= 11.5, 4.7 Hz), 3.09

(td, 1H, J = 11.1, 4.5 Hz), 2.43 (td, 1H, J = 11.5, 3.7 Hz), 2.02-1.92
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(m, 2H), 1.91-1.79 (m, 1H), 1.72-1.69 (m, 1H), 1.68 (s, 3H), 1.66-
1.64 (m, 1H), 1.63-1.57 (m, 3H), 1.57-1.55 (m, 1H), 1.55-1.53 (m,
1H), 1.52-1.45 (m, 2H), 1.42-1.35 (m, 5H), 1.29 (t, 2H, J = 7.1 Hz),
1.26-1.24 (m, 2H), 1.19-1.13 (m, 1H), 1.03-0.97 (m, 1H), 0.97 (s,
3H), 0.96 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.89-0.86 (m, 1H), 0.81 (s, 3H),
0.75 (s, 3H), 0.69-0.65 (m, 1H).

13C-NMR: (CDClIs, 151 MHz) & [ppm] =176.8, 170.6, 151.0, 109.5, 79.2,
61.4, 55.7, 55.4, 50.6, 50.0, 46.6, 42.5, 41.2, 40.7, 38.8, 38.7,
38.2, 37.7, 37.2, 34.3, 33.6, 30.8, 29.4, 27.9, 27.4, 25.6, 20.9,
19.4, 16.0, 14.6, 14.3.

IR: (ATR) vmax/cm™ 2936 (w), 2869 (w), 1696 (m), 1520 (w), 1456 (w),
1191 (w), 1159 (w), 1083 (s), 1029 (w), 789 (m), 746 (w), 470 (s).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C34HssNO4 +Na]*

Ber.: 564.4023 Gef.: 564.4028.

3H-[1,2,3]Triazolo[4,5-b]pyridin-3-yl
(1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-hydroxy-5a,5b,8,8,11a-penta-
methyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[aJchrysene-3a-carboxylate
(69, BGE-021)

Der Aktivester 69 (8.7 mg, 7%) wurde im Rahmen der Synthese der Verbindung 68 als
Nebenprodukt isoliert.

HPLC: tr = 13.4 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 8.83 (d, 1H, J = 4.5 Hz), 8.71 (d, 1H,
J=85HHz), 4.71 (s, 1H), 4.60 (s, 1H), 4.24 (d, 1H, J = 5.1 Hz),
3.03-2.99 (m, 1H), 2.87-2.78 (m, 1H), 2.55-2.51 (m, 1H), 2.36-2.22
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(m, 1H) 2.14-2.02 (m, 1H), 2.03-1.88 (m, 2H), 1.88-1.74 (m, 3H),
1.69 (s, 1H), 1.65-1.58 (m, 1H), 1.57-1.50 (m, 2H), 1.49-1.41 (m,
3H), 1.41-1.32 (m, 5H), 1.17-1.06 (m, 1H), 1.02 (s, 3H), 1.01-0.94
(m, 1H), 0.92 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.87-0.82 (m, 1H), 0.75 (s, 3H),
0.66 (s, 6H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 171.6, 152.6, 149.1, 140.1, 134.5,
129.8, 121.7, 110.3, 76.7, 56.5, 54.8, 49.8, 49.0, 46.4, 42.1, 40.3,
38.5, 38.2, 38.1, 36.7, 35.7, 33.8, 30.5, 29.7, 29.4, 28.0, 27.1,
24.9,20.3, 18.9, 17.9, 15.9, 15.7, 15.5, 14.4.

IR: (ATR) Vmax/cm™! 2936 (s), 2869 (w), 1749 (w), 1437 (m), 1376 (m),
1362 (m), 1243 (m), 1105 (m), 1062 (m), 1008 (s), 993 (s), 935 (s),
801 (m), 769 (s), 719 (s).

HRMS (ESI(+)): m/z [C3sHs50N4O3 +Na]*

Ber.: 597.3775 Gef.: 597.3776.

((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-Hydroxy-5a,5b,8,8,11a-pen-
tamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-1H-cyclopenta[aJchrysene-3a-car-
bonyl)glycine (70, BGE-022)[22°]

Bei 0 °C wurde eine 0.25 molare wassrige NaOH-Loésung (30.0 ml) zu einer Lésung
des Edukts 68 (400.0 mg, 0.74 mmol, 1.00 Aq) in THF (10.0 ml) und H20 (15.0 ml) ge-
geben. Die Reaktion wurde Uber einen Zeitraum von vier Tagen bei Raumtemperatur
unter kontinuierlichem Ruhren durchgefihrt. AnschlieRend wurde das Reaktionsge-
misch unter vermindertem Druck eingeengt und mit Ethylacetat (20.0 ml) versetzt.
Nach Phasentrennung wurde die organische Phase nacheinander zweimal mit Wasser
(10.0 ml), ges. NaCl-Loésung (10.0 ml), ges. NaHCOs-Losung (10.0 ml), erneut mit ges.
NaCl-Losung (10.0 ml) sowie mit Wasser (10.0 ml) gewaschen. Die organische Phase
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wurde uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie Uber Kieselgel
(CycHex:EtOAc 1:2) gereinigt, wobei die reine Verbindung 70 in einer Ausbeute von
77% (293.3 mg, 0.569 mmol) erhalten wurde.

HPLC: tr = 10.5 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 7.86 (s, 1H), 4.64 (s, 1H), 4.24 (s,
1H), 3.70-3.58 (m, 2H), 3.01-2.93 (m, 2H), 2.53-2.51 (m, 1H), 2.18-
2.11 (m, 1H), 1.87-1.80 (m, 1H), 1.79-1.71 (m, 1H, 1.62 (s, 1H),
1.60-1.48 (m, 3H), 1.47-1.39 (m, 5H), 1.37-1.26 (m, 5H), 1.25-1.20
(m, 2H), 1.17-1.09 (m, 1H), 1.07-0.95 (m, 1H), 0.91 (s, 3H), 0.90-
0.88 (m, 1H), 0.86 (s, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.82-0.78 (m, 1H), 0.75 (s,
3H), 0.65 (s, 3H), 0.63-0.58 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 176.1, 171.6, 150.9, 109.1, 76.8,
54.9, 54.8, 46.1, 41.9, 40.9, 38.5, 38.3, 37.5, 36.7, 36.6, 34.9,
32.2, 30.2, 28.8, 28.1, 27.2, 25.2, 20.5, 19.0, 17.9, 15.9, 15.8,
15.8, 14.3.

IR: (ATR) vmax/cm™ 3594 (w), 2933 (s), 2867 (m), 1737 (m), 1638 (m),
1529 (w), 1447 (w), 1376 (w), 1194 (s), 1029 (m), 1007 (w), 983
(w), 880 (s),727 (w).

HRMS (ESI(-):  m/z [Ca2Hs50NO4 -HJ

Ber.: 512.3745 Gef.: 512.3740.
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Methyl (1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-hydroxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]chry-
sene-3a-carboxylate (72, BGE-023)I230l

Eine Lésung aus Betulinsaure (1.0 g, 2.19 mmol, 1.00 Aq) in THF (8.0 ml) wurde unter
Argonatmosphare zu einer Suspension von NaH (60%, 157.7 mg, 6.57 mmol, 3.00 Aq)
in THF (4.5 ml) gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Rihren vorakti-
viert. AnschlieRend wurde Mel (0.818 ml, 13.14 mmol, 6.00 Aq) zugegeben, und das
Reaktionsgemisch fur 17 Stunden bei 65 °C unter Ruhren weiter umgesetzt. Nach Be-
endigung der Reaktion wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
und der Ruckstand in EtOAc (50 ml) aufgenommen. Die organische Phase wurde drei-
mal mit ges. NH4CI-Losung (20.0 ml) und Wasser (20.0 ml) gewaschen, anschlieend
uber Na2S0O4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Aufreinigung
des Rohprodukts erfolgte mittels Saulenchromatographie Uber Kieselgel (CycHex:
EtOAc=19:1). Die Verbindung 72 wurde so in einer Ausbeute von 79% (818.2 mg,

1.74 mmol) isoliert.
HPLC: tr = 10.5 min (Methode C)

H-NMR: (CDCl3, 400 MHz) & [ppm] = 4.74-4.72 (m, 1H), 4.61-4.59 (m, 1H),
3.66 (s, 3H), 3.18 (dd, 1H, J = 11.2, 5.1 Hz),2.99 (td, 1H, J = 11.0,
4.6 Hz), 2.25-2.15 (m, 2H),), 1.93-1.84 (m, 2H), 1.73-1.69 (m, 1H),
1.68 (s, 1H), 1.67-1.64 (m, 1H), 1.63-1.54 (m, 3H), 1.51-1.48 (m,
2H), 1.40-1.35 (m, 6H), 1.30-1.23 (m, 2H), 1.16-1.08 (m, 1H), 1.05-
0.99 (m, 1H), 0.96 (s, 6H), 0.91 (s, 3H), 0.90-0.84 (m, 1H), 0.82 (s,
3H), 0.75 (s, 3H), 0.70-0.65 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 176.8, 150.5, 109.7, 79.2, 56.7, 55.5,
514, 50.7, 49.7, 471, 42.6, 40.9, 39.0, 38.9, 38.5, 37.4, 371,
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34.5, 32.4, 30.8, 29.9, 281, 27.6, 25.7, 21.1, 19.5, 18.5, 16.3,
16.1, 15.5, 14.9.

IR: (ATR) vimax/cm™ 3538 (w), 3455 (w), 2939 (m), 2869 (w), 1718 (s),
1699 (s), 1640 (w), 1443 (m), 1192 (w), 1083 (w), 886 (s), 782 ().

HRMS (ESI(+)):  m/z [C31Hs0O3 +Na]*
Ber.: 493.3652 Gef.. 493.3648.
Methyl (1R,3aS,5aR, 5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR, 13bR)-9-methoxy-

5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]chry-
sene-3a-carboxylate (73, BGE-029)333l

Die Verbindung 73 (155.0 mg, 0.32 mmol, 15%) wurde als Nebenprodukt im Rahmen
der Synthese von Verbindung 72 erhalten und ohne weitere Charakterisierung unmit-

telbar zur Darstellung von Verbindung 75 eingesetzt.
HPLC: tr = 14.4 min (Methode C)

Methyl (1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-acetoxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]chry-
sene-3a-carboxylate (74, BGE-070)23"]

Zu einer Lésung des Substrats 72 (70.8 mg, 0.15 mmol, 1.00 Aq) und DMAP (1.8 mg,
0.02 mmol, 0.10 Aq) in trockenem THF (3.0 ml) wurden Ac20 (28.0 ul, 0.30 mmol,
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2.00 Aq) sowie DIPEA (0.18 ml, 1.05 mmol, 7.00 Aq) zugegeben. Nach fiinfstiindigem
Ruhren unter Ruckfluss wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Der Ruckstand wurde in CHCI; (10.0 ml) gelést und dreimal mit Wasser (5.0 ml) ge-
waschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmit-
tel im Vakuum entfernt, wodurch das reine Produkt 74 in einer Ausbeute von 91%

(70.0 mg, 0.137 mmol) erhalten wurde.
HPLC: tr = 14.0 min (Methode C)

H-NMR: (Aceton-ds, 600 MHz) & [ppm] = 4.76 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 4.63 (4,
1H, J = 2.0 Hz), 4.47 (dd, 1H, J = 11.3, 5.2 Hz), 3.69 (s, 3H), 3.05
(td, 1H, J=10.8, 5.1 Hz), 2.36-2.27 (m, 1H), 2.28-2.21 (m, 1H),
2.08-2.02 (m, 6H), 1.96-1.84 (m, 2H), 1.80-1.68 (m, 5H), 1.70-1.59
(m, 2H), 1.59-1.36 (m, 8H), 1.34-1.26 (m, 1H), 1.22-1.16 (m, 1H),
1.13 (td, 1H, J = 13.0, 4.6 Hz), 1.05 (s, 4H), 0.97 (s, 3H), 0.92 (s,
3H), 0.90 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 0.88 (s, 3H), 0.88 (s, 4H).

13C-NMR: (Aceton-ds, 151 MHz) d [ppm] = 174.6, 169.2, 149.0, 107.7, 79.0,
54.8, 53.7, 49.2, 48.8, 47.7, 45.5, 40.7, 39.0, 36.6, 36.6, 36.0,
35.4, 34.9, 32.5, 30.2, 28.8, 28.0, 25.8, 23.9, 21.9, 19.2, 18.6,
16.4. 14.4,14.1,13.9, 12.6.

IR: (ATR) Vmax/cm™! 3377 (w), 2967 (w), 2942 (m), 2873 (w), 1733 (s),
1727 (s), 1451 (m), 1361 (m), 1240 (s), 1156 (m), 1139 (s), 1010
(w), 978 (m), 900 (m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasH5204 +Na]*

Ber.: 535.3758 Gef.: 535.3759.
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Methyl (1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bS)-1-acetyl-9-methoxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethylicosahydro-3aH-cyclopenta[aJchrysene-3a-car-
boxylate (75, BGE-072)

Ozon wurde Uber einen Zeitraum von zwei Stunden bei -78 °C durch eine Losung des
Edukts 74 (100.0 mg, 0.21 mmol, 1.00 Aq) in einem 4:1-Gemisch aus MeOH/DCM
(10.0 ml) geleitet. Der OzonlUberschuss wurde anschlieend durch Einleiten von Stick-
stoff entfernt, bis die charakteristische blaue Farbung der Lésung vollstandig ver-
schwunden war. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Dimethylsulfid (17 pl,
0.23 mmol, 1.10 Aq) gestoppt. Nach Entfernung des Lésungsmittels unter verminder-
tem Druck wurde das Rohprodukt mittels S&ulenchromatographie auf Kieselgel
(CycHex:EtOAc 19:1) gereinigt. Das Zielprodukt 75 wurde in einer Ausbeute von 22%
(21.9 mg, 0.046 mmol) isoliert.

HPLC: tr = 12.9 min (Methode C)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 3.66 (s, 3H), 3.34 (s, 3H), 3.25 (dd,
1H, J=11.3, 4.6 Hz), 2.28-2.21 ), 2.17 (s, 3H), 2.10 (dd, 1H,
J = 11.3 Hz), 2.05-1.93 (m, 2H), 1.91-1.82 (m, 1H), 1.79-1.66 (m,
3H), 1.43-1.19 (m, 10H), 1.19-1.15 (m, 1H), 1.09-1.02 (m, 2H),
0.98 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.86-0.82 (m, 1H), 0.80 (s,
3H), 0.72 (s, 3H), 0.70-0.63 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 212.3, 176.3, 80.4, 57.3, 56.2, 55.7,
51.2, 51.0, 50.2, 49.3, 42.0, 40.4, 38.6, 38.4, 37.2, 37.0, 36.4,
34.0, 31.3, 30.0, 29.5, 28.1, 27.8, 27.1, 22.0, 20.7, 18.0, 15.9,
15.9, 15.7, 14.5.

IR: (ATR) vma/cm! 2947 (s), 2867 (w), 2847 (w), 1724 (s), 1708 (s),
1449 (m), 1353 (m), 1135 (s), 1098 (s), 974 (m), 816 ().
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HRMS (ESI(+)):  m/z [CaiHs004 +Na]*

Ber.: 509.3601 Gef.: 509.3598.

Methyl (1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bS)-9-acetoxy-1-acetyl-
5a,5b,8,8,11a-pentamethylicosahydro-3aH-cyclopenta[aJchrysene-3a-car-
boxylate (76, BGE-071)[247]

Zu einer Lésung des Edukts 74 (70.0 mg, 0.14 mmol, 1.00 Aq) in einem 1:1-Gemisch
aus Aceton und Wasser (2.0 ml) wurden Rutheniumtetroxid (101.4 mg, 0.61 mmol,
4.50 Aq) sowie Natriumperiodat (87.6 mg, 0.41 mmol, 3.00 Aq) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde Uber einen Zeitraum von sieben Tagen bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach vollstandigem Umsatz wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Der verbleibende Riickstand wurde in DCM (20.0 ml) aufgenommen und das unldsli-
che Rutheniumtetroxid durch Filtration entfernt. Das Filtrat wurde je einmal mit Wasser
(10.0 ml) sowie mit ges. NaCl-Losung (10.0 ml) gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Na2S0O4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reini-
gung des Rohprodukts erfolgte durch praparative Dunnschichtchromatographie
(CycHex:EtOAc 4:1) und ergab die Zielverbindung 76 in einer Ausbeute von 44%
(31.1 mg, 0.062 mmol).

HPLC: tr = 12.9 min (Methode C)

H-NMR: (CDCl3, 400 MHz) & [ppm] = 4.46 (dd, 1H, J= 11.3, 5.0 Hz), 3.67
(s, 3H), 3.25 (td, 1H, J = 11.2, 4.5 Hz),2.28-2.22 (m,1H),), 2.17 (s,
3H), 2.13-2.07 (m, 1H), 2.03 (s, 3H), 2.02-1.96 (m, 1H), 1.91-1.86
(m, 1H), 1.60-1.25 (m, 15H), 1.19-1.15 (m, 1H), 1.09-1.05 (m, 2H),
0.98 (s, 3H), 0.97-0.93 (m, 1H), 0.92 (s, 3H), 0.84 (s, 6H), 0.82 (s,
3H), 0.80-0.77 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 212.3, 176.5, 171.0, 80.9, 56.4, 55.4,

51.4, 51.3, 50.3, 49.5, 42.2, 40.6, 38.4, 37.8, 37.4, 37.1, 36.6,
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34.2, 31.5, 30.0, 29.7, 28.3, 27.9, 27.2, 23.7, 21.3, 20.9, 18.2,
16.5, 16.1, 15.9, 14.7.

IR: (ATR) vmax/cm™! 2944 (m), 2872 (w), 1733 (m), 1714 (s), 1455 (w),
1243 (s), 1152 (w), 1136 (m), 1013 (w), 978 (m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C32Hs00s +Na]*
Ber.: 537.3550 Gef.. 537.3550.

Methyl (1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-acetoxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-((R)-1-oxopropan-2-yl)icosahydro-3aH-cyclo-
penta[aJchrysene-3a-carboxylate (77, BGE-075)

Zu einer Mixtur aus einer vierprozentigen Losung OsOa4 in H20 (25.0 ug, 0.10 ymol,
2.0 mol%) und NMO (29.7 mg, 0.25 mmol, 1.30 Aq) in 1.0 ml DCM wurde eine Lésung
des Edukts 74 (100.0 mg, 0.20 mmol, 1.00 Aq) in 0.5 ml DCM gegeben und fiir finf
Tage bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe einer 10%-
Ldsung aus NaHSO4 in H20 (5.0 ml) gequencht und fur eine Stunde weiter gerthrt,
wodruch die vollstandige Zersetzung des OsO4 gewahrleiste wurde. Die Reaktions|6-
sung wurde dreimal mit 50.0 ml EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Pha-
sen dreimal mit 50.0 ml ges. NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Na2S0O4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde mittels praparativer DC (CH:EA 4:1) gereinigt und das Produkt 77 in 52%
(54.0 mg, 0.20 mmol) Ausbeute isoliert.

HPLC: tr = 7.3 min (Methode C)

H-NMR: (CDCl3, 400 MHz) & [ppm] = 9.83 (d, 1H, J = 1.9 Hz), 4.47 (dd, 1H,
J=11.0, 5.5 Hz), 3.65 (s, 3H), 2.41-2.12 (m, 3H), 2.04 (s, 3H),
1.91-1.79 (m, 2H), 1.73-1.66 (m, 3H), 1.64-1.57 (m, 3H), 1.52-1.46

147



5. Experimentalteil

(m, 2H), 1.41-1.32 (m, 6H), 1.29-1.23 (m, 3H), 1.18 (s, 3H), 1.16-
1.10 (m, 1H), 1.04-0.97 (m, 1H), 0.96 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.84 (s,
3H), 0.84 (s, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.80-0.76 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 207.1, 177.1,171.4, 81.3, 60.7, 55.7,
51.7,50.8, 48.8 (2C), 47.1, 43.5, 41.5, 38.8, 38.6, 38.2, 37.4, 37.1,
34.9,32.5,30.3, 29.3, 28.3 (2C), 28.2, 25.0, 24.0, 21.8, 21.7, 18.5,
17.9, 16.6, 15.5.

IR: (ATR) vimax/cm! 2943 (m), 2870 (w), 1733 (m), 1714 (s), 1453 (w),
1243 (s), 1156 (w), 1135 (m), 1026 (m), 978 (m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasH520s +Na]*
Ber.. 551.33707 Gef.: 537.3702.

(R)-2-((1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-Acetoxy-3a-(me-
thoxycarbonyl)-5a,5b,8,8,11a-pentamethylicosahydro-1H-cyclopenta[ajchrysen-
1-yl)propanoic acid (780, BGE-073)[247]

Unter einer Argonatmosphéare wurden KMnOs (616.4 mg, 3.90 mmol, 20.00 Aq) und
CuSO0s4 x 5 H20 (486.8 mg, 1.95 mmol, 10.00 Aq) zu einer Lésung der Verbindung 74
(100.0 mg, 0.195 mmol, 1.00 Aq) in einem Lésungsmittelgemisch aus DCM (10.0 ml),
tert-Butanol (0.5 ml) und Wasser (0.15 ml) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber einen Zeitraum von funf Tagen bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlielend wurde
die Lésung mit Dichlormethan (10.0 ml) verdinnt und nacheinander dreimal mit ges.
NaHCOs-Lésung (10.0 ml), Wasser (10.0 ml) sowie ges. NaCl-Lésung (10.0 ml) gewa-

schen. Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das Losungsmittel
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im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer Dunnschichtchroma-
tographie (CycHex:EtOAc 1:1) gereinigt, wobei die Zielverbindung 76 in einer Aus-

beute von 12% (13.1 mg, 0.02 mmol) erhalten wurde.
HPLC: tr = 9.3 min (Methode C)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 4.48 (dd, 1H, J = 11.2, 5.2 Hz), 3.65
(s, 3H), 2.74 (dd, 1H, J=7.1, 3.1 Hz),2.23-2.19 ), 2.19-2.14 (m,
1H), 2.04 (s, 3H), 1.83-1.73 (m, 2H), 1.71-1.66 (m, 3H), 1.64-1.60
(m, 2H), 1.52-1.46 (m, 2H), 1.40-1.31 (m, 9H), 1.28-1.26 (m, 1H),
1.16 (s, 3H), 1.14-1.10 (m, 1H), 1.03-0.96 (m, 1H), 0.99 (s, 3H),
0.90 (s, 3H), 0.85 (s, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.83 (s, 3H), 0.81-0.77 (m,
1H).

13C-NMR: (CDCl3, 101 MHz) & [ppm] = 181.1, 177.4,171.1, 81.3, 57.2, 55.8,
51.6, 50.5, 50.1, 43.5, 42.9, 42.6, 41.1, 38.8, 38.5, 38.2, 37.5,
36.8, 34.7, 32.3, 30.1, 28.2, 27.4, 24.9, 24.1, 21.7, 21.3, 18.5,
17.6, 16.9, 16.5, 16.3, 14.9.

IR: (ATR) vimax/cm™ 2941 (s), 2871 (w), 1707 (s), 1454 (m), 1366 (m),
1269 (s), 1156 (w), 1135 (w), 1026 (m), 978 (m), 899 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C33Hs206 +Na]*

Ber.: 567.3656 Gef.: 567.3656.
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Benzyl (1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-hydroxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]chry-
sene-3a-carboxylate (79, BGE-103)I334

Betulinsaure (2.40 g, 5.26 mmol, 1.00 Aq) und K2COs (1.45 g, 10.51 mmol, 2.00 Aq)
wurden in 27.0 ml DMF gel6st. Die Reaktionslésung wurde mit Benzylbromid (1.00 ml,
8.41 mmol, 1.60 Aq) versetzt und drei Tage bei 70°C geriihrt. Die Reaktionsldsung
wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit 200.0 ml H20 verdinnt. Der ausgefal-
lene Feststoff wurde abfiltriert, getrocknet und in 70.0 ml EtOAc gel6st. Die organische
Phase wurde dreimal mit 30 ml H20 und einmal mit 30.0 ml ges. NaCl-Losung gewa-
schen. Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das Ldsemittel im
Vakuum entfernt. Nach der saulenchromatographischen Reinigung (CycHex) wurde
das saubere Produkt 79 in 92% (2.64 g, 4.83 mmol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 11.9 min (Methode C)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 7.38-7.29 (m, 5H), 5.19-5.05 (m, 2H),
4.72 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 4.59 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 3.17 (dd, 1H,
J=11.5, 4.8 Hz), 3.01 (dt, 1H, J=10.9, 4.8 Hz), 2.28 (dt, 1H,
J=12.4, 3.2 Hz), 2.22-2.13 (m, 1H), 1.94-1.81 (m, 2H), 1.68-1.62
(m, 5H), 1.63-1.46 (m, 4H), 1.45-1.14 (m, 10H), 1.09 (dt, 1H,
J=13.5,3.2 Hz), 1.01 (dt, 1H, J = 12.8, 4.7 Hz), 0.95 (s, 3H), 0.94
(s, 3H), 0.88 (dt, 1H, J = 13.1, 4.2 Hz), 0.80 (s, 3H), 0.76 (s, 3H),
0.75 (s, 3H), 0.69-0.59 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 176.0, 150.8, 136.7, 128.7 (2C),
128.4 (2C), 128.2, 109.8, 79.2, 65.9, 56.8, 55.6, 50.8, 49.7, 47.1,
42.6, 40.9, 39.1, 38.9, 38.4, 37.4, 37.1, 34.5, 32.3, 30.8, 29.8,
28.2,27.6, 27.1,25.8,21.0, 19.5, 18.5, 16.3, 16.0.
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IR: (ATR) vmax/cm! 3531 (s), 3078 (w), 2940 (s), 2868 (w), 1690 (s),
1446 (m), 1184 (m), 1062 (m), 882 (s), 783 (s), 699 (s), 621 (w).

HRMS (ESI(+)): m/z [Cs7Hs5403 +Na]*

Ber.: 569.3965 Gef.: 569.3967.

Benzyl (1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-acetoxy-
5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-(prop-1-en-2-yl)icosahydro-3aH-cyclopenta[a]chry-
sene-3a-carboxylate (80, BGE-104)I33%]

Verbindung 79 (2.62 g, 4.79 mmol, 1.00 Aq) und DMAP (58.5 mg, 0.48 mmol, 0.10 Aq)
wurden in 60.0 ml trockenem THF gel6st und mit Ac20 (0.91 ml, 9.58 mmol, 2.00 Aq)
und DIPEA (5.84 ml, 33.52 mmol, 7.00 Aq) versetzt. Die Lésung wurde 6.5 Stunden
zum Sieden erhitzt. Nach vollstandigem Umsatz wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt, der Rickstand in CHCIs (50.0 ml) gel6st, mit H20 (30.0 ml) gewaschen und
uber Na2SO4 getrocknet. Nach saulenchromatographischer Reinigung (CycHex:
EtOAc 9:1) wurde das Produkt 80 in 90% (2.53 g, 4.29 mmol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 13.9 min (Methode C)

H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 7.38-7.33 (m, 4H), 7.33-7.29 (m, 1H),
5.16-5.08 (m, 2H), 4.72 (d, 1H, J = 2.3 Hz), 4.60-4.58 (m, 1H),
4.46 (dd, 1H, J = 11.0, 5.4 Hz), 3.01 (dt, 1H, J = 11.0, 4.8 Hz), 2.28
(dt, 1H, J=12.5, 3.3 Hz), 2.22-2.13 (ddd, 1H, J=12.9, 11.5,
3.7 Hz), 2.03 (s, 3H), 1.93-1.83 (m, 2H), 1.69-1.67 (m, 3H), 1.66-
1.63 (m, 1H), 1.61-1.56 (m, 3H), 1.48-1.25 (m, 11H), 1.20 (td, 1H,
J=12.6, 44 Hz), 1.09 (dt, 1H, J = 13.5, 3.2 Hz), 1.05-0.95 (m,
1H), 0.94 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.83 (s, 3H), 0.82 (s, 6H), 0.76 (s,
4H).
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13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 176.0, 171.1, 150.7, 136.7, 128.6
(2C), 128.4 (2C), 128.2, 109.8, 81.1, 65.9, 56.7, 55.6, 50.6, 49.6,
47.1, 42.6, 40.8, 38.6, 38.4, 38.0, 37.3, 37.1, 34.4, 32.3, 30.8,
29.7, 28.1, 25.7, 23.9, 21.5, 21.1, 19.5, 18.3, 16.6, 16.3, 16.0,
14.8.

IR: (ATR) vma/cm™! 2944 (s), 2868 (w), 1736 (s), 1722 (s), 1454 (m),
1368 (M), 1241 (s), 1127 (s), 975 (m), 750 (s), 697 (s), 627 ().

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHssO4 +Na]*

Ber.: 611.4071 Gef.: 611.4073.

5.4.2 Synthese der Derivate des Ursan-Typs

(1S,2R,4aS,6aS,6bR,8aR,9R,10R,11R,12aR,12bR,14bS)-9-(((2-Carboxy-4,5-dime-
thoxybenzoyl)oxy)methyl)-10,11-dihydroxy-1,2,6a,6b,9,12a-hexamethyl-
1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-
carboxylic acid (83, BGE-025)

(0] O

\ /
Asiatséure (82) (50.00 mg, 0.10 mmol, 1.0 Aq), 5,6-Dimethoxy-2-benzofuran-1,3-di-
one (85.19 mg, 0.41 mmol, 4.0 Aq) und DMAP (1.25 mg, 0.01 mmol, 0.1 Aq) wurden
in 1.5 ml Pyridin gel6ést und bei 100°C gerlhrt. Die Reaktion wurde nach funf Tagen
beendet und mit 10.0 ml EtOAc verdinnt, zweimal mit 5.0 ml 1 M HCI und zweimal mit

5.0 ml ges. NaHCOs-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na2SOa4

getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
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praparativer HPLC (H20:MeCN 5% — 95% MeCN) aufgereinigt und ergab das Produkt
83 in 35% (25.0 mg, 0.04 mmol) Ausbeute.
HPLC: tr = 10.3 min (Methode B)

TH-NMR: (CDCls, 600 MHZz) & [ppm] =7.25 (s, 1H), 7.24 (s, 1H), 7.19 (s,
1H), 7.13 (s, 1H), 5.14-5.11 (m, 1H 4.15 (d, 1H, J=11.1 Hz3.98
(d, 1H, J=11.0 Hz 3.85-3.84 (m, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.83 (s, 3H),
3.82 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.80-3.79 (m, 1H), 3.53-3.50 (m, 1H),
2.10 (d, 1H, J=11.1 Hz), 2.08-2.03 (m, 1H), 1.91-1.87 (m, 2H),
1.82-1.73 (m, 1H, 1.59-1.46 (m, 6H), 1.46-1.33 (m, 3H), 1.31-1.20
(m, 4H), 1.06 (m, 3H), 1.02-0.97 (m, 2H), 0.95 (s, 3H), 0.94-0.92
(m, 1H), 0.90 (s, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.79 (d, 3H, J=6.4 Hz), 0.76
(s, 3H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 178.3, 167.9, 167.6, 167.2, 167.0,
150.5, 150.3, 150.2, 149.7, 138.3, 126.6, 125.4, 125.2, 124.2,
124.1, 111.7, 111.6, 111.4, 111.0, 73.3, 72.0, 66.4, 55.9, 55.9,
55.8, 55.8, 52.4, 46.8, 46.8, 42.5, 42.4, 41.6, 40.1, 38.5, 38.4,
37.5, 36.3, 32.0, 30.2, 27.4, 23.7, 23.0, 22.9, 21.0, 17.7, 17.0,
16.9, 16.7, 13.4.

IR: (ATR) vimax/cm! 2925 (m), 1695 (s), 1520 (w), 1353 (w), 1280(s),
1209 (s), 1134 (m), 1055 (w), 1026 (w), 727 (w).

HRMS (ESI(+)): m/z [C40Hs6010 +Na]*

Ber.: 719.3766 Gef.: 719.3769.
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(1S,2R,4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((2-Carboxy-4,5-dimethoxy-
benzoyl)oxy)-1,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,
12a,12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid (84, BGE-017)

Fir die Synthese des Produkts 84 wurden Ursolsaure (200.0 mg, 0.44 mmol, 1.00 Aq)
und 5,6-Dimethoxy-2-benzofuran-1,3-dion (182.3 mg, 0.88 mmol, 2.00 Aq) und DMAP
(5.4 mg, 43.8 ymol, 0.10 Aq) in 3.0 ml Pyridin gel6st. Die Reaktion erfolgte iber einen
Zeitraum von sieben Tagen bei 100 °C. Die Reaktionsldsung wurde mit 20.0 ml EtOAc
verdunnt und zweimal mit 10.0 ml 1 M HCI sowie zweimal mit 10.0 ml H20 gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach der Reinigung mittels praparativer HPLC
(H20:MeCN 5% — 95% MeCN) wurde das saubere Produkt 84 in 8% (23.6 mg,
35.5 ymol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 12.2 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 7.20 (s, 1H), 7.13 (s, 1H,), 5.17-5.13
(m, 1H), 4.62-4.56 (m, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 2.18-2.06
(m, 1H), 2.01-1.75 (m, 5H), 1.75-1.67 (m, 2H), 1.76-1.59 (m, 2H),
1.59-1.39 (m, 8H), 1.38-1.27 (m, 4H), 1.24 (s, 3H), 1.20-1.10 (m,
1H), 1.08 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.84 (s,
3H), 0.77 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 184.1, 170.6, 168.3, 151.3, 150.8,
138.0, 126.0, 125.9, 125.7, 124.0, 113.4, 112.1, 83.6, 56.2, 56.1,
55.3, 52.4, 48.0, 47.3, 41.9, 39.5, 39.0, 38.8, 38.1, 37.9, 36.9,
36.8, 32.7, 30.5, 29.6, 28.3, 28.0, 24.0, 23.6, 23.3, 22.8, 21.1,
18.1.
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IR: (ATR) Vmax/cm™! 2924 (m), 2850 (w), 1714 (w), 1694 (s), 1463 (w),
1353 (w), 1277 (s), 1205 (s), 1174 (s), 1136 (s), 986 (w), 949 (w),
703 (s), 647 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CaoHs60s +Na]*
Ber.. 687.3867 Gef.: 687.3873.

(1S,2R,4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((2-Carboxy-3,6-difluoroben-
zoyl)oxy)-1,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,
12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid (85, BGE-044)

Die Synthese des Produkts 85 erfolgte, indem Ursolsaure (100.0 mg, 0.22 mmol,
1.00 Aq) und 3,6-Difluorphthalséureanhydrid (80.6 mg, 0.44 mmol, 2.00 Aq) und
DMAP (2.7 mg, 21.9 umol, 0.10 Aq) in 3.0 ml Pyridin geldst wurde. Nach einer Reak-
tionsdauer von sieben Tagen bei 100 °C wurde die Reaktionsldsung mit 20.0 ml EtOAc
verdunnt und zweimal mit 10.0 ml 1 M HCI sowie zweimal mit 10.0 ml H20 gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Na2S0O4 getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach der Reinigung mittels praparativer HPLC
(H20:MeCN 5% — 95% MeCN) wurde das saubere Produkt 85 in 14% (19.2 mg,
29.96 pmol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 9.3 min (Methode A)

H-NMR: (DMSO-ds, 600 MHz) & [ppm] = 7.54 (dd, 2H, J = 6.5 Hz), 5.16-
5.10 (m, 1H), 4.68 (dd, 1H, J = 9.1 Hz), 2.12 (d, 1H, J = 11.3 Hz),
1.96-1.82 (m, 3H), 1.78-1.62 (m, 3H), 1.61-1.38 (m, 8H), 1.35-1.21
(m, 4H), 1.17-1.08 (m, 1H), 1.07 (s, 3H), 1.05-0.96 (m, 1H), 0.92
(s, 10H), 0.84-0.80 (m, 6H), 0.76 (s, 3H).
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13C-NMR: (DMSO-ds, 151 MHz) & [ppm] = 178.3, 163.7, 162.5, 156.1, 153.7,
138.3,122.1,121.8,120.3, 82.9, 54.5, 52.4,46.9, 46.8, 41.7, 38.5,
38.4, 37.6, 37.4, 36.4, 36.3, 32.5, 30.2, 27.7, 27.6, 23.8, 23.3,
22.9,22.7,21.1,17.8,17.0, 16.9, 16.6, 15.1.

IR: (ATR) vimax/cm! 2925 (m), 1718 (s), 1685 (s), 1473 (m), 1273 (s),
1252(s), 1139 (w), 1024 (w), 990 (s), 965 (s), 820 (m), 727 (m),
663 (W).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasH4s06F2 +H]*
Ber.: 639.3503 Gef.: 639.3502.

(1S,2R,4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((2-Carboxy-4,5-difluoroben-
zoyl)oxy)-1,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,
12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid (86, BGE-046)

Die Synthese des Produkts 86 erfolgte, indem Ursolsaure (100.0 mg, 0.22 mmol,
1.00 Aq) und 4,5-Difluorphthalsdureanhydrid (80.6 mg, 0.44 mmol, 2.00 Aq) und
DMAP (2.7 mg, 21.9 umol, 0.10 Aq) in 3.0 ml Pyridin geldst wurde. Nach einer Reak-
tionsdauer von neun Tagen bei 100 °C wurde die Reaktionslésung mit 20.0 ml EtOAc
verdunnt und zweimal mit 10.0 ml 1 M HCI sowie zweimal mit 10.0 ml H20 gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach der Reinigung mittels praparativer HPLC
(H20:MeCN 5% — 95% MeCN) wurde das saubere Produkt 86 in 29% (40.8 mg,
0.06 mmol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 14.1 min (Methode B)

H-NMR: (DMSO-ds, 600 MHz) & [ppm] = 7.70 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7.52 (d,
1H, J = 8.5 Hz), 5.25 (m, 1H), 4.73 (dd, 1H, J = 12.0, 4.7 Hz), 2.20
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(d, 1H, J = 11.0 Hz), 2.06-1.97 (m, 1H), 1.97-1.82 (m, 4H), 1.75-
1.63 (m, 5H), 1.59-1.47 (m, 4H), 1.39-1.28 (m, 4H), 1.17-1.07 (m,
5H), 1.06-1.00 (m, 1H), 0.96 (s, 6H), 0.93 (s, 3H), 0.90-0.86 (m,
4H), 0.85 (s, 3H), 0.79 (s, 3H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 151 MHz)  [ppm] = 178.3, 163.7, 162.5, 156.1, 153.7,
138.3, 124.5, 122.0, 121.8, 120.3, 82.9, 54.5, 52.4, 46.9, 46.8,
41.7, 38.5, 38.4, 37.6, 37.4, 32.5, 30.2, 27.7, 27.6, 23.8, 23.3,
22.9,22.7,21.1,17.8, 17.0, 16.9, 16.6, 15.1.

IR: (ATR) vimax/cm™! 2924 (m), 1685 (s), 1606 (w), 1320 (m), 1253 (m),
1180 (m), 1116 (w), 965 (W), 899 (W), 734 ().

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHasO6F2 +H]*

Ber.: 639.3503 Gef.: 639.3502.

(1S,2R,4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-Acetoxy-1,2,6a,6b,9,9,12a-
heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-octadecahydro-
picene-4a(2H)-carboxylic acid (87, BGE-045)!33¢l

Ursols&ure (200.0 mg, 0.44 mmol, 1.00 Aq) wurde in 7.0 ml trockenem THF geldst und
mit Acetanhydrid (69.5 pl, 0.66 mmol, 1.50 Aq), DIPEA (0.52 ml, 3.07 mmol, 7.00 Aq)
und DMAP (5.4 mg, 0.04 mmol, 0.1 Aq) versetzt und fiir finfeinhalb Stunden zum Sie-
den erhitzt. Die Reaktion wurde im Vakuum eingeengt und mit 20.0 ml EtOAc verdinnt.
Die organische Phase wurde mit 10.0 ml H20 und 10.0 ml ges. NaCl-Lésung gewa-
schen, uber Na2S0O4 getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohpro-
dukt wurde mittels Saulenchromatographie (CycHex:EtOAc 9:1) gereinigt und das Pro-
dukt 87 als weildes Pulver in 63% (148.4 mg, 0.27 mmol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 14.6 min (Methode B)
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H-NMR: (DMSO-ds, 600 MHz) & [ppm] = 5.13(t, 1H, J = 3.6 Hz), 4.40 (dd,
1H, J = 11.5, 4.7 Hz), 2.15-2.08 (m, 1H), 1.99 (s, 3H), 1.94-1.75
(m, 4H), 1.59-1.47 (m, 8H), 1.42-1.14 (m, 6H), 1.05 (s, 3H), 1.03-
0.95 (m, 2H), 0.93-0.89 (m, 7H), 0.87-0.84 (m, 1H) 0.83-0.80 (m,
9H), 0.76 (s, 3H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 151 MHz) & [ppm] = 178.3, 170.1, 138.3, 124.4, 79.9,
54.5,52.4,46.8, 46.8,41.7 (2C), 38.5, 38.4, 37.7, 37.3, 36.4, 36.3,
32.5,30.2,27.8 (2C), 27.6, 23.8, 23.3, 22.8, 21.1, 21.1, 17.8, 17.0,
16.9, 16.7, 15.2.

IR: (ATR) vma/cm! 2924 (s), 1733 (s), 1689 (s), 1455 (m) 1369 (m),
1242 (s), 1027 (m), 967 (w), 905 (w), 732 (m) 661 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C32Hs004 +Na]*

Ber.: 521.3601 Gef.: 521.3603.

(3S,4aR,6aR,6bS,8aS,11R,12S,12aS,14aR,14bR)-8a-(Hydroxycarbamoyl)-
4,4,6a,6b,11,12,14b-heptamethyl-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,
12a,14,14a,14b-icosahydropicen-3-yl acetate (88, BGE-154)[258]

Acetoxyursolsdure (87) (536.00 mg, 1.07 mmol, 1.00 Aq) wurde in 18.0 mI DCM geldst
und bei 0°C mit Oxalylchlorid (0.55 ml, 6.45 mmol, 6.00 Aq) versetzt. Die Lésung
wurde fur zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt, das Lésemittel im Vakuum ent-
fernt und der Ruckstand in 34.0 ml DCM gel6st. Die Lésung wurde mit NEts (1.05 ml,
7.52 mmol, 7.00 Aq) und HNOH x HCI (582.524 mg, 8.38 mmol, 7.80 Aq) versetzt und
fur drei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionldsung wurde je einmal mit
20.0 ml ges. NaCl-Lésung, 20.0 ml ges. NaHCO3s-Lésung, 20.0 ml H20 und 20.0 ml
ges. NaCl-Losung. gewaschen. Die wassrige Phase wurde einmal mit 20 ml DCM ex-
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trahiert und die organische Phase uber Na2SO4 getrocknet und das Losemittel im Va-

kuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels reversed phase Saulenchromatographie
(MeOH:H20 5% — 95% MeOH) gereinigt und ergab das Produkt 88 in 47% (260.9 mg,
0.50 mmol) Ausbeute.

HPLC:

'"H-NMR:

3C-NMR:

IR:

HRMS (ESI(+)):

tr = 12.3 min (Methode B)

(CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 8.59 (s, 1H), 5.40-5.38 (m, 1H), 4.49
(dd, 1H, J = 10.3, 5.5 Hz), 2.04 (s, 3H), 2.02-1.97 (m, 3H), 1.85 (d,
1H, J = 10.7 Hz), 1.79-1.71 (m, 1H), 1.67-1.61 (m, 3H), 1.58-1.46
(m, 5H), 1.42-1.41 (m, 2H), 1.34-1.25 (m, 2H), 1.09 (s, 3H), 1.08-
1.01 (m, 2H), 0.96-0.93 (m, 7H), 0.90-0.82 (m, 12H), 0.82-0.80 (m,
1H), 0.80 (s, 3H).

(DMSO-ds, 151 MHz) & [ppm] = 177.2, 171.1, 140.5, 126.7, 80.9,
55.4, 52.2, 47.6, 47.1, 42.5, 39.7, 39.6, 39.1, 38.4, 37.8, 37.0,
36.8, 32.5, 30.7, 28.2, 27.9, 27.1, 24.9, 23.7, 23.4, 21.4, 21.3,
18.3, 17.3, 16.8 (2C), 15.7.

(ATR) vmas/cm™! 2953 (w), 2922 (s), 2853 (w), 1735 (m), 1463 (m),
1377 (m), 1275 (m), 950 (m).

m/z [C32H5104N +Na]*

Ber.: 536.3710 Gef.: 536.3709.

(1S,2R,4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-N,10-Dihydroxy-
1,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-
octadecahydropicene-4a(2H)-carboxamide (89, BGE-156)[258

KOH (235.7 mg, 4.20 mmol, 9.50 Aq) wurde in 22.0 ml MeOH geldst und Acetoxyur-
solhydroxamséaure (88) (227.2 mg, 0.44 mmol, 1.00 Aq) hinzugefiigt. Die Ldsung
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wurde zwei Tage bei Raumtemperatur gertuhrt. Nach vollstandigem Reaktionsumsatz
wurde das Lésemittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels reversed phase
Saulenchromatographie (MeOH:H20 5% — 95% MeOH) gereinigt. Das Produkt 89
wurde in 87% (180.8 mg, 0.83 mmol) Ausbeute isoliert.

HPLC: tr = 10.5 min (Methode B)

H-NMR: (CDCI3, 600 MHz) & [ppm] = 5.41-5.39 (m, 1H), 3.22 (dd, 1H,
J=11.3, 45 Hz), 2.03-1.97 (m, 3H), 1.86 (d, 1H, J=10.7 Hz),
1.78-1.74 (m, 1H), 1.53-1.43 (m, 3H), 1.63-1.42 (m, 11H), 1.32-
1.25 (m, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.09-1.05 (m, 1H), 1.04-1.00 (m, 1H),
0.99 (s, 3H), 0.95 (d, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.92-0.90 (m, 1H), 0.89-
0.87 (m, 1H), 0.86 (s, 1H), 0.85 (s, 1H), 0.79 (s, 6H), 0.74-0.71 (m,
1H).

13C-NMR: (CDCI3, 151 MHz) & [ppm] = 177.4, 140.5, 126.8, 79.1, 55.3, 52.1,
47.7, 471, 42,5, 39.7, 39.6, 39.1, 38.9, 38.8, 37.1, 36.8, 30.7,
29.9, 28.2, 27.9, 27.3, 24.9, 23.6, 23.4, 21.3, 18.4, 17.3. 16.9,
15.7, 15.6.

IR: (ATR) vimax/cm! 3361 (w), 2920 (s), 2852 (m), 1634 (s), 1456 (s),
1378 (m), 1028 (s), 997 (s), 805 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C30HasOsN +Na]*

Ber.: 494.3605 Gef.: 494.3606.
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5.4.3 Synthese der Derivate des Oleantyps

(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((2-Carboxy-4,5-dimethoxyben-
zoyl)oxy)-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,
12a,12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid (97, BGE-016)

9P
A o
OH
\O
(0]

Fur die Synthese des Produkts 97 wurden Oleanolsaure (200.0 mg, 0.44 mmol,
1.00 Aq) und 5,6-Dimethoxy-2-benzofuran-1,3-dion (136.7 mg, 0.66 mmol, 1.50 Aq)
und DMAP (5.4 mg, 43.8 umol, 0.10 Aq) in 3.0 ml Pyridin geldst. Die Reaktion erfolgte

Uber einen Zeitraum von sieben Tagen bei 100 °C. Die Reaktionslésung wurde mit

20.0 ml EtOAc verdunnt und zweimal mit 10.0 ml 1 M HCI sowie zweimal mit 10.0 ml
H20 gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das Lo-
sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach der Reinigung mittels praparati-
ver HPLC (H20:MeCN 5% — 95% MeCN) wurde das saubere Produkt 97 in 11%
(32.2 mg, 48.4 umol) Ausbeute erhalten.

HPLC: tr = 12.1 min (Methode B)

TH-NMR: (Acetone-ds/Essigsaure-ds (3:2), 400 MHz) & [ppm] = 7.21 (s, 1H),
712 (s, 1H), 5.19-5.16 (m, 1H), 4.63-4.55 (m, 1H), 2.80-2.71 (m,
1H), 1.97-1.88 (m, 1H), 1.88-1.80 (m, 2H), 1.74-1.64 (m, 3H), 1.64-
1.55 (m, 4H), 1.54-1.40 (m, 4H), 1.38-1.20 (m, 4H), 1.18-1.14 (m,
1H), 1.13 (s, 3H), 1.10-0.96 (m, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.90 (s, 3H),
0.88 (s, 6H), 0.83 (s, 3H), 0.74 (s, 3H).

13C-NMR: (Aceton-de/Essigsaure-ds (3:2), 101 MHz) & [ppm] = 181.4, 169.8,
168.1, 152.0, 151.6, 144.7, 127.2, 125.6, 123.1, 112.8, 112.5,
83.2, 56.4, 56.4, 56.2, 48.3, 47.1, 46.7, 42.5, 42.1, 40.2, 38.8,
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38.5, 37.7, 34.4, 33.4, 33.3, 31.2, 30.3, 28.5, 28.4, 26.2, 24.1,
23.8,23.7,23.6,18.9,17.5,17.2,15.7.

IR: (ATR) vimax/cm™ 2941 (m), 2626 (W), 1736 (m), 1691 (s), 1598 (w),
1373 (w), 1292 (s), 1213 (s), 1179 (m), 1137 (m), 1059 (s), 986
(W), 876 (w), 767 (w), 633 ().

HRMS (ESI(+)):  m/z [CaoHs60s +Na]*

Ber.: 687.3867 Gef.: 687.3862.

tert-Butyl (2-((4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-hydroxy-
2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,
12b,13,14b-icosahydropicene-4a-carboxamido)ethyl)carbamate
(92, BGE-123)13%7

DIPEA (1.34 ml, 7.66 mmol, 7.00 Aq) wurde zu einer L6ésung aus Oleanolséure
(500.0 mg, 1.10 mmol, 1.00 Aq), N-Boc-ethylendiamin (0.38 ml, 2.40 mmol, 2.20 Aq),
HATU (499.5 mg, 1.31 mmol, 1.20 Aq) und DMAP (13.4 mg, 0.11 mmol, 0.10 Aq) in
frisch entgastem DMF (2.8 ml) gegeben. Die Reaktionslosung wurde 17 Stunden bei
Raumtemperatur gertuhrt und anschlieend mit Dichlormethan (70.0 ml) verdunnt. Die
organische Phase wurde nacheinander dreimal mit Wasser (je 50.0 ml), ges. NaCl-
Lésung (50.0 ml), ges. NaHCOs-Lésung (50.0 ml), nochmals mit ges. NaCl-Lésung
(50.0 ml) und abschlief3end mit Wasser (50.0 ml) gewaschen. Nach dem Trocknen der
organischen Phase uber Na2SO4 wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte mittels Saulenchromatographie
Uber Kieselgel (CycHex:EtOAc 3:1), wodurch das reine Produkt 92 in einer Ausbeute
von 90% (592.7 mg, 0.99 mmol) erhalten wurde.

HPLC: tr = 8.4 min (Methode C)
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'"H-NMR:

13C-NMR:

IR:

HRMS (ESI(+)):

(CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 6.35 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 5.41-5.33 (m,
1H), 3.61-3.41 (m, 1H), 3.27-3.17 (m, 3H), 3.16-3.10 (m, 1H), 2.54
(dd, 1H, J = 13.3, 4.4 Hz), 1.95-1.91 (m, 1H), 1.79-1.68 (m, 2H),
1.68-1.56 (m, 5H), 1.59-1.46 (m, 5H), 1.42 (s, 10H), 1.36-1.32 (m,
2H), 1.25-1.23 (m, 1H), 1.20-1.15 (m, 2H), 1.14 (s, 3H), 1.04-1.00
(m, 1H), 0.97 (s, 3H), 0.96-0.92 (m, 1H), 0.93-0.88 (m, 9H), 0.77
(s, 3H), 0.74 (s, 3H), 0.73-0.69 (m, 1H).

(CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 179.4, 156.9, 144.9, 123.3, 79.8,
79.2, 55.5, 48.0, 47.0, 46.6, 42.3, 40.8, 40.6, 39.7, 39.1, 38.8,
37.3, 34.5, 33.3, 33.0, 32.7, 31.0, 28.8, 28.4, 27.7, 27.5, 26.2,
24.0,23.9, 18.6,17.2, 15.9, 15.7.

(ATR) vmax/cm™' 3551 (w), 2926 (s), 1692 (s), 1634 (m), 1519 (s),
1454 (m), 1388 (w), 1364 (s), 1251 (m), 1167 (s), 1029 (w), 997
(m).

m/z [Ca7He204N2 +Na]*

Ber.: 621.4602 Gef.: 621.4602.

(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-N-(2-Aminoethyl)-10-hydroxy-
2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-
octadecahydropicene-4a(2H)-carboxamide (93, BGE-125)[3%7]

Das Boc-geschitzte Amin 92 (592.7 mg, 1.00 mmol, 1.00 Aq) wurde in 4 M HCI/Di-

oxan (12.0 ml) geldst und vier Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend

wurde das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Aufreinigung des

Rohprodukts erfolgte mittels Saulenchromatographie Uber Kieselgel (DCM:MeOH

1:1), wobei die Zielverbindung 93 in einer Ausbeute von 87% (465.9 mg, 0.87 mmol)

erhalten wurde.
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HPLC: tr = 7.8 min (Methode D)

H-NMR: (DMSO-ds, 400 MHz) & [ppm]=8.12 (s, 1H), 7.68 (t, 1H,
J =5.6 Hz), 5.52-5.04 (m, 1H), 3.54-3.14 (m, 2H), 2.99 (dd, 1H,
J = 9.6, 6.1 Hz), 2.90-2.65 (m, 3H), 1.91 (dt, 1H, J = 13.7, 6.7 Hz),
1.83-1.76 (m, 2H), 1.71-1.54 (m, 3H), 1.53-1.39 (m, 9H), 1.37-1.17
(m, 2H), 1.13-1.10 (m, 1H), 1.08 (s, 4H), 0.90-0.88 (m, 7H), 0.88-
0.86 (m, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.66 (s, 4H), 0.65 (s, 1H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 101 MHz) & [ppm] = 177.2, 143.9, 121.5, 76.8, 54.8,
471, 45.9, 45.3, 41.2, 38.5, 38.4, 38.1, 36.7, 36.6, 36.6, 33.6,
33.0, 32.5, 32.3, 30.4, 28.2, 27.0, 25.7, 23.4, 22.9, 22.2, 18.0,
16.8, 16.0, 15.1.

IR: (ATR) vmax/cm! 3394 (w), 2928 (s), 1737 (w), 1639 (s), 1547 (m),
1464 (m), 1391 (w), 1240 (w), 1169 (w), 1080 (w), 1044 (s), 997
(m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CazHss02N2 +H]*
Ber.. 499.4258 Gef.: 499.4259.

(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-Hydroxy-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptame-
thyl-N-(1H-tetrazol-5-yl)-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-octade-
cahydropicene-4a(2H)-carboxamide (94, BGE-127)

HN~y

DIPEA (0.534 ml, 3.07 mmol, 14.00 Aq) wurde zu einer Lésung aus Oleanolséure

(100.0 mg, 0.22 mmol, 1.00 Aq), 5-Amino-1H-tetrazol-Monohydrat (99.3 mg,

0.96 mmol, 4.40 Aq), HATU (99.9 mg, 0.26 mmol, 1.20 Aquivalente) und DMAP

(2.70 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) in frisch entgastem DMF (2.8 ml) gegeben. Nach zwei-

tagigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Reaktionsldsung mit DCM (20.0 ml)

versetzt und nacheinander zweimal mit Wasser (10.0 ml), ges. NaCl-Lésung (10.0 ml),
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ges. NaHCOs-Losung (10.0 ml), nochmals mit ges. NaCl-Lésung (10.0 ml) sowie ab-
schliefend mit Wasser (10.0 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel (CycHex:EtOAc
3:1) gereinigt, wobei die Reinsubstanz 94 in einer Ausbeute von 23% (25.9 mg,
0.05 mmol) erhalten wurde.

HPLC: tr = 5.7 min (Methode C)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 13.92 (s, 1H), 10.95 (s, 1H), 5.45 (t,
1H, J=3.8Hz), 3.21 (dd, 1H, J=11.5, 4.4 Hz), 2.91 (, 1H,
J=6.8Hz), 2.29 (td, 1H, J=14.3, 3.9 Hz), 2.06-2.00 (m, 1H),
1.99-1.84 (m, 3H), 1.78 (d, 1H, J = 13.6 Hz), 1.71 (td, 1H, J = 13.8,
4.1 Hz), 1.58-1.48 (m, 6H), 1.34-1.24 (m, 4H), 1.25-1.05 (m, 6H),
0.96 (s, 4H), 0.94 (s, 6H), 0.87 (s, 3H), 0.75 (s, 3H), 0.73-0.69 (m,
1H), 0.63 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 178.9, 150.7, 143.4, 123.5, 78.9,
55.1, 47.6, 47.5, 46.1, 41.8, 41.1, 39.2, 38.7, 38.4, 36.4, 33.9,
32.8, 32.4, 32.0, 31.4, 28.0, 27.3, 27.0, 25.8, 23.5, 23.4, 23.3,
18.2, 16.7, 15.5, 15.3.

IR: (ATR) Vmax/cm-! 3194 (w), 2925 (s), 1668 (m), 1606 (m), 1582 (s),
1532 (w), 1463 (m), 1386 (m), 1028 (s), 996 (s), 920 (w), 655 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [Ca1H49NsO2 +Na]*

Ber.: 546.3778 Gef.: 546.3783.
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4-Cyanobenzyl (4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-hydroxy-
2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-
octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylate (95, BGE-135)

Oleanolsdure (500.00 mg, 1.09 mmol, 1.00 Aq) und K2COs (303.00 mg, 2.19 mmol,
2.00 Aq) wurden in 5.00 ml DMF gel6st. Die Lésung wurde mit 4-Cyanobenzylbromid
(299.60 mg, 1.53 mmol, 1.40 Aq) versetzt und fir sieben Stunden auf 70°C erhitzt. Die
Lésung wurde mit Wasser verdunnt (50.0 ml) und der ausgefallene Feststoff abfiltriert
und getrocknet. Der Riickstand wurde in 70.0 ml EtOAc geldst und dreimal mit 30.0 ml
H20 und einmal mit 30.0 ml ges. NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase
wurde uber Na2SOa4 getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohpro-
dukt wurde Saulenchromatographisch gereinigt (CH:EA 15% — 25% EA) und das Pro-
dukt 95 in einer Ausbeute von 81% (503.8 mg, 0.89 mmol) erhalten.

HPLC: tr = 11.9 min (Methode C)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 7.64 (d, 2H, J=8.3 Hz), 7.45 (d,
J=8.3Hz), 5.28 (t, J = 3.7 Hz), 5.17-5.02 (m, 2H), 3.20 (dd, 1H,
J=11.1, 46 Hz), 2.88 (dd, 1H, J=13.9, 4.6 Hz), 1.84 (dt, 1H,
J=10.0, 3.6 Hz), 1.72-1.50 (m, 9H), 1.42 (s, 6H), 1.38-1.28 (m,
3H), 1.28-1.16 (m, 3H), 1.12 (s, 3H), 1.09-1.02 (m, 1H), 0.97 (s,
3H), 0.97-0.93 (m, 1H), 0.92 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.77 (s, 3H),
0.70 (dd, 1H, J = 11.5, 1.9 Hz), 0.54 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 177.7, 144.0, 142.2, 132.7 (2C),
128.8 (2C), 123.1, 119.1, 112.3, 79.4, 65.3, 55.6, 48.0, 47.3, 46.2,
42.1, 41.8, 39.7, 39.2, 38.9, 37.4, 34.2, 33.5, 33.1, 32.9, 31.1,
28.5, 28.0, 27.6, 27.4 (3C), 26.3, 24.1, 18.7, 17.3, 16.0.

IR: (ATR) vimax/cm! 2980 (w), 2971 (s), 2936 (w), 2903 (w), 1719 (s),
1156 (s), 1121 (w), 817 (m).
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HRMS (ESI(+)): m/z [C3sH5303N +Na]*
Ber.: 594.3918 Gef.: 594.3918.

2-((((3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aS,14aR,14bR)-8a-(((4-Cyanobenzyl)oxy)carbonyl)-
4,4,6a,6b,11,11,14b-heptamethyl-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,
14a,14b-icosahydropicen-3-yl)oxy)carbonyl)-4,5-difluorobenzoic acid
(96, BGE-137)

(0]
E
(0]
OH
E
(6]

4 5-Difluorophthalsdureanhydrid (257.55mg, 1.40 mmol, 4.00 Aq) und DMAP
(4.27 mg, 0.03 mmol, 0.10 Aq) wurden zu einer Lésung aus dem Nitril 95 (200.00 mg,

0.35 mmol, 1.00 Aq) in 3.5 ml Pyridin gegeben. Die Lésung wurde sieben Tage bei
130°C gerlhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung mit 20.0 ml EtOAc
verdinnt und dreimal mit je 10.0 ml 1 M HCI und H20 gewaschen. Die wassrige Phase
wurde dreimal mit 20 ml EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
Uber Na2S0O4 getrocknet und das Ldésemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde mittels praparativer HPLC (H20:MeCN + 0.1% FA 50:50 - 0:100) gereinigt.
Das Produkt 96 wurde in einer Ausbeute von 2% (5.60 mg, 0.01 mmol) isoliert.
HPLC: tr = 14.6 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 7.77 (dd, 1H, J = 10.1, 7.3 Hz), 7.65
(d, 2H, J=8.0 Hz), 7.56 (dd, 1H, J=9.8, 7.4 Hz), 7.45 (d, 2H,
J = 7.9 Hz), 5.36-5.24 (m, 1H), 5.15 (d, 1H, J = 13.3 Hz), 5.07 (d,
1H, J=13.3 Hz), 4.76 (dd, 1H, J=11.8, 4.6 Hz), 2.89 (dd, 1H,
J=14.3, 4.5 Hz), 2.01 (ddd, 1H, J = 13.7, 4.1 Hz), 1.87-1.81 (m,
2H), 1.78-1.62 (m, 4H), 1.61-1.50 (m, 4H), 1.46 (td, 1H, J = 12.8,
4.1 Hz), 1.41-1.31 (m, 3H), 1.31-1.15 (m, 4H), 1.14 (s, 3H), 1.12-
1.02 (m, 2H), 0.95 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.92 (s, 6H,), 0.90 (s, 3H),

0.87 (m, 1H), 0.55 (s, 3H).
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13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 177.6, 168.3, 166.3, 144.0, 142.1,
132.7 (2), 128.8 (2C), 122.8 (2C), 120.53 (d, J = 19.8 Hz), 119.3
(d, J=19.5 Hz), 112.2, 84.4, 65.2, 55.8, 47.9, 47.2, 46.2, 42.1,
41.8, 39.7, 38.5, 38.3, 37.3, 34.2, 33.4, 33.0, 32.8, 31.1, 28.5,
28.0, 26.2, 24.0, 23.8, 23.5, 23.4, 18.5, 17.2, 17.2, 15.7.

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHs506F2N +Na]*
Ber.. 778.3890 Gef.: 778.3890.

(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((2-Carboxy-3,6-difluoroben-
zoyl)oxy)-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,
12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid (98, BGE-099)

Oleanolsaure (100.0 mg, 0.22 mmol, 1.00 Aq), 3,6-Difluorophthalsdureanhydrid
(80.6 mg, 0.44 mmol, 2.00 Aq) und DMAP (2.68 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) wurden in
3.0 ml Pyridin gel6st. Die Lésung wurde drei Tage bei 100°C geruhrt. Nach Beendi-
gung der Reaktion wurde die Losung mit 20.0 ml EtOAc verdinnt und dreimal mit je
10.0 ml 1 M HCI und H20 gewaschen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 20 ml
EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber Na2SO4 getrocknet
und das Ldésemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer
DC (DCM:MeOH 96:4) gereinigt. Das Produkt 98 wurde in einer Ausbeute von 24%
(34.3 mg, 0.05 mmol) isoliert.

HPLC: tr = 8.1 min (Methode C)

H-NMR: (DMSO-ds, 400 MHz) & [ppm] = 7.54 (dd, 2H, J = 6.5 Hz), 5.69-
4.89 (m, 1H), 4.68 (dd, 1H, J = 9.2, 7.2 Hz), 2.75 (dd, 1H, J = 13.9,
4.7 Hz), 1.92 (dt, 1H, J = 13.5, 4.0 Hz), 1.85-1.81 (m, 2H), 1.71-
1.56 (m, 7H), 1.53-1.42 (m, 4H), 1.37-1.29 (m, 2H), 1.28-1.22 (m,
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1H), 1.16-1.14 (m, 1H), 1.13 (s, 3H), 1.10-1.04 (m, 2H), 1.03-0.98
(m, 1H), 0.92 (s, 3H), 0.88 (s, 6H), 0.81 (s, 3H), 074 (s, 3H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 101 MHz) & [ppm] = 178.5, 163.7, 162.5, 155.7, 154.0,
143.9,121.8,121.4,120.2, 82.8, 54.5, 46.8,45.7,45.5, 41.4, 40.8,
40.0, 38.9, 37.4, 37.3, 36.5, 33.3, 32.8, 32.2, 32.1, 27.6, 27.2,
25.6,23.4,22.9, 22.6,17.8, 16.8, 16.6, 15.0.

IR: (ATR) vimax/cm! 2936 (m), 2868 (w), 1724 (s), 1455 (m), 1369 (w),
1236 (s),1125 (w), 975 (w), 818 (w), 729 (m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHs006F2 +Na]*
Ber.. 663.3468 Gef.: 663.3468.

3-((((3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aS,14aR,14bR)-8a-Carboxy-4,4,6a,6b,11,11,14b-hep-
tamethyl-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-icosahydropicen-
3-yl)oxy)carbonyl)thiophene-2-carboxylic acid (99, BGE-098)

Oleanolsaure (100.0 mg, 0.22 mmol, 1.00 Aq), 2,3-Thiophendicarbonsaureanhydrid
(135.0 mg, 0.88 mmol, 4.00 Aq) und DMAP (2.68 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) wurden in
1.5 ml Pyridin geldst. Die Lésung wurde flinf Tage bei 100°C gerthrt. Nach Beendi-
gung der Reaktion wurde die Losung mit 20.0 ml EtOAc verdinnt und dreimal mit je
10.0 ml 1 M HCI und H20 gewaschen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 20 ml
EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber Na2SO4 getrocknet
und das Lésemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer
DC (DCM:MeOH 96:4) gereinigt. Das Produkt 99 wurde in einer Ausbeute von 11%
(15.3 mg, 0.03 mmol) isoliert.

HPLC: tr = 9.3 min (Methode C)

169



5. Experimentalteil

H-NMR: (DMSO-ds, 400 MHz) & [ppm] = 7.82 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 7.24 (d,
1H, J=5.1Hz), 517 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 4.56 (dd, 1H, J= 11.4,
4.9 Hz), 2.75 (dd, 1H, J = 14.0, 4.7 Hz), 1.95-1.88 (m, 1H), 1.87-
1.80 (m, 1H), 1.73-1.54 (m, 6H), 1.53-1.42 (m, 4H), 1.41-1.28 (m,
3H), 1.27-1.21 (m, 2H), 1.20-1.13 (m, 1H), 1.12 (s, 3H), 1.09-0.96
(m, 3H), 0.95-0.91(m, 4H), 0.89 (s, 3H), 0.88 (s, 9H), 0.73 (s, 3H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 101 MHz) & [ppm] = 178.6, 160.8, 143.9, 131.8, 128.6,
121.4,121.4, 82.1, 54.5, 46.8, 45.7, 45.5, 41.4, 40.8, 40.0, 38.9,
37.6, 36.5, 33.3, 32.8, 32.2, 32.1, 30.4, 29.0, 27.8, 25.6, 23.4,
23.0,17.8, 16.8, 16.6, 15.0.

IR: (ATR) vinax/cm! 2948 (m), 2668 (w), 1738 (m), 1688 (m), 1633 (w),
1423 (m), 1270 (s), 1265 (w), 1114 (w), 907 (w), 726 (s), 651 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHs006S +NaJ*
Ber.. 633.3220 Gef.: 633.3223.

2-((((3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aS,14aR,14bR)-8a-Carboxy-4,4,6a,6b,11,11,14b-hep-
tamethyl-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-icosahydropicen-
3-yl)oxy)carbonyl)thiophene-3-carboxylic acid (100, BGE-105)

Verbindung 100 wurde als Regioisomer der Verbindung 99 in einer Ausbeute von 18%
(24.7 mg, 0.04 mmol) isoliert werden.
HPLC: tr = 9.6 min (Methode C)

H-NMR: (DMSO-ds, 400 MHz) & [ppm] = 7.82 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.27 (d,
1H, J=5.1 Hz), 5.17 (t, 1H, J = 3.7 Hz), 4.63 (dd, 1H, J= 10.0,
6.4 Hz), 2.80-2.69 (m, 1H), 1.99-1.85 (m, 1H), 1.85-1.78 (m, 1H),

170



5. Experimentalteil

1.73-1.53 (m, 6H), 1.52-1.41 (m, 4H), 1.41-1.29 (m, 3H), 1.25-1.22
(m, 2H), 1.19-1.14 (m, 1H), 1.12 (s, 3H), 1.08-0.97 (m, 3H), 0.92
(m, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.87 (s, 7H), 0.81 (s, 3H), 073 (s, 3H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 101 MHz) & [ppm] = 178.5, 163.9, 162.1, 143.8, 136.8,
131.1, 128.2, 121.4, 81.7, 54.6, 46.8, 45.7, 45.4, 41.4, 40.8, 40.0,
38.9, 37.4, 36.5, 33.3, 32.8, 32.2, 32.1, 30.4, 29.0, 27.8, 27.2,
25.6, 23.4,22.0,17.8, 16.8, 16.6, 15.0.

IR: (ATR) Vmax/cm! 2925 (m), 2851 (w), 2663 (w), 1687 (m), 1649 (m),
1524 (w), 1442 (m), 1293 (s), 1270 (w), 987 (m), 729 (m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasH5006S +Nal*
Ber.. 633.3220 Gef.: 633.3221.

(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((2-(Methoxycarbonyl)benzoyl)oxy)-
2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-
octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid (101, BGE-181)

P
(@]
°<

(6]

Schritt 1: 2-(Methoxycarbonyl)benzoesaure (500.0 mg, 2.78 mmol, 1.00 Aq) wurde in
DCM (9.0 ml) gelést und auf 0 °C abgekulhlt. AnschlieRend wurden Oxalylchlorid
(0.476 ml, 5.55 mmol, 2.00 Aq) sowie zwei Tropfen DMF zugegeben, woraufhin die

Reaktionslosung unter einer Argonatmosphare fur 15 Stunden geruhrt wurde. Nach
vollstandigem Umsatz wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt,
und das erhaltene Rohprodukt ohne weitere Reinigung im zweiten Reaktionsschritt
weiterverwendet.

Schritt 2: Das Rohprodukt aus Schritt 1 (547.9 mg, 2.76 mmol, 4.20 Aq) wurde in DCM
(5.0 ml) geldst. Eine Lésung aus Oleanolsdure (300.0 mg, 2.76 mmol, 1.00 Aq) und

DMAP (8.0 mg, 0.07 mmol, 0.10 Aq) in Pyridin (5.0 ml) wurde langsam Uber einen
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Tropftrichter zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde anschliel3end 17 Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels unter vermindertem
Druck wurde Wasser (20.0 ml) zugegeben und die Suspension fir weitere 20 Minuten
bei Raumtemperatur geruhrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und das er-
haltene Rohprodukt durch reversed phase-Saulenchromatographie (MeOH:H,O 50%
— 95%) gereinigt. Das Endprodukt 101 wurde in einer Ausbeute von 68% (420.5 mg,
0.68 mmol) erhalten.

HPLC: tr = 14.7 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 400 MHz) & [ppm] = 7.82-7.78 (m, 1H), 7.75-7.66 (m, 3H),
7.62-7.57 (m, 2H), 7.55-7.50 (m, 2H), 5.33 (t, 1H, J = 3.7 Hz), 4.75
(dd, 1H, J = 11.8, 4.6 Hz), 3.91 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 2.85 (dd, 1H,
J=13.6, 4.6 Hz), 2.15-1.99 (m, 1H), 1.90-1.82 (m, 3H), 1.77-1.55
(m, 10H), 1.48-1.25 (m, 6H), 1.16 (s, 3H), 1.14-1.04 (m, 2H), 0.96
(s, 6H), 0.93 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.89-0.86 (m, 1H),
0.79 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCl3, 101 MHz) & [ppm] = 172.3, 168.3, 167.3, 167.1, 163.4,
142.8, 132.5, 132.2, 131.8, 131.4, 130.9,130.9, 129.4, 129.1,
128.8, 128.8, 123.1, 82.5, 55.5, 52.9, 52.6, 48.4, 47.6, 45.8, 41.8,
41.2, 39.4, 38.2, 38.0, 36.9, 33.7, 32.9, 32.7, 31.3, 30.6, 28.1,
27.7,25.7,23.5, 23.5, 23.3, 23.1, 18.2, 17.0, 16.8, 15.5.

IR: (ATR) vimax/cm™! 2947 (m), 1728 (s), 1695 (s), 1599 (w), 1580 (w),
1433 (w), 1278 (s), 1123 (m), 1072 (m), 994 (w), 742 (m), 706 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C3gH5406 -H]-

Ber.: 617.3848 Gef.: 617.3848.
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(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-Acetoxy-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptame-
thyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-octadecahydropicene-
4a(2H)-carboxylic acid (104, BGE-151)13%!

Triethylamin (0.317 ml, 1.86 mmol, 1.70 Aq) und DMAP (13.4 mg, 0.11 mmol, 0.10 Aq)
wurden bei Raumtemperatur zu einer Losung aus Oleanolsaure (500.0 mg,
1.09 mmol, 1.00 Aq) und Ac20 (0.23 ml, 2.19 mmol, 2.00 Aq) in Pyridin (6.6 ml) gege-
ben. Die Reaktionsmischung wurde Uber einen Zeitraum von 17 Stunden unter konti-
nuierlichem Ruhren bei Raumtemperatur umgesetzt. Im Anschluss wurde die Reakti-
onslésung mit DCM (20.0 ml) verdinnt und nacheinander dreimal mit ges. NaCl-L6-
sung (10.0 ml), ges. NaHCOs-Lésung (10.0 ml) sowie erneut mit ges. NaCl-Lésung
(10.0 ml) extrahiert. Die organische Phase wurde uber Na2SO4 getrocknet und das
Lésungsmittel anschlielend unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
mittels reversed phase-Saulenchromatographie (Methanol:Wasser 70% — 95%
MeOH) gereinigt, wodurch das Produkt 104 in einer Ausbeute von 64% (349.5 mg,
0.70 mmol) erhalten wurde.

HPLC: tr = 13.7 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 400 MHz) & [ppm] = 5.28-5.25 (m, 1H), 4.52-4.46 (m, 1H),
2.81 (dd, 1H, J = 14.0, 4.6 Hz), 2.04 (s, 3H), 2.02-1.92 (m, 1H),
1.91-1.84 (m, 2H), 1.81-1.65 (m, 2H), 1.65-1.50 (m, 8H), 1.47-1.19
(m, 6H), 1.12 (s, 3H), 1.10-1.00 (m, 2H), 0.93 (s, 3H), 0.92 (s, 3H),
0.90 (s, 3H), 0.86 (s, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.84-0.81 (m, 1H), 0.74 (s,
3H).

13C-NMR: (CDCl3, 101 MHz) & [ppm] = 184.2, 171.0, 143.6, 122.5, 80.9,
55.3, 47.5, 46.5, 45.8, 41.5, 40.9, 39.2, 38.0, 37.7, 37.0, 33.8,
33.0, 32.5, 30.6, 28.0, 27.6, 25.9, 23.6, 23.5, 23.4, 22.8, 21.3.
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IR: (ATR) vmax/cm! 2926 (s), 1725 (m), 1686 (m), 1462 (w), 1371 (m),
1242 (s), 1159 (w), 1026 (m), 736 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C32Hs004 +Na]*
Ber.. 521.3601 Gef.: 521.3600.

(3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aS, 14aR, 14bR)-8a-(Hydroxycarbamoyl)-
4,4,6a,6b,11,11,14b-heptamethyl-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,
14,14a,14b-icosahydropicen-3-yl acetate (105, BGE-153)[25°

Oxalylchlorid (0.36 ml, 4.20 mmol, 6.00 Aq) wurde bei 0 °C zu einer Lésung aus Ver-
bindung 104 (349.5 mg, 0.70 mmol, 1.00 Aq) in DCM (18.0 ml) gegeben. Anschlie-
Rend wurde die Reaktionslésung auf Raumtemperatur erwarmt und fir zwei Stunden
unter RUhren umgesetzt. Nach vollstandigem Umsatz wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der verbleibende Ruickstand in Dichlormethan
(22.0 ml) gelést. Unter Rihren wurden Triethylamin (0.684 ml, 4.91 mmol, 7.00 Aq)
sowie Hydroxylammoniumchlorid (379.8 mg, 5.47 mmol, 7.80 Aq) zugegeben und die
Reaktionsmischung wurde fur weitere drei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Im
Anschluss daran wurde die Reaktionslosung dreimal mit ges. NaCl-Losung (10.0 ml),
ges. NaHCO3-L6sung (10.0 ml), Wasser (10.0 ml) sowie erneut mit ges. NaCl-Lésung
(10.0 ml) gewaschen. Die wassrige Phase wurde zusatzlich einmal mit DCM (20.0 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na2SO4 getrocknet, fil-
triert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohpro-
dukt wurde durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel (CycHex:EtOAc 4:1) gerei-
nigt. Auf diese Weise wurde das reine Produkt 105 in einer Ausbeute von 37%
(131.8 mg, 0.26 mmol) isoliert.

HPLC: tr = 12.4 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 5.48-5.34 (m, 1H), 4.53-4.42 (dd, 1H,
J=9.6, 6.2 Hz), 2.50-2.41 (m, 1H), 2.04 (s, 3H), 2.02-1.88 (m,
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3H), 1.82-1.71 (m, 2H), 1.64-1.55 (m, 6H), 1.49-1.30 (m, 4H), 1.27-
1.17 (m, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.09-0.99 (m, 2H), 0.94 (s, 3H), 0.90 (s,
3H), 0.88 (s, 3H), 0.86 (s, 6H), 0.85-0.83 (m, 1H), 0.81 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 171.0, 144.8, 123.8, 80.8, 55.2, 47.4,
46.2, 41.9, 40.7, 39.4, 38.2, 37.7, 36.8, 33.9, 32.9, 32.1, 31.9,
30.7, 28.0, 27.2, 25.7, 23.7, 23.6, 23.5, 23.4, 21.3.

IR: (ATR) Vmax/cm™! 3399 (w), 2940 (s), 1719 (m), 1638 (s), 1463 (m),
1370 (m), 1242 (s), 1159 (w), 1026 (m), 729 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C32H51NO4 +Na]*
Ber.: 536.3710 Gef.: 536.3746.

(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-N,10-Dihydroxy-2,2,6a,6b,9,9,12a-hep-
tamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-octadecahydropicene-
4a(2H)-carboxamide (106, BGE-155)2%9

Zu einer Lésung aus KOH (106.3 mg, 1.90 mmol, 9.50 Aq) in MeOH (11.0 ml) wurde
das Edukt 105 (102.5 mg, 0.20 mmol, 1.00 Aq) gegeben. Die Reaktionsmischung
wurde unter kontinuierlichem Rihren zwei Tage lang bei Raumtemperatur umgesetzt.
Anschliellend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruck-
stand wurde in EtOAc (20.0 ml) geldst und dreimal mit Wasser (10.0 ml) gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels reversed
phase-Saulenchromatographie (MeOH:H20 70% — 95% MeOH) gereinigt. Das reine
Produkt 106 wurde mit einer Ausbeute von 95% (89.1 mg, 0.19 mmol) erhalten.
HPLC: tr = 10.6 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 5.48-5.38 (m, 1H), 3.26-3.18 (m, 1H),
2.03-1.95 (m, 3H), 1.89-1.84 (m, 1H), 1.80-1.74 (m, 1H), 1.68-1.37
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(m, 11H), 1.33-1.27 (m, 3H), 1.25 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.08-1.04
(m, 1H), 1.03-1.00 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.92 (s, 3H),
0.91-0.88 (m, 1H), 0.86 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.79 (s, 6H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 177.2, 140.4, 126.7, 79.0, 55.1, 52.0,
47.5, 46.9, 42.4, 39.5, 39.4, 39.0, 38.7, 38.6, 36.9, 36.6, 32.4,
31.9, 30.6, 29.7, 28.1, 27.7, 24.8 23.6, 23.3, 22.7, 21.3.

IR: (ATR) vmax/cm™' 3379 (w), 2925 (s), 2871 (w), 1725 (s), 1686 (w),
1462 (m), 1385 (w), 1275 (s), 1123 (m), 1028 (w), 749 (s).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CaoH4sNO3 -HJ
Ber.: 470.3640 Gef.: 470.3641.

4,5-Difluoro-2-((((3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aS,14aR,14bR)-8a-(hydroxycarbamoyl)-
4,4,6a,6b,11,11,14b-heptamethyl-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,
14a,14b-icosahydropicen-3-yl)oxy)carbonyl)benzoic acid (102, BGE-158)

Verbindung 106 (69.7 mg (0.15 mmol, 1.00 Aq), 4,5-Difluorophthalsédureanhydrid
(54.4 mg, 0.30 mmol, 2.00 Aq) und DMAP (1.8 mg, 0.01 mmol, 0.10 Aq) wurden in
2.5 ml Pyridin gel6st und drei Tage lang bei 110°C umgesetzt. Die Lésung wurde mit
20.0 ml EtOAc verdunnt und je dreimal mit 10.0 ml 1 M HCI und 10.0 ml H20 gewa-
schen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 20.0 ml EtOAc extrahiert, die vereinten
organischen Phasen Uber Na2SO4 getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt.
Nach Reinigung des Rohprodukts mittels praparativer HPLC (H20:MeCN 5% — 95%
MeCN) wurde das Produkt 102 in 29% (27.2 mg, 0.04 mmol) Ausbeute isoliert.
HPLC: tr = 12.2 min (Methode B)
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H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 7.70-7.59 (m, 2H), 5.52-5.45 (m, 1H),
454 (dd, 1H, J=11.81, 4.66 Hz), 2.46 (dd, 1H, J=13.01,
4.31 Hz), 2.01-1.96 (m, 1H), 1.95-1.88 (m, 1H), 1.84-1.71 (m, 3H),
1.70-1.53 (m, 6H), 1.52-1.30 (m, 4H), 1.30-1.21 (m, 3H), 1.17 (s,
3H), 1.15-1.00 (m, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.91 (s, 3H),
0.90-0.84 (m, 7H), 0.80 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 176.9, 169.9, 165.4, 150.7, 144.7,
129.7,124.2,119.8,119.2,84.1, 55.1, 46.9,46.0,45.4,41.6, 41 1,
39.3, 37.7, 37.7, 36.9, 33.7, 32.8, 32.0, 31.6, 30.60, 28.4, 27.30,
25.6,23.4,21.9,18.2,17.3, 16.6, 16.0.

IR: (ATR) vmax/cm™! 3358 (w), 2945 (m), 1723 (m), 1698 (m), 1603
(m), 1442 (m), 1323 (s), 1280 (s), 1182 (s), 1113 (m), 965 (w), 796
(m), 653 ().

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHsoF2aNOs -HJ
Ber.: 654.3612 Gef.: 654.3611.

(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((2-Carboxy-4,5-difluoroben-
zoyl)oxy)-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,
12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid (107, BGE-100)

(0]
E
O
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E
(0]

Oleanolsaure (500.0 mg, 1.09 mmol, 1.00 Aq), 4,5-Difluorophthalsdureanhydrid
(806.2 mg, 4.38 mmol, 4.00 Aq) und DMAP (2.7 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) wurden in
3.0 ml Pyridin geldst und Uber 20 Stunden bei 110 °C umgesetzt. Die Losung wurde
mit 20.0 ml EtOAc verdunnt und je dreimal mit 10.0 ml 1 M HCI und 10.0 ml H20 ge-

waschen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 20.0 ml EtOAc extrahiert, die verein-
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ten organischen Phasen Uber Na2SO4 getrocknet und das Losemittel im Vakuum ent-
fernt. Nach der saulenchromatographischen Reinigung (CycHex:EtOAc 4:1) wurde
das Produkt 107 in 47% (330.6 mg, 0.52 mmol) Ausbeute isoliert.

HPLC: tr = 8.8 min (Methode C)

H-NMR: (DMSO-ds, 400 MHz) & [ppm] = 7.85-7.76 (m, 1H), 7.77-7.68 (m,
1H), 5.20-5.14 (m, 1H), 4.66-4.57 (m, 1H), 2.75 (dd, 1H, J = 13.7,
4.6 Hz), 2.02-1.79 (m, 3H), 1.74-1.56 (m, 6H), 1.56-1.39 (m, 5H),
1.37-1.14 (m, 5H), 1.12 (s, 3H), 1.10-0.96 (m, 3H), 0.91 (s, 6H),
0.88 (s, 6H), 0.82 (s, 3H), 073 (s, 3H).

13C-NMR: (DMSO-ds, 101 MHz) & [ppm] = 178.6, 166.3, 165.3, 143.9, 121.4,
118.6, 82.4, 54.7, 46.8, 45.7, 45.8, 41.4, 40.8, 37.5, 36.5, 33.3,
32.8, 32.2, 32.1, 30.4, 27.9, 27.2, 25.6, 23.4, 22.9, 22.6, 22.5,
17.8, 16.8, 16.7, 15.0.

IR: (ATR) vmax/cm™ 2945 (m), 1839 (w), 1710 (s), 1604 (w), 1521 (w),
1439 (m), 1389 (w), 1322 (s), 1304 (m), 1184 (s), 1117 (m), 1116
(m), 963 (m), 767 (m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHs006F2 +Na]*

Ber.: 663.3468 Gef.: 663.3468.
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(4aS,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14bS)-10-((4,5-Difluoro-2-(hydro-
xycarbamoyl)benzoyl)oxy)-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,
9,10,11,12,12a,12b,13,14b-octadecahydropicene-4a(2H)-carboxylic acid
(103, BGE-167)

Oxalylchlorid (1.260 ml, 14.69 mmol, 12.00 Aq) wurde bei 0 °C zu einer Lésung von
Verbindung 107 (784.0 mg, 1.22 mmol, 1.00 Aq) in DCM (20.0 ml) gegeben. Die Re-
aktionslésung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und unter kontinuierlichem Ruhren
Uber einen Zeitraum von zwei Stunden umgesetzt. Anschlieend wurde das Lésungs-
mittel unter reduziertem Druck entfernt und der verbleibende Rickstand in DCM
(35.0 ml) geldst. Triethylamin (2.39 ml, 17.14 mmol, 14.00 Aq) und Hydroxylammoni-
umchlorid (1.36 g, 19.58 mmol, 16.00 Aq) wurden zugegeben und die Reaktion bei
Raumtemperatur fur drei Stunden geruhrt. Anschlieliend wurde die Reaktionslésung
dreimal nacheinander mit ges. NaCl-Lésung (20.0 ml), ges. NaHCOs-Lésung
(20.0 ml), H20 (20.0 ml) sowie erneut mit ges. NaCl-Lésung (20.0 ml) gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lo6-
sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mit-
tels praparativer HPLC (MeCN:H,O 5% — 95% MeCN) gereinigt. Das gewunschte
Produkt 103 wurde mit einer geringen Ausbeute von 2% (17.5 mg, 0.03 mmol) isoliert.
HPLC: tr = 11.7 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 400 MHz) & [ppm] = 7.87 (dd, 1H, J = 10.5, 7.6 Hz), 7.36
(dd, 1H, J = 9.4, 7.1 Hz), 5.36-5.20 (m, 1H), 4.74 (dd, 1H, J = 11.8,
4.5 Hz), 2.96-2.80 (m, 1H), 2.12-1.78 (m, 4H), 1.76-1.45 (m, 7H),
1.44-1.29 (m, 2H), 1.28-1.16 (m, 3H), 1.13 (s, 4H), 1.08-1.05 (m,
1H), 1.02 (s, 3H), 1.01-0.92 (m, 7H), 0.91 (s, 3H), 0.87 (s, 4H),
0.70 (s, 3H).
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13C-NMR: (CDCIs, 101 MHz) d [ppm] = 185.2, 166.4, 164.0, 143.6, 122.8,
85.8, 55.3, 47.2, 46.5, 45.6, 41.2, 41.0, 39.2, 37.9, 37.7, 37.2,
33.6, 33.1, 32.8, 32.0, 30.7, 28.5, 27.6, 26.2, 23.6, 22.3, 23.2,
22.9,18.2,17.2,15.6.

IR: (ATR) vnax/cm" 2949 (w), 1689 (w), 1463 (w), 1275 (m), 1267 (m),
1261 (m), 1185 (w), 1133 (w), 1066 (W), 964 (w), 897 (w), 764 (s),
745 (s),

HRMS (ESI(+)):  m/z [C3sHs1F2NOs +Na]*

Ber.: 678.3577 Gef.: 678.3579.

(4aR,6aR,6bS,8aS,12aR,12bS,13S,14aR,14bR)-13-Hydroxy-4,4,6a,6b,11,11,14b-
heptamethyloctadecahydro-3H,9H-12b,8a-(epoxymethano)picene-3,16-dione
(108, BGE-108)[268l

Eine Lésung aus Oleanolsaure (2.0 g, 4.38 mmol, 1.00 Aq) in DCM (14.3 ml) und
MeOH (2.8 ml) wurde auf -50 °C abgekuhlt. AnschlieRend wurde Uber einen Zeitraum
von drei Stunden Ozon durch die Losung geleitet. Nach Abschluss der Reaktion wurde
das Uberschussige Ozon durch das Einleiten von Stickstoffgas entfernt, bis die cha-
rakteristische blaue Farbung vollstandig verschwunden war. Das Losungsmittel wurde
unter reduziertem Druck entfernt. Die anschlieRende Umkristallisation aus Isopropanol
fUhrte zur Isolierung des gewlnschten Produkts 108 in 77% (1.59 g, 3.38 mmol) Aus-

beute.
HPLC: tr = 6.4 min (Methode C)
TH-NMR: (CDCls, 400 MHz) 6 [ppm] = 3.90 (t, 1H, J = 2.9 Hz), 2.48-2.37 (m,

1H), 2.57-2.48 (m, 1H), 2.20-2.09 (m, 2H), 2.08-1.99 (m, 3H), 1.99-
1.84 (m, 2H), 1.72 (dd, 1H, J=13.2, 2.3 Hz), 1.66-1.51 (m, 4H),
1.50-1.43 (m, 3H), 1.42-1.34 (m, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.30-1.24 (m,

180



5. Experimentalteil

3H), 1.19 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.04 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.90 (s,
3H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 217.5, 179.7, 90.5, 76.2, 54.8, 51.1,
47.3, 44.7, 43.8, 42.1, 39.5, 39.4, 36.1, 34.1, 33.9, 33.3, 33.2,
31.5, 29.1, 28.0, 27.4, 26.6, 23.8, 21.1, 21.0, 19.0, 18.3, 18.1,
16.2.

IR: (ATR) vmax/cm! 3508 (m), 2948 (s), 2919 (s), 2891 (w), 2868 (w),
1734 (s), 1705 (s), 1626 (m), 1453 (w), 1387 (m), 1256 (m), 1226
(w), 1142 (w), 1068 (m), 909 (w), 717 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CaoH4804 +Na]*
Ber.: 495.3445 Gef.: 495.3444.

(3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aR,12bS,13S,14aR,14bR)-3,13-Dihydroxy-
4,4,6a,6b,11,11,14b-heptamethyloctadecahydro-1H,9H-12b,8a-(epoxyme-
thano)picen-16-one (109, BGE-118)I268l

NaBH4 (2.14 g, 56.63 mmol, 17.00 Aq) wurde zu einer Lésung aus Verbindung 108
(1.57 g, 3.33 mmol, 1.00 Aq) in einem 1:1-Gemisch aus DCM und MeOH (260.0 ml)
bei -78 °C zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von einer Stunde bei -78 °C wurde
die Losung auf Raumtemperatur erwarmt und fur weitere drei Tage unter kontinuierli-
chem Rihren umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 M Natronlauge
(17.0 ml) gestoppt. AnschlieRend wurde die wassrige Phase dreimal mit Dichlorme-
than (20.0 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natri-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das ge-
winschte Produkt 109 wurde in einer Ausbeute von 92% (1.44 g, 3.05 mmol) erhalten.
HPLC: tr = 5.6 min (Methode C)

181



5. Experimentalteil

H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 3.88 (t, 1H, J = 2.9 Hz), 3.22 (dd, 1H,
J=11.6, 4.7 Hz), 2.13 (td, 1H, J = 13.3, 5.8 Hz), 2.07-1.94 (m,
3H), 1.92-1.82 (m, 2H), 1.72 (dt, 1H, J = 13.0, 3.7 Hz), 1.67-1.33
(m, 11H), 1.30 (s, 3H), 1.28-1.21 (m, 2H), 1.17 (m, 1H), 1.14 (s,
3H), 0.99 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.95 (m, 1H), 0.90 (s, 3H), 0.88 (s,
3H), 0.78 (s, 3H), 0.76-0.73 (m, 1H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 180.0, 90.6, 78.8, 76.4, 55.2, 51.1,
44.7, 44.6, 42.3, 42.1, 39.4, 38.8, 36.4, 34.1, 34.0, 33.3, 31.6,
28.8, 28.0, 28.0, 27.5, 27.2, 23.9, 21.2, 18.6, 18.5, 17.7, 16.3,
15.3.

IR: (ATR) vimax/cm" 3555 (w), 2945 (m), 2865 (w), 2599 (w), 1733 (s),
1695 (m), 1469 (w), 1258 (w),1061 (m), 946 (m), 907 (w), 898 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CaoH4s04 +Na]*
Ber.: 495.3445 Gef.: 495.3444.

4,5-Difluoro-2-((((3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aR,12bS,13S,14aR,14bR)-13-hydroxy-
4,4,6a,6b,11,11,14b-heptamethyl-16-oxooctadecahydro-1H,9H-12b,8a-(epoxy-
methano)picen-3-yl)oxy)carbonyl)benzoic acid (110, BGE-120)

Verbindung 109 (100.0 mg, 0.22 mmol, 1.00 Aq), 4,5-Difluorophthalsédureanhydrid
(80.6 mg, 0.44 mmol, 2.00 Aq) und DMAP (2.7 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) wurden in
3.0 ml Pyridin geldst und Uber drei Tage bei 110 °C umgesetzt. Die Lésung wurde mit
20.0 ml EtOAc verdunnt und je dreimal mit 10.0 ml 1 M HCI und 10.0 ml H20 gewa-
schen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 20.0 ml EtOAc extrahiert, die vereinten

organischen Phasen Uber Na2SO4 getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt.
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Nach der saulenchromatographischen Reinigung (DCM:MeOH 95:5) wurde das Pro-
dukt 110 in 28% (40.2 mg, 0.06 mmol) Ausbeute isoliert.
HPLC: tr = 8.3 min (Methode C)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 7.58 (m, 1H), 7.34 (m, 1H), 4.56 (dd,
1H, J = 11.9, 4.5 Hz), 3.67 (m, 1H), 2.15 (td, 1H, J = 13.3, 6.0 Hz),
2.00-1.87 (m, 3H), 1.85-1.77 (m, 1H), 1.77-1.52 (m, 6H), 1.53-1.43
(m, 3H), 1.38 (m, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.25-1.20 (m, 1H), 1.20-1.14
(m, 1H), 1.13-1.07 (m, 2H), 1.03 (s, 3H), 0.93 (d, 6H, J = 4.1 Hz),
0.90-0.87 (m, 1H), 0.86 (s, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.77 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 178.9, 167.4, 117.6, 115.7, 90.5,
81.0, 74.2, 54.9, 50.4, 44.0, 43.9, 41.8, 40.1, 38.4, 38.1, 37.6,
36.0, 33.7, 33.5, 33.0, 28.2, 27.9, 27.4, 27.3, 23.8, 22.6, 20.8,
18.3, 18.1,17.2, 16.5, 16.1.

IR: (ATR) vimax/cm! 2934 (m), 2878 (w), 1760 (m), 1733 (w), 1709 (s),
1475 (m), 1285 (w), 1241(s), 1225 (s), 1143 (w), 1021 (w), 985
(W), 948 (s), 820 (m), 728 (m).

HRMS (ESI(+)):  m/z [CasHs007F2 +Na]*
Ber.: 679.3417 Gef.: 679.3417.

3,6-Difluoro-2-((((3S,4aR,6aR,6bS,8aS,12aR,12bS,13S,14aR,14bR)-13-hydroxy-
4,4,6a,6b,11,11,14b-heptamethyl-16-oxooctadecahydro-1H,9H-12b,8a-(epoxy-
methano)picen-3-yl)oxy)carbonyl)benzoic acid (111, BGE-121)

Verbindung 109 (100.0 mg (0.22 mmol, 1.00 Aq), 3,6-Difluorophthalsdureanhydrid
(80.6 mg, 0.44 mmol, 2.00 Aq) und DMAP (2.7 mg, 0.02 mmol, 0.10 Aq) wurden in
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3.0 ml Pyridin geldst und uber drei Tage bei 110 °C umgesetzt. Die Losung wurde mit
20.0 ml EtOAc verdinnt und je dreimal mit 10.0 ml 1 M HCI und 10.0 ml H20 gewa-
schen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 20.0 ml EtOAc extrahiert, die vereinten
organischen Phasen Uber Na2SO4 getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt.
Nach der saulenchromatographischen Reinigung (DCM:MeOH 95:5) wurde das Pro-
dukt 111 in 23% (33.1 mg, 0.05 mmol) Ausbeute isoliert.

HPLC: tr = 7.6 min (Methode C)

H-NMR: (CDCls, 600 MHz) & [ppm] = 7.19 (td, 1H, J= 8.9, 4.0 Hz), 7.18
(td, 1H, J = 8.9, 3.7 Hz), 4.76 (dd, 1H, J = 11.9, 4.6 Hz), 3.86 (s,
1H), 2.27-2.10 (m, 2H), 1.95-1.90 (m, 3H), 1.79-1.53 (m, 6H), 1.52-
1.42 (m, 2H), 1.40-1.31 (m, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.19-1.15 (m, 3H),
1.12-1.07 (m, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.01-0.95 (m, 1H), 0.93 (d, 6H,
J = 4.6 Hz), 0.90-0.87 (m, 1H), 0.86 (s, 3H), 0.85 (s, 3H), 0.78 (s,
3H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 178.8, 90.6, 81.3, 74.2, 54.8, 50.3,
44.0, 43.8, 41.8, 41.6, 38.4, 38.0, 37.5, 36.0, 33.7, 33.4, 33.1,
31.2, 28.2, 27.6, 24.7, 27.3, 23.8, 22.7, 20.7, 18.3, 18.1, 17.2,
16.5, 16.0.

IR: (ATR) vimax/cm™ 3511 (w), 2935 (s), 2878 (m), 1762 (m), 1719 (s),
1615 (w), 1474 (s), 1280(m), 1243 (m), 1225 (m), 1134 (m), 1022
(W), 948 (s), 820 (m), 728 (m), 673 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C3sHs007F2 +Na]*

Ber.: 679.3417 Gef.: 679.3417.
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5.4.4 Synthese des bicyclischen Diterpens

(2E,6E)-3,7,11-Trimethyldodeca-2,6,10-trien-1-yl acetate (146, BGE-101)[32°]

OY
o}
NS

Farnesol (2.00 ml, 8.00 mmol, 1.00 Aq) wurde in 3.0 ml Pyridin gel6st und tber einen
Zeitraum von 15 Minuten mit Ac20 (3.00 ml, 28.32 mmol, 3.54 Aq) versetzt und drei
Tage bei Raumtemperatur umgesetzt. Die Losung wurde auf 20.0 g Eis gegeben und
sechsmal mit 50.0 ml Petrolether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurde je zweimal mit 50.0 ml H20, 50.0 ml 5% H2SOs-Lésung und 50.0 ml ges.
NaHCOs-Lésung gewaschen und dber NazSOs getrocknet. Das Ldsemittel wurde im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt wurde mittels reversed phase-Saulenchromato-
graphie (H20:MeCN + 0.1% FA 25:75) gereinigt und das Produkt 146 in 83% Ausbeute
(4.37 g, 16.53 mmol) erhalten.

HPLC: tr = 12.3 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 5.34 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 5.17-5.05 (m,
2H), 4.58 (d, 2H, J = 7.1 Hz), 2.16-2.09 (m, 2H), 2.08-2.01 (m, 8H),
1.97 (dd, 1H, J=9.1, 6.3 Hz), 1.73-1.65 (m, 6H), 1.63-1.55 (m,

6H).

13C-NMR: (CDCls, 151 MHz) & [ppm] = 171.0, 142.2, 135.4, 131.2, 124.3,
123.6, 118.2, 61.3, 39.8, 39.5, 31.9, 26.7, 26.1, 23.3, 21.0, 17.6,
16.4.

IR: (ATR) Vmas/cm™! 2967 (w), 2929 (w), 1737 (s), 1445 (w), 1377 (m),

1367 (w), 1229 (s), 1023 (m), 953 (w).
HRMS (ESI(+)):  m/z [C17H2s02 +Na]*

Ber.: 287.9182 Gef.: 287.9181.
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(2E,6E)-10-Bromo-11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dien-1-yl acetate
(147, BGE-102)323]

Y

0]

NS

Br
HO

Farnesylacetat (146) (1.72 g, 6.49 mmol, 1.00 Aq) wurde in tBuOH (59.00 ml) und H20
(29.5 ml) geldst. Die Losung wurde auf 0 °C abgekihlt und mit 63.0 ml H20 bis zum
Einstellen einer dauerhaften Trubung aufgefillt. Durch die Zugabe von 9.0 ml {BuOH
wurde die Tribung wieder aufgelost. Die Losung wurde auf Raumtemperatur erwarmt
und NBS (32.35 g, 13.18 mmol, 1.10 Aq) zu der Lésung gegeben. Die Reaktion wurde
bei Raumtemperatur gerihrt, bis sich das gesamte NBS aufgeldst hatte. Nach Been-
digung der Reaktion wurde die Reaktionslésung im Vakuum eingeengt und finfmal mit
70.0 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na2SO4 ge-
trocknet und das Ldsemittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde mittels reversed
phase-Saulenchromatographie (H20:MeCN + 0.1% FA 40:60) gereinigt. Das Produkt
147 wurde in einer Ausbeute von 34% (0.80 g, 2.23 mmol) erhalten.

HPLC: tr = 10.1 min (Methode B)

H-NMR: (CDCls, 400 MHz) & [ppm] = 5.39-5.29 (m, 1H), 5.21-5.13 (m, 1H),
4.58 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 3.97-3.91 (m, 1H), 2.37-2.22 (m, 1H),
2.21-2.07 (m, 4H), 2.07-1.97 (m, 4H), 2.01-1.90 (m, 1H), 1.71-1.68
(m, 3H), 1.60-1.55 (m, 3H), 1.39-1.31 (m, 6H).

13C-NMR: (CDCls, 101 MHz) & [ppm] = 171.6, 142.5, 134.2, 125.6, 118.9,
72.9, 71.1, 61.8, 40.2, 39.8, 32.5, 26.9, 26.6, 23.6, 21.5, 16.9,
16.3.

IR: (ATR) Vimax/cm! 2972 (w), 2929 (w), 1737 (m), 1718 (w), 1445 (w),
1379 (w), 1366 (m), 1230 (s), 1159 (w), 1117 (w), 1022 (m), 954
(W), 909 (w).

HRMS (ESI(+)):  m/z [C17H2003Br +Na]*

Ber.: 383.1192 Gef.: 383.1191.
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(2E,6E)-9-(3,3-Dimethyloxiran-2-yl)-3,7-dimethylnona-2,6-dien-1-yl acetate
(148, BGE-140)325]

o

Zu einer Lésung aus Farnesylbromohydrin (147) (292.3 mg, 0.81 mmol, 1.00 Aq) in
4.4 ml MeOH wurde K2CO3 (335.4 mg, 2.43 mmol, 3.00 Aq) zugegeben und die Reak-
tion Uber Nacht bei Raumtemperatur umgesetzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Rickstand in 20.0 ml EtOAc und 10.0 ml ges. NaCl-Losung gelost.
Die wassrige Phase wurde dreimal mit 20.0 ml EtOAc extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden Uber Na2SO4 getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde in 3.00 ml Pyridin geldst und mit Ac20 (3.0 ml,
28.32 mmol, 35.00 Aq) versetzt. Die Reaktion wurde tiber das Wochenende bei Raum-
temperatur geruhrt. Die Reaktionslésung wurde auf Eis gegossen und finfmal mit
20.0 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden je dreimal mit
30.0 ml ges. NaHCOs-Lésung und 30.0 ml H20 gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Na2SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Roh-
produkt wurde mittels reversed phase-Saulenchromatographie (MeOH:H20 70% —
100% MeOH) aufgereinigt und ergab das Produkt 148 in 88% (200.1 mg, 0.71 mmol)
Ausbeute.

HPLC: tr = 10.0 min (Methode B)

H-NMR: (CDCl3, 600 MHz) & [ppm] = 5.35-5.31 (m, 1H), 5.16-5.12 (m, 1H),
4.58 (d, 2H, J=7.1 Hz), 2.69 (t, 1H, J = 6.3 Hz), 2.20-2.07 (m,
4H), 2.07-2.03 (m, 5H), 1.70 (s, 3H), 1.65-1.55 (m, 5H), 1.30 (s,
3H), 1.25 (s, 3H).

13C-NMR: (CDCl3, 101 MHz) & [ppm] = 171.4 142.3, 134.7, 124.4, 118.7,
745, 72.1, 64.4, 53.6, 39.9, 31.5, 27.5, 26.5, 24.3, 21.2, 18.9,
16.7.

IR: (ATR) vimax/cm™! 3420 (w), 2970 (m), 2935 (s), 1717 (s), 1450 (w),

1366 (M), 1233 (s), 1121 (w), 1030 (s), 950 (w).
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HRMS (ESI(+)): m/z [C17H2803 +Na]*

Ber.: 303.1931 Gef.: 303.1935.
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