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EINLEITUNG

In PIERERs Universal Lexikon! von 1877 wird fiir ein dynamisches System, der, durch ,zwei oder
mehrere, auf einen Punkt oder ein System wirkenden Kriifte, hervorgebrachte Zustand der Ruhe” als
Gleichgewicht beschrieben. Eine Aktion, Bewegung oder allgemein eine Unruhe tritt dem
entsprechend genau dann ein, wenn nicht ,zwei gleiche Krifte nach gerade entgegengesetzter
Richtung wirken“.* Auch wenn die zitierte Definition sich auf statische Systeme, wie das einer Waage,
bezieht, kann die nahezu 150 Jahre alte Erklarung in abstrakter Form fir jedes physikalische,
chemische oder biologische System verwendet werden - aus Kraften werden dann analog Energien,
Potentiale oder Faktoren. Wird von detaillierteren Definitionen der Spezialsysteme abgesehen, so
kann der beschriebene, statisch-mechanische Prozess der klassischen Waage dennoch als Metapher

dienen. Betracht man das , Elementorgan des thierischen Organismus“*

, die Zelle, und betrachtet man
deren zur Wahl stehende Aktionen, so handelt es sich vereinfacht (Abbildung 1) um ein Vermehren

(Proliferation), ein Sterben (z.B. Apoptose) oder ein Pausieren (Go-Arrest).

%

;" r(:'
SARS

L]

/ Zellproliferation
® * < [ &
’ @ éfz € 1& &@ o«

- @ \

S

Zelltod
& ﬁ@”
3
* {OF
: ALY
Wachstumsarrest

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Reaktionsméglichkeiten einer Zelle auf intrinsische und extrinsische Einfliisse

Tierische, wie auch pflanzliche Systeme, bestehen aus einem Konglomerat unzdhliger Zellen, sie
differenzieren, proliferieren oder sterben kontrolliert durch ein hochreguliertes, im Gleichgewicht
stehendes System. Wiirden z.B. nicht ausreichend geniigend Zellen eines Organismus taglich sterben,
so wiirde eine ca. achtzig jihrige Person ungefihr zwei Quadratkilometer Haut besitzen?. Wiirden
hingegen zu viele Zellen sterben, so ware der Organismus nicht lebensfahig. Eine stark abstrakte und
nicht ganz genaue Form des Zellwachstumsarrestes, konnte in dem Hauptprotagonisten aus Giinther
Grass’s Roman ,,Die Blechtrommel“ gesehen werden; im Alter von drei Jahren beschlieft dieser im
Korper eines Dreijahrigen zu verweilen. Unabhangig davon, dass der Autor vermutlich nicht an den Go-
Arrest dachte, kann zu Recht angezweifelt werden, dass ein rein mental ausgesendetes Signal alle

Zellen des Korpers in die Go-Phase versetzen wiirde.
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ielmehr sind es die unzdhligen biochemischen Signale des hochregulierten, genetisch
Vkonvertierten Prozesses, welche zwischen dem Zellwachstum und dem Zellsterben entscheiden.
Die Proliferation wird iiber einen Kreis, den Zellwachstumszyklus (Abbildung 23), beschrieben.
Innerhalb dieses wird an mehreren Kontrollpunkten {berprift, ob z.B. die energetischen
Umweltbedingungen vorteilhaft sind oder die empfindliche DNA-Duplikation fehlerfrei erfolgte.
Alternativ konnen verschiedene Reparaturprogramme oder - in schwerwiegenden Fallen - der Zelltod
eingeleitet werden. Eine Dysregulation dieses hochsensiblen Gleichgewichtes stellt fiir verschiedene
Erkrankungen von Mensch, Tier und Pflanze eine Ursache dar. Neurogenerative Krankheiten, wie z.B.
Alzheimer kdnnen durch eine erhéhte Zelltodinduktion beschrieben werden.? Ein zur anderen Seite
hin gestortes System, mit der Folge von ungehinderten Zellwachstum, wird u.a. bei

Tumorerkrankungen als eine Hauptursache angesehen.”

Ausgang aus Mitose
Sind alle Chromosomen an der Spindel angeheftet?

Ei.ntrit.t in die M-Phase /7 GgPhase (g
Sind die s (7)) — (& \
Umweltbedingungen glinstig? /s - e 8 i
Wurde die gesamte DNA verdoppelt? 4 /
/ se
/
/ \
/
/ \
/
/ \
[ \
[ G,-Phase G;-Phase )
'\ )

\\ S-Phase &

e — Eintritt in die S-Phase
Sind die
Umweltbedingungen glinstig?

2Ry
7
A

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Zellzyklus nach L6FFLER3

Gewebeneubildungen, maligne neoplastische Erkrankungen, gehoren in der westlichen Welt zu den
haufigsten Todesursachen; ca. zwanzigtausend Menschen erlagen im Jahr 2010 in Deutschland an
dieser Erkrankung.® Durch Mutationen von bestimmten Genen, den sogenannte Protoonkogenen oder
den Tumorsupressorgenen, ist das Zellwachstumsgleichgewicht gestort und es kommt zu dem
charakteristischen ungehinderten Wachstum von Zellen und damit zur Gewebsneubildung. Bei lber

50% aller Tumore wird z.B. festgestellt, dass das Protein p53, welches als Transkriptionsfaktor im
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Kontrollsystem des Zellzyklus DNA-Reparaturprogramme oder den Zelltod induzieren kann, geschadigt

und somit nicht funktionstiichtig ist.”

Klassifiziert wird das neoplastischen Gewebe je nach Dignitdt, nach Eigenschaften, in gutartige
(benigne) oder bosartige (maligne) Neubildungen.? Letztere weisen sich u.a. durch eine sehr hohe
Proliferationsrate, eine hohe Mutationsrate und die Bildung von Metastasen aus. Eine mogliche
Behandlungsform stellt, neben der operativen Entfernung des neoplastischen Gewebes, die mittels
chemischer Praparate hervorgerufene gezielte Steuerung bzw. Beeinflussung des Zellwachstums dar.’
Das hier beschriebene System, bestehend aus gesundem Organismus und malignen Tumor, ist jedoch
hochkomplex; es ist in seiner Gesamtheit, seinen internen Wechselwirkungen schwer beschreibar und
seine gezielte Beeinflussung kaum mdglich. Allein fir den Zelltod sind bislang fiinf verschiedene,
programmierte Wege bekannt.? Gleichzeitig ermdglicht die, sich selbst immer wieder
weiterentwickelnde, Methodik exaktere Untersuchungen (vergl. bspw. Methods in Cell Biology?),
deren Ergebnisse wiederum darstellen, dass die unzdhligen Subgleichgewichte bzw. Systeme

untereinander und zueinander zusatzlich verknlipft sind, was die gezielte, selektive

chemotherapeutische Behandlung erschwert.

Trotz aller Hindernisse konnen die in der klinischen Behandlung eingesetzten Chemotherapeutika
prinzipiell gute Erfolge erzielen. So ist z.B. laut einer Statistik des Robert Koch Instituts eine
durchschnittlich 61 %ige Uberlebenschance bei Krebserkrankungen des Gebarmutterhalses gegeben'?,
was aber keine Garantie fir die einzelne, betroffene Patientin darstellt. Rezidive, das Wiederauftreten
des Tumors, ungewiinschte Nebenreaktionen, wie Haarverlust, Schleimhautreduktion und
Entzindungen, rechtfertigen und erfordern die weitere Suche nach neuen antitumoraktiven
Substanzen bzw. Medikamenten. Die genannten Komplikationen sind oftmals auf unselektive und
nicht tumorspezifische Wechselwirkungen zuriickzufihren, welche ihren Ursprung u.a. wiederum in
der hohen Komplexitat und dem subtil entarteten, natiirlichen System haben. Die Suche nach einem
spezifischen molekularen Target, einem FISCHERschen Schloss, entspricht, wie die Suche nach dem

passenden Schliissel, daher einer Sisyphusarbeit.
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us wissenschaftstheoretischem Blickwinkel betrachtet, kann ein Losungsversuch klassisch
Aentweder vom Allgemeinen zum Speziellen, im Sinne eines deduktiven, oder vom Speziellen zum
Allgemeinen im Sinne eines induktiven Ansatzes erfolgen (Abbildung 3).}? Wird dieser theoretische
Ansatz auf die Wirkstoffforschung Ubertragen, kann entweder von einem speziellen Target aus
begonnen werden, wie z.B. die DNA-Replikation oder das p53 Protein, und gezielt ein Inhibitor gesucht
bzw. modelliert werden. Oder, alternativ von einem allgemeinen Befund, z.B. Wirkstoff X flihrt zu dem
erwinschten Zelltod, ausgegangen und anschlieRend versucht werden das molekulare Target zu
identifizieren. Diese Ketten kénnen unendlich fortgesetzt werden; hat man ausgehend von dem
allgemeinen Befund ein Target gefunden, welches durch den Wirkstoff beeinflusst wird, kann induktiv

eine neue Hypothese aufgestellt werden, die anschlieRend wieder deduktiv zu verifizieren ist.
Theorie
(Allgemein)

Deduktiv Induktiv

Empirie
(Speziell)

Abbildung 3: Lésungsstrategien analog zur Erkenntnistheorie

Erstgenannte, induktive Ansidtze werden seit mehreren Jahren intensiv verfolgt. Kinasehemmer
kénnen hier als Beispiel dienen und zeigen wie im Falle des Onkogen B-Raf Hemmers Vemurafenib
(Zelboraf, PLX4032/RG7204) vielversprechende Resultate.’® Jedoch schaffen es zu wenige, der auf

diesem Wege gefundenen, Wirkstoffe bis zum Medikament.

Historisch betrachtet, verzeichnet der deduktive Weg bisher die meisten Erfolge. Zufillige
Beobachtungen, wie die zellproliferations-inhibitorische Wirkung von Senfgasen auf dem Kriegsfeld'*
oder die von entsprechend gleicher Wirkung des Cisplatins (was bei der Untersuchung der Wirkung
des Wechselstroms auf Bakterien durch B. ROSENBERG an Platin-Elektroden gefunden wurde®®) fiihrten,
nachdem riickwirkend das Target (bei beiden die DNA-Synthese) charakterisiert werden konnte,
gefolgt von anschlieRenden medizinisch-chemischen modifizierenden, induktiven Ansatzen zu heute

weit verbreiteten Antitumormitteln (z.B. Platiblastin und Analoge, Chlorambucil).®

Allen gemeinsam ist jedoch die nicht vorhandene oder schwach ausgepragte Tumorselektivitat, da
deren Wirkung auf rein kinetischen Faktoren basiert und somit die Selektivitdt ausschlieRlich auf die

erhohte Proliferationsrate von Tumorzellen zurtickfUhrbar ist. Charakteristische Nebenwirkungen der
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Chemotherapie, wie z.B. der Haarausfall, liegen in diesem begriindet; alle schnell wachsenden Zellen,
zu denen auch Haar und Schleimhautzellen zdhlen, werden durch die Behandlung getotet.
Forschungen, die nun weiter diesen Ansatz verfolgen, scheinen zunachst, mit den Worten von
PAUL et al. gesprochen'’, kaum Potential zu, Mehrwert fiir den Patienten generierenden, neuen
Behandlungsformen innezuhalten. Ein Problem wiederum, das nicht nur die pharmazeutisch
forschende Industrie vor existenzielle Hirden stellt, sondern auch im universitdren Rahmen die
Erforschung neuer Ansatze erfordert. Neben der molekularbiologischen Suche nach tumorspezifischen
Targets, wie z.B. IAPs*®, findet sich auf natur- und wirkstoffchemischer Seite ein Ansatz zur Suche von
neuen Hits (Leitstrukturen), welcher zum einen auf das jahrhundertalte Wissen aus der Heilkunde der
verschiedensten Kulturen zuriickgreift'® und zum anderen die Natur analog zu LAVOISIER als enormes

chemisches Laboratorium ansieht.

ntsprechend inspirierend ist somit der ,Chiral Pool“, welcher die Gesamtheit der
Eenantiomerenreinen Naturstoffe umfasst. Die neben

Aminosaure, Glykosiden und Flavonen einzuordnenden
Kategorien der Alkaloide und Isoprenoide, beinhalten
hochkomplexe Strukturen (Abbildung 4), die in der Flora

zumeist als Sekunddrmetaboliten gebildet werden. Sie spielen

weder im Energie- noch im anabolen oder katabolen

Stoffwechsel eine Rolle, sind aber, trotzanmutender primarer
Abbildung 4: Taxol — ein Vertreter aus der

Irrelevanz, gerade als Signalstoffe, Pathogene oder Naturstoffklasse der Triterpene

Membranbildner fiir den Organismus lebensnotwendig.?®

Zusatzlich sind es gerade jene Substanzen, die in groBen pharmakologischen Screens als Hits auffallen,

die als Hauptwirkstoffe von, seit Jahrhunderten bekannten, Naturheilmitteln identifiziert werden

kénnen und Basis vieler heute zugelassener Praparate bilden.?!

ie, zu der Klasse der Isoprenoide zdhlenden, pentacyclischen Triterpene sind aus sechs
Dlsopreneinheiten aufgebaute Molekiile, die als strukturbildendes Element mindestens vier,
zumeist trans-verknipfte Cyclohexanringe, mehrere terminale Methylgruppen und im Speziellen,
bedingt durch den biosynthetischen Grundbaustein 2,3-Oxidosqualen, an Position drei eine
Hydroxylgruppe besitzen.?? In Abbildung 5 wird am Beispiel des Oleans der Aufbau graphisch
verdeutlicht und zuséatzlich die Nomenklatur der Cyclohexanringe sowie die Nummerierung der

einzelnen Kohlenstoffatome nach IUPAC gezeigt?3.



EINLEITUNG

Abbildung 5: Olean-Grundgeriist mit blaumarkierten Isopreneinheiten. Nummerierung nach IUPAC

Wahrend unzdhlige pflanzliche Systeme in der Lage sind z.B. Lupeol in einem Schritt aus dem
Grundkérper (2,3-Oxidosqualen, Abbildung 6) enzymatisch zu synthetisieren®, ist die analoge
enantioselektiv verlaufende chemische Synthese laut COREY bis heute eine unfassbar schwere
Herausforderung.?® Selbst eine mehrstufige chemische Synthese war, neben der Beschreibung zur

Synthese eines racemischen Gemisches (STORK, 1971%°), bis 2009 quasi nicht existent.

2,3-Oxidosqualen

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung der Biosynthese von Triterpensduren
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CoRrEY und seinen Mitarbeitern gelang es einhundert Jahre nach der erstmaligen Beschreibung von
Lupeol durch COHEN? von (S)-Epoxy-acetat (E1 vergl. Abb. 7) ausgehend, welches selbst (iber mehrere
Schritte aufgebaut wurde, in vierzehn Stufen das Lupeolgeriist stereoselektiv aufzubauen. Vom Lupeol
wiederum konnten SURENDRA und COREY® durch eine Trifluormethylsulfonsiure-vermittelte
Umlagerung die Bildung von anderen pentacyclischen Triterpene in einem NMR-Experiment
nachweisen (vgl. Abbildung 7 unten). Neben diesen Grundkdrpern, welche zur Klasse der vom
Baccharan abgeleiteten pentacyclischen Triterpene gehoren, werden auch das Multiforan, Glutinan,

Baueran, Taraxeran, Friedelan und Pachysanan gezihlt.?®

Generell fesselte die Totalsynthese von pentacyclischen Triterpenoiden seit den strukturellen
Aufklarungen in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts, welche vor allem mit dem Namen des
Nobelpreistragers LEOPOLD RuzickA?® verbunden sind, die wissenschaftliche Welt. Die synthetische
Herausforderung der acht chiralen Zentren ist als Hauptursache fiir die intensive Forschung zu
betrachten.?® Neben E. J. COREY, einen weiteren Forscher, der wegen seiner Methodenentwicklungen -

u.a. auf dem Feld der enantiomerenreinen Synthese von Triterpenoiden®>3!

- mit der grofiten
wissenschaftlichen Auszeichnung geehrt wurde?®?, sind vorallem STORK?®, IRELAND*® und JOHNSON3* zu
wirdigen. IRELAND beispielsweise publizierte 1970 eine, von einem bicyclischen System ausgehende,
31ig-stufige Synthese zu einer racemischen Form des Germanicols mit 0.1% Gesamtausbeute.® In
einem kirzlich erschienen Review sind diese und weitere Totalsynthesen detailreich
zusammengefasst.>° Werden die einzelnen Schritte, die zeitlichen aber auch die finanziellen
Aufwendungen zur synthetischen Darstellung dieser Naturstoffe subsummiert betrachet, muss
unbestreitbar festgehalten werden, dass diese, trotz Schonheit und Eleganz, 6konomisch irrelevant
sind. Dem energieeffizienten natiirlichen, enzymatischen System ist bisher keine wirtschaftlich
relevante Synthese gegeniberzustellen. Die Gewinnung aus Pflanzenteilen erscheint daher weit
sinnvoller; weit iber einhundert natirliche Vertreter der pentacyclischen Triterpene konnten auf
diesem Weg identifiziert und charakterisiert werden.® Durch die bewusst gewihlte Extraktion von als
Heilmittel bekannten pflanzlichen Materialien, konnte ferner festgestellt werden, dass die

besprochenen Strukturen ein ngewdhnlich breites, wenn auch im Speziellen nicht exorbitant

signifikantes, Wirkspektrum besitzen.??
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Synthese des Lupeols nach Surenda et all. 2009. Die angegebenen
Ausbeuten beziehen sich jeweils auf die Vorstufe.

A) Li2CuCI4, THF, 0°C, 65% B) 1. MeAICIZ’ MeZAICI, DCM, -78°C, 2.
TBAF, THF, 0°C, 43% C) 1. H,, Pd/C, EtOAc 2. Meli, THF, 0°C, 93% D)
1. CF;COOH, THF:H,0 2. KHCO3, MeOH, 75% E) 1. Li, NH;:THF, -78°C,
5 min 2. KO'Bu, THF 3. TBSCI, DMF, 83% F) LHMDS, THF, 0°C, 5-lod-2-
methyl-prop-2-en; 30% 2. LiBH,, THF, 0°C, 91% G) MsCl, Et;N, DCM, -
20°Cto 0°C, 72% H) TBAF, THF, 50°C, 90% I) F3CSO3H, CDCl; 23°C

18-epi-B-Amyrin

y-Taraxasterol Taraxasterol

Abbildung 7: Chemoselektive Synthese von pentacyclischen Triterpenen nach SURENDA und COREY?>
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lycyrrhizinsdaure konnte beispielsweise als ein aktiver Wirkstoff der, seit tiber 3000 Jahren als
GHeinfIanze geschatzten, SlikRholzwurzel (glycyrrhiza glabra) identifiziert und in die Klasse der
Oleane eingeordnet werden.*® Studien {iber den Metabolismus der, in Abbildung 8 dargestellten,
glykosidischen Verbindung durch den menschlichen Kérper wiederum zeigten, dass hauptsachlich das
Aglycon, die Glycyrrhetinsdure resorbiert wird, wodurch davon auszugehen ist, dass die freie Sdure die

pharmazeutisch aktive Komponente ist.?’

3B -Glycyrrhetinsiure ) 3-Oxo-glycyrrhetinsdure 3a-Glycyrrhetinsaure

Abbildung 8: Metabolismus der Glycyrrhezinséure im Intestinalsystem des Menschen nach Akao 370

Aber auch andere, indirekte Studien weisen darauf hin, dass Triterpensauren in verschiedenen, als
Heil- oder Nahrungsmittel dienenden, Pflanzen hauptverantwortlich fiir deren positive Effekte sind. So
belegen HE und LIU®, dass die gesundheitsférdernden Inhaltstoffe von Apfelschalen u.a. den
hauptsachlich in der Schale vorkommenden Triterpensduren, Ursol- und Oleanolsdure, entsprechen.
Die erhohte Lebenserwartung in den mediterranen Landern kann mit der typischen Erndhrung,
expliziter betrachtet, mit dem erhéhten Genuss an Oliven und der hauptsachlichen Verwendung von
Olivendl, in Korrelation gesetzt werden. Die damit einhergehende, kontinuierliche orale Aufnahme von
geringen Mengen an Oleanol- sowie Maslinsdure wird weitverbreitet als Urasache der erhohten
Lebenserwartung angenommen.’® Belegt wird letztere These durch Studien, welche beiden
Naturstoffen u.a. antivirale, antiinflammatorische und antikanzerogene Wirkung zusprechen.?? Vor
allem durch Arbeiten von JUAN #°, REYES-ZURITA*' und PARRA*? ist bekannt, dass u.a. Maslinsdure
Apotose-induzierend wirkt. Versteht man darunter den programmierten Zelltod, der bei vielen
Tumorzellen bewiesener Weise inhibiert ist und nimmt man die Beobachtung von SANCHEZ-GONZALEZ*®
hinzu, dass diese Wirkung nur malignes neoplastisches Gewebe betrifft, so halt diese Substanzklasse
ein beachtliches antitumorales Potential inne. Bedingt durch eine, 6konomisch gesehene, irrelevante
chemische Totalsynthese, bei einer gleichzeitigen geniligenden bis sehr guten Extrahierbarkeit aus
pflanzlichen Materialen (vgl. Kapitel 3.3 und die darin angefiihrten Referenzen) sind semisynthetische
Modifikationen die Methode der Wahl um Struktur-Wirkungsbeziehungen im Sinne eines deduktiven
Ansatzes aufzubauen. Derartige sind flir die Gesamtheit der Triterpensduren, mannigfaltig
durchgefithrt worden und fiihrten zu vielversprechenden Ergebnissen. Die Uberfiihrung von

Bardoloxon-Methyl (CDDO-Me)* oder NVX-207* in klinische Studien unterstreicht nur weiter das
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Potential dieser Wirkstoffklasse. Abbildung 8 zeigt die Strukturformeln der Maslinsdaure sowie jener

Triterpenoide, welche sich in Phase 1 bzw. Phase 2 der Medikamentenzulassung befinden.

Maslinsaure Bardoloxon-Methyl NVX-207
(CDDO-Me)

Abbildung 9: Ausgewdhlte pharmakologisch aktive Triterpensduren

enn auch die natirlich vorkommenden Sduren und Analoga zum Teil schon sehr detailreich
Wbiochemisch hinsichtlich ihrer Aktivitdt untersucht wurden sind, muss konstatiert werden,
dass es an einem schllssigen Gesamtbild mangelt. Provokant behauptet, findet sich fiir nahezu jeden,
biochemisch beschriebenen, putativ Zelltod auslésenden Mechanismus ein Indiz (vgl. Kapitel 3.4.1)
und dennoch kein eindeutiges, belegtes Target der Triterpensauren. Basierend auf dieser Tatsache,
kénnte man vermuten, dass mehrere Targets in der Zelle oder in Zell-Zell-Wechselwirkungsprozessen

existieren, welche die unterschiedlichen, nachgewiesenen molekularen Ereignisse hervorrufen.

Folgt man dem Gedanken, dass durch deduktiv aufgebaute Modifikationen, spezifische Target-Drug
Interaktionen erkennbar seinen kdnnten und auf diesem Wege putative Targets beweisbar waren, so
muss man feststellen, dass trotz unzahliger Publikationen und Dissertationen eine solche theoretische
Studie bisher kaum machbar ist. Unterschiedliche Zytotoxizitdtsassay per se, fehlende
Standardisierungen, marginal publizierte weiterfiihrende biochemische Studien, sowie im Sinne einer

SAR eher liickenhafte Datenséatze konnen als Griinde angefiihrt werden.
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Die Isolierung der Maslinsdaure und deren anschlieBende chemische Modifikation soll im Rahmen
dieser Arbeit, wie auch die chemische Trennung der konstitutionsisomeren Triterpensauren (Oleanol-
und Ursolsdure), vordergriindig sein. Die Er6ffnung eines geeigneten Zugangs zu den
Ausgangsmolekiilen ist essenziell und soll wenn moglich kosten- und zeiteffektiv sein. Ferner ist gerade
bei der Trennung das anschlielende Ziel, die Synthese von antitumoralen Verbindungen, von hoher

Prioritat, sodass nebenreaktionsarme Methoden zu potentiellen Leitstrukturen zu praferieren sind.

In einer zweiten Stufe soll eine Struktur-Wirkungsdatenbank aufgebaut werden. Da von der
Maslinsaure bisher nur eine geringe Anzahl an Modifikationen literaturbekannt ist und von diesen
wiederum nur marginal biologische Daten existent sind, soll der Aufbau moglichst systematisch und
rationell erfolgen, um analysieren zu kénnen, welchen Einfluss die funktionellen Gruppen auf die
Aktivitat ausiben. AnschlieRend soll der Wirkmechanismus in Abhangigkeit zur chemischen Struktur
eruiert werden, um putativ unterschiedliche Mechanismen zu entdecken und aufzuklaren. Um unter
diesem speziellen Blickwinkel eine erhohte strukturelle Mannigfaltigkeit zu gewahrleisten, sollen
zusatzliche semisynthetische Derivate der Tormentillsdure als auch der Glycyrrhetinsaure untersucht

werden.

Neben diesen, als wirkungs-theoretisch zu klassifizierenden, Zielen ist die Erhéhung der Aktivitat und
der Selektivitat ein weiteres Hauptziel. Im zunehmenden MaRe ist letzterem eine héhere Prioritat zu
zusprechen. Vorangegangene Studien zeigen evident die prinzipielle Moglichkeit der
Aktivitatssteigerung; eine signifikante, erklarbare Selektivitatssteigerung ware hingegen zweifellos von

hohem Wert.

Grundlagebildend hierfiir sind die Optimierung der Mess- und Auswertebedingungen zur Bestimmung
der ECso-Werte, die theoretische Erarbeitung des biologischen Hintergrundes und die

Methodenentwicklung zum Nachweis ebenjener.
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Nach einer kurzen botanischen wie phytochemische Beschreibung ausgewahlter Pflanzen, die die
Ausgangsstoffe beinhalten, werden in diesem Teil die theoretischen Grundlagen diskutiert, welche fir
die erfolgreiche Umsetzung der Zielstellung essenziell sind und in den entsprechenden Publikationen
nicht ausfiihrlich berlicksichtigt werden konnten. AnschlieBend wird die NMR-spektroskopischen
Charakterisierung beleuchtet und das pharmakologische Profil der Substanzklasse im Allgemeinen
betrachtet. Um das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit zu erfiillen, ist zusatzlich eine genauere
Betrachtung der Tumorerkrankung und der Tumorgenesis unabdingbar. Der einleitend beschriebene
Weg zur Behandlung von Tumorerkrankungen zielt auf eine selektive Induktion von letalen Signalen
im malignen Gewebe ab. Um dies zu untersuchen sind mehrere theoretische Ebenen zu erarbeiten:
von der allgemeineren Betrachtung der bekannten Zelltodarten, iber deren Alleinstellungsmerkmale
hinweg bis zu den verwendeten Analysenmethoden. Abschliefend wird der aktuelle wissenschaftliche
Kenntnisstand bezliglich der Antitumorwirkung durch die Maslinsdure zusammengefasst. Die Summe
aus diesen und in den Publikationen angefiihrten, umfassenden, wie auch kritischen, theoretischen
Erarbeitungen ermoglichte die Bearbeitung des Themas und flihrte zu den, dieser Arbeit

zugrundeliegenden Publikationen.

3.1. Naturliches Vorkommen und strukturelle Beschreibung

Von den (iber 4000 verschiedenen, in fast vierzig unterschiedliche Geriistgruppen unterteilten,
isolierten Triterpenen kommen pentacyclische
Triterpensduren in hoheren Pflanzen héaufig glykosidisch
gebunden vor.*” Der aus dieser Verkniipfung resultierende
amphipathische Charakter bestimmt malgeblich das
chemische Verhalten. Wie die, sich aus dem lateinischen Wort
fir Seife — Sapo — ableitende, Fachbezeichnung Saponine
impliziert, werden Pflanzenteile mit hohem Saponingehalt,
wie z.B. die Nisse des Waschnussbaumes (Sapindus
mukorossi) u.a. fur ihre Waschkraft geschatzt.*® Auch

pharmakologische Eigenschaften kénnen auf den ambiphilen

Charakter zuriickgefiihrt werden, wie z.B. die sekretolytischen

(schleimlésenden) der Glycyrrhizinsdure (Abbildung 10).%°
Abbildung 10: Pflanzentafel des Siifsholz

Letztere bildet mit bis zu 20% einen Hauptbestandteil der (Glycyrrhiza glabra)*

Wourzel des StiRholzes (Glycyrrhiza glabra).
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Diese mehrjahrige, ca. einen Meter hoch wachsende Staude
ist im Mittelmeerraum wie auch in Asien weitverbreitet und
wird seit mehr als 3000 Jahren als Heilpflanze geschitzt.%® Die
morphologischen  Merkmale der zur Klasse der
Schmetterlingsblitler gehdrenden Pflanze sind in Abbildung
10 zusehen. Neben unpaarig gegliederten Laubblattern sind
in der Farbtafel die zehn bis fiinfzehn Zentimeter langen,
aufrecht aus den Blattachsen entspringenden Blitenstande

dargestellt.>® Auch die als Heilmittel u.a. von ELISABETH VON

-
-~
23

Abbildung 11: Die Glycyrrhetinsédure

BINGEN geschitzte®®* Wurzel ist abgebildet. Die pharmakologisch aktive Substanz ist jedoch laut den

Metabolismusstudien von AKAO et al. *’° das Aglykon, die Glycyrrhetinsdure (Vgl. Abbildung 8). Diese,

zur Klasse der Oleane gehorende, Triterpensdure zeichnet sich, neben der charakteristischen 33-

Hydroxyl-Gruppe, durch eine a,3—ungesattigte Carbonylgruppe in Ring C und durch eine Carbonsaure

an Position 30 aus (Abbildung 11). Im Unterschied zu den meisten anderen Triterpensaduren wird die

Glycyrrhizinsdure durch eine sehr hohe SURkraft (ca. 30-50 fach im Vergleich zur Saccharose)

gekennzeichnet. Der SiiBholzwurzelextrakt findet daher haufig Verwendung als StiRungsmittel und

bildet Grundlage der, sowohl als StiRware als auch als Medizin bekannten, Lakritze.>!

Andere reich an Triterpensduren seiende Pflanzen bzw. Pflanzenteile besitzen ein entgegengesetztes
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Abbildung 12: Pflanzentafel des Blutwurz
(Potentilla erecta)5?

Geschmacksprofil.>®>  Salbei  (Salvia), Rosmarin
(Rosmarinus officinalis) oder z.B. der Blutwurz
(Potentilla erecta) zeichnen sich gustatorisch eher
adstringierend, pelzig, aus. Der letztgenannte gehort
zur Klasse der Rosengewachse und ist eine
ausdauernde krautige Pflanze, die maRig saure Béden,
wie z.B. die der europdischen Mischwéldern, Heiden
oder Magerwiesen, als Lebensraum bevorzugt.>* Aus
dem, von Innen blutroten, im Durchmesser ein bis drei
Zentimeter groRen Rhizom waéchst der mehrastige,
beblatterte Stangel bis zu einer Gesamthéhe von ca.
flinfzig Zentimetern. (Vgl. Abbildung 12) Die aus vier
Kronblattern bestehenden Bliten zeichnen sich durch
eine gelbliche Farbe aus und erreichen einen
ungefahren Durchmesser von einem Zentimeter.
Namensgebend fiir diese Heilpflanze ist der rotliche

Saft, welcher beim Anschneiden der Wurzel austritt.
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Neben Tanninen, die die Verwendung als Gerbstoff

29

erklaren, sind es vor allem Flavonoide, Phenole und
die Saponine der Tormentillsdure, welche dem
Blutwurz sein niitzliches Wirkspektrum verleihen.>®

Abgesehen von dem erwdhnten Geschmacksprofil

wirkt es, wie fur
die Klasse typisch, antiphlogistisch
: (entziindungshemmenden). Alkolholische

Abbil 13: ki / T illsd .
lldung 13: Strukturformel der Tormentillséure Wurzelextrakte werden daher topisch verwendet

um z.B. Entziindungen des Rachenraumes zu mildern.>® Aus chemisch, struktureller Betrachtung
unterscheiden sich die bisher beschriebenen Sauren signifikant. Tormentillsdure (Abbildung 13) gehort
zur Klasse der Ursane, Glycyrrhetinsdure hingegen zur Klasse der Oleane. Wie einleitend erwahnt
handelt es sich hierbei um Konstitutionsisomere, die, das Grundgeriist betrachtend, ausschlieBlich im
E-Ring durch die Position einer terminalen Methylgruppe zu unterscheiden sind. Im speziellen Fall wird
die Tormentillsdure durch eine Carbonsdure an Position 28, eine ungesattigte Bindung im C-Ring und,
neben einer Alkoholfunktion an Position 3, durch zwei weitere Hydroxylgruppen an Kohlenstoffatom

2 und 19 gekennzeichnet (Abbildung 13).

Die Tormentillsdure besitzt entsprechend ein a-Amyringerist und stellt ein von der Ursolsdure
ableitbares pentacyclisches Triterpenoid dar. Die, nur an Position 3 eine Hydroxylgruppe tragende,
Ursolsdure ist zusammen mit der Oleansdure ein Hauptinhaltstoff des, ebenfalls als Heilpflanze
geschatzten, Salbeis.”” Salivia officinalis, der Echte Salbei, wird als Kriutertee zubereitet, gegen
UbermaRiges Schwitzen (Hyperhidrose), sekretolytisch bei
Erkrankungen der Bronchien oder zur Linderung von
Problemen des Gastrointestinaltraktes verwendet.”® Aber
auch als Gewiirz finden die Blatter der weltweit
verbreiteten, zur Klasse der Lippenblitler gehoérenden,
Straucher Verwendung.

Die pflanzengattungscharakteristisch geformten, violetten,
weiRen oder rosafarbenen Bliiten bliihen von Mai bis Juli in
einer bis zu drei Zentimeter langen Krone.>**3>> Abbildung

14 zeigt die morphologischen Merkmale der Pflanze.

Die Oleanolsdure kommt ferner mit Ursolsdure gemeinsam

in den Schalen von Apfeln (Malus) vor.>® Von den, zur

Abbildung 14: Farbtafel des Salbeis
(Salvia officinalis)*°

Gattung der Kernobstgewdachse (Pyrinae) zdhlenden,
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Bdaumen sind etwa 42 bis 55 verschiedene Arten
bekannt. Die sommergriinen Baume und Straucher
sind im nordlichen gemaBigten europaischen,
asiatischen sowie nordamerikanischen Raum
natirlich vorkommend. Der Kulturapfel (Malus
domestica) ist heute die weitverbreitetste Art und
nimmt als Nahrungsmittel eine groRe Bedeutung
ein. Der Laubbaum besitzt wechselstiandig

angeordnete Blatter, von eiférmiger oder

elliptischer Form und Randern, die je nach Art glatt,

gesagt oder gelappt sind. Die in den Monaten April

Abbildung 15: Farbtafel des Apfelbaums
(Malus domestica)>°

und Mai bliihenden, aus fiinf freien Kornblattern
bestehenden, weilen bis roten Bliten sind
radidrsymetrisch und flach in einem Durchmesser von ca. zwei bis fiinf Zentimeter angeordnet. Aus
den Blitenachsen entwickelt sich die essbare Scheinfrucht, der Apfel. Abbildung 14 zeigt die
Pflanzentafel der Gattung malus. Uber phytochemische Studien konnte nachgewiesen werden, dass
die, dem Sprichwort ,Ein Apfel am Tag und der Doktor bleibt, wo er mag” zugrunde liegenden,
pharmakologisch wirksamen Stoffe hauptsachlich in den Apfelschalen zu finden sind und, dass den
Triterpenoiden, neben den Flavoiden®, eine nicht ganz unbeachtliche Rolle zuzusprechen sei.®! Eine
aktueller Ubersichtsartikel von SzAKIEL et al.?? zeigt, dass die Zusammensetzung der Triterpensiuren in
der Schale wiederum von der Apfelsorte abhangig ist. Das triterpenhaltige Extrakt des Malus pumila
Mill. beispielsweise enthdlt neben 98% Ursolsdure keine Oleanolsdure, in den Schalen des Malus
domestica Borkh. —dem Apfel der Sorte Holsteiner Cox- hingegen konnten beide Amyrin-Vertreter

nachgewiesen werden.

Die strukturelle Aufklarung der phytochemischen Zusammensetzung mit speziellem Blick auf die
pentazyklischen Triterpenoide findet ihren Ursprung im neunzehnten Jahrhundert; Friedelin, Betulin
und Ursolsdure wurden bspw. in den Jahren 1807, 1836 und 1854 erstmals beschrieben.?? Anfang des
zwanzigsten Jahrhunderts untersuchte BACHLER®® im Rahmen seiner Dissertation (1927, Basel) die
Inhaltsstoffe einer weiteren, zur Familie der rosenartigen zahlenden, frichtetragenden Gattung der
Pyrinae. Der WeilRdorn, von dem 200 bis 300 verschiedene Arten bekannt sind, ist vorrangigin Waldern
und Gebischen der Nordhalbkugel beheimatet. Die, als Straucher oder Baume auftretende, Pflanze
zeichnet sich durch einen hohen Verzweigungsgrad des dornigen Astwerkes aus (vgl Abbildung 16).*

Phytochemisch interessant sind die, bis zu zwei Zentimeter groR werdenden, zumeist roten Beeren.®*
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Aus dem Etherextrakt der Friichte isolierte BACHLER®® 1927 ein weiRes, amorphes Pulver, dem er die
Summenformel C3;Hs,04 zuordnen konnte und es als Monocarbonsaure identifizierte. Er nannte diese
in Analogie zur systematischen Bezeichnung des WeiRdorns, Crataegus oxyacantha, Crataegussaure.
Aufgrund der fehlgeschlagenen Reproduzierbarkeit der Sduretitration sowie der nichtumgesetzten
Methylester-Synthese, schlugen H. DIETERLE und O. DOERNER zehn Jahre spater eine Laktonstruktur aus
der Gruppe der Steroidsapogenine vor, wobei sie die Bezeichnung in Crataeguslakton dnderten.®® T.
BERSIN konnte diese Behauptung 1951 widerlegen. In einer ersten Mitteilung®® veréffentlicht er, dass
es sich bei der Crataegussidure um eine Triterpensidure handelt, da die ROSENTHALER Farbreaktion'
positiv ausfiel, ferner die Siuretitration und die Diazomethan vermittelte Esterbildung gelang. Uber
die Reaktion mit Tetranitromethan wurde der ungesattigte Charakter nachgewiesen und er
postulierte, dass es sich bei der Crataegussdure um die Ursolsdure handelt.®” Anfang der 50er Jahren
publizierten mehrere andere Arbeitsgruppen ihre Erkenntnisse Uber die chemische Struktur des
hochschmelzenden (252 — 254°C) Stoffes. Im Verlaufe der Untersuchung zeigten BERSIN et al.®*®’,
ULLSPREGER et al.%® sowie TSCHESCHE et al.%, dass es sich um ein Mehrkomponentengemisch handeln
muss. Nachdem erst die Ursolsiure als Komponente identifiziert wurde, veréffentlicht BERSIN 195257 in
einer zweiten Mitteilung Oleanolsdure als weiteren Inhaltstoff. Die Summenformel der Oleanol- wie
auch der Ursolsdure, stimmt jedoch nicht mit der von TSCHESCHE 1951 fiir die Hauptkomponente
publizierten, richtigen Summenformel C3oHs,04 liberein.®® Erst CAGLIOTTI und CAINELLI® gelang 1962 die
vollstandige Strukturaufklarung. Sie isolierten die
Crataegolsdure aus der Schale von Oliven, nannten sie
daher auch Maslinsaure, und publizierten, dass es sich um
die

2,3-Dihydroxy-A'2-oleanen-28-sdure handele. TSCHESCHE
et al.”* bestitigten zwei Jahre spater diese Struktur fiir
ihre Crataegolsaure, in die Literatur blieb bis heute jedoch

der Name Maslinsaure bestehen.

Mengenmalig am starksten vertreten ist Maslinsdure in
der Olea europaea, genauer in den Schale von Oliven.
GUINDA et al.”> beobachteten, dass der Gehalt vom

Entwicklungsstand der Oliven abhangig ist. Der

Olivenbaum (Olea europaea) ist im Gegensatz zu den

bisherigen betrachten Baumen ein immergriiner
Abbildung 16: Farbtafel des gemeinen Weif3dorns
Vertreter, der vorrangig im Mittelmeerraum verbreitet (Crataegus oxyacantha)??

"Vanillin-Eisessig mit konzentrierter Schwefelsiure
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ist. Typische, natiirliche Wuchshéhen von zehn bis zwanzig
Metern finden sich innerhalb des kommerziellen Anbaus
eher selten. Die typisch rissige Borke entsteht mit
zunehmendem Alter aus der graugriinen, glatten Rinde
junger, eher kantiger Zweige. Die Wurzel entwickelt sich
stark abhdngig von der Bodenbeschaffenheit entweder
senkrecht in die Tiefe oder bildet sich horizontal aus. Die
Blatter, welche ebenso einen hohen Triterpenanteil
besitzen, sind meist bis zu zehn Zentimetern lang, von
langlicher Form und farblich durch Unterschiede in der
Vorder- und Riickseite gepragt.>®>> Wahrend die
Blattoberflache griinlich erscheint, bedingen feine Harchen
auf der Unterseite ein leicht silbriges Erscheinungsbild. Die
in den Monaten von Ende April bis Anfang Juni bliihenden,
zwittrigen Bliten sind in zwei bis vier Zentimeter langen
Blitenstanden angeordnet und besitzen vier Kelchblatter.

Von gleicher Anzahl sind die gelblichen Kronblatter, welche

Abbildung 17: Farbtafel des Olivenbaums
(Olea europaea)-°

mit zweieinhalb bis vier Millimetern um das zwei bis vierfache gréRer als die Kelchblatter sind. Ferner

enthdlt jede Blite zwei Fruchtblatter sowie vier Staubblatter. Die in Folge von Wind oder

Selbstbestdubung sich entwickelnden Steinfriichte, sind ellipsoid bis rund und in Abhdngigkeit vom

Reifezustand griin oder schwarz.>>>3 (Vgl. Abbildung 17)

Um die weitlaufige Verbreitung der Triterpensauren im Pflanzenreich per se darzustellen wurden

exemplarisch die Pflanzen in Tabelle 1 zusammengefasst, in welchen Maslinsdure nachgewiesen

werden konnte. Haufig tritt dieser Naturstoff bei Lippenblitlern, Malven- oder Rosengewachsen auf.

Der analytische Nachweis erfolgte vermehrt mittels HPLC-Ms Methoden, sodass lUber einen effektiven,

isolierbaren Gehalt keine stichhaltige Aussage getroffen werden kann.
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Olea europaea Olive tree Schale Oleaceae 5,7 % (t.m.) JAGER3
Olea europaea Olive tree Trester Oleaceae 28,2 % (t.m.) JAGER3
Olea europaea Olive tree o]} Oleaceae 49-103%% ALLOUCHE 74
Malus domestica Apple Trester Rosaceae 1% (t.m.) JAGER3
lagerstroemia speciosa Giant Crape-myrtle Blatter Lythraceae - ZONG 75
Pyrus communis Peals Blatter - 2,8 % (t.m.) BRIESKORN 76
Zizyphus jujuba jujube Wourzel Rhamnaceae - LEe 77
9-+103%as
Hippophae rhamnoides Sea-buckthorn Astrinde coumaroyl derivate  YANG 78
(t.m.)
11.7 - 103%
, - 38
Malus pumila Apple (red delicious) Schalen (Aceton) He
1.2+103%% as
Dryobalanops aromatica  Borneo Camphor Harz methyl 2,3-diacetyl  CHEUNG 7°
maslinoate (t.m.)
Duchesnea Chrysantha
31 -3 0, .m. 80
(heute potentilla indica) Mock strawberry Hole plant Rosaceae 9.3+103 % (t.m.) Kim
Ffrun.ella vulgaris var. Common self-heal Uberlrdlschen lamiaceae 3.5+ 10* % (t.m.) LEg 81
lilacina Pflanzenteile
Microcos paniculata Microcos Baumstamm Malvaceae 4.1+103% (t.m.) FAN 82
Vitex cienkowskii Rinde des
i i - 83
Kotschy & Peyritsch Chastetree or vitex Baumstammes Lamiaceae DonGmo
Coleus tuberosus Chinese potato; Knolle lamiaceae 1.73+ % (t.m.) Mool 84
Coleus tuberosus
Ziziphus jujuba Jujube; chinese date Blatter Rhamnaceae 49-+102%(t.m.) Guo &
Z. jujuba var. spinosa Jujube; chinese date Blatter Rhamnaceae 4.4+101% (t.m.) Guo 8
Vaccinium macrocarpon Large cranberry Beeren Ericaceae 8.1+103% (t.m.) Kim 86
Cornus Kousa Kousa dogwood Baumstamm Cornaceae 15.1+103% (t.m.) SULTANA &7
Jacaranda mimosaefolia  Jacaranda Rinde Bignoniaceae 0.3 * % (t.m.) ZAGHLOUL 88
YISC-U m , Santalaceae - YANG 8
liquidambaricolum
- . 2.8°103% ACEBEY-
Symplocos lancifolia Evergreen tree Blatter Symplocaceae (EE/MeOH) CASTELLON %0
Ficus microcarpa Chinese Banyan - Moraceae - L, Y.W. 91
Boehmeria nivea Ramie Wurzel Urticaleae - Xu, Q. 92
Eriobotrya japonica loquat Blatter Rosaceae - Lu, H. %3
Punica granatum L Pomegranate Bluhten Lythraceae 0.5+103% (t.m.) XIg, Y. %4
Swertia mileensis Mile Swertia Herb Gesamte Pflanze  Gentianaceae - Li, X. 95
Platostoma africanum P. Akan-Asante Blattwerk Lamiaceae i ALADEDUNYE,
Beauv., F.A.9%6
Terminalia arjuna Arjun tree Rinde combretaceae - SAXENA °7
Ulmus pumila Siberian EIm Wourzel Ulmaceae 6.9+ 103 % (t.m.) WaNG, D. %8
Potentilla chinesis Chinese cinquefoil - Rosaceae - Liu, P. 99
Campsis grandifiora K. Chinese trumpet Blihte Bignoniaceae 2.4+ 102% (t.m.) Kim, D. 100
Schum.
Fructus Rubi Rubus fruit Friichte Rosaceae - Guo, Q. 101
Incarvillea arguta Incarvillea Wurzel Bignoniaceae 1.0 * 103 % (t.m.) Luo, Y. 102
I"hysocar;‘)us Ninebark B:aumstamm Rosaceae 9.6+ 104 % (t.m.) Kim, Y.-K. 103
intermedius. Rinde
Luma chequen White chilean myrtle Uberirdische Part  myrtaceae - WACHTER 104
Geum japonicum - Gesamte Pflanze  Rosaceae 1.2+ 103 % (t.m.) Xu, H. 105
Hyptis verticillata John Charles Gesamte Pflanze  Lamiaceace - 'l\f)SVELO' M.
Agastache rugosa Korean mint Wurzel Lamiaceace - Zou,Z. M. 107

Tabelle 1: Verbreitung der Maslinséure in der Pflanzenwelt. Literatur bis Juni 2011 wurde beriicksichtigt.
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3.2. Strukturanalytische Charakterisierung der verschiedenen Triterpensiduren
Die analytische Untersuchung der natirlichen und der synthetisch modifizierten pentazyklischen
Triterpene erfolgte unter Zuhilfenahme der Kernresonanz-, Massen-, Schwingungsspektroskopie
sowie der Drehwertbestimmungen, UV-Vis-Messungen und verschiedene chromatographischen

Analysemethoden (DC und HPLC).

Die Zuordnung der Signale in den Spektren der kernresonanzspektroskopischen Untersuchungen
erfolgte unter der Verwendung von 2D-NMR Messungen, dem Inkrementensystem (ACD Labs®) und
Literaturdaten (entsprechende Zitate sind in den Veroéffentlichungen vermerkt). Die Signale der
terminalen Methylgruppen konnten prinzipiell durch ein APT-Experiment von denen der cyclischen
Kohlenstoffatome unterschieden werden. Die Aufnahme von gHSQC Spektren ermdoglichte ferner die
Unterteilung in quaternadre und geminale Signale und die Zuordnung der Kohlenstoffsignale zu den
entsprechenden Signalen im Protonen NMR. Von den markanten Signalen der, die Hydroxylgruppen
tragenden, Kohlenstoffatomen im A-Ring ausgehend (C2 und C3), konnten die terminalen

Methylgruppen Gber gHMBC-Experimente eindeutig zugeordnet werden.

Exemplarisch soll dies im Folgenden an Hand des, in Kapitel 4.5 und Anlage 9.5 vollstindig

charakterisierten, Maslinsduremethylesters beschrieben und durch Abbildung 18 graphisch

Ll

verdeutlicht werden.
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Abbildung 18: lllustration der terminalen Methylgruppen-Zuordnung via gHMBC-Experiment
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Dem Signal des Kohlenstoffatoms CH(3) kann, neben einem Kreuzpeak mit dem Signal des Protons an
C2, je einen Kreuzpeak mit den Signalen der Methylgruppen an Position 23 und respektive an Position
24 zugeordnet werden. Fur die besonders markanten Signale der axial stehenden Kohlenstoffatome
CH (5) und CH (9) erwartet man im gHMBC je drei Kreuzpeaks; Neben den Signalen fiir CH; (24) und
CHs (23), einen Kreuzpeak mit CHs (25) - im Falle des Kohlenstoffatomsignals CH (5). Fiir CH (9) erwartet
man, neben einem Kreuzpeak mit CH; (25), ein Signal mit den Protonen an C11 und mit denen der
terminalen Gruppe CHs (26). Von dem so zugeordneten Signal flir CHs (26) lasst sich das Signal fur
Position 27 durch einen Kreuzpeak mit C (14) bestimmen. Dieses ist, im Gegensatz zu dem, auch mit
CHs (27) koppelnden, Signal fur C (8), durch einen zusatzlichen Kreuzpeak mit CH (12) und CH (18)
eindeutig bestimmbar. Letztere zeigen signifikante Kopplungsmuster im Protonen-NMR; Die
Kopplungskonstanten in Héhe von 3/ = 13.5 Hz sowie 3J = 4.8 Hz fiir das Proton an Position 18 sind
charakteristisch fr f-Amyrin Gerlste. Die axiale Position des CH (18) bedingt dieses
Aufspaltungsmuster analog der Karplusbeziehung, welche die Abhdngigkeit der Kopplungskonstanten
3J) vom Diederwinkel beschreibt. Fiir die Klasse der Ursane, in welcher in Nachbarschaft zu CH (18) nur
ein Proton vorhanden ist, befindet sich bei 2.29 ppm ein Dublett mit einer Kopplungskonstante in Hohe
von 3/ =11.2 Hz, was analog der Karplusbeziehung indirekt die dquatoriale Position der Methylgruppe
29 belegt. Die genaue Zuordnung der Signale fiir die Positionen 23 und 24 als auch 29 und 30, erfolgte
Uber die bekannte Beobachtung!®®, dass in rigiden Cyclohexylsystemen ein dielektrischer Effekt
auftritt. In Folge dessen findet man fiir Protonen entlang der Bindungsachse und im Inneren des Kegels
eine negative Abschirmung bzw. positiven Entschirmung des elektrischen Feldes. Im Umkehrschluss
werden axialstandige Substituenten starker vom elektrischen Feld abgeschirmt, was zur Folge hat, dass
die entsprechenden Signale im Protonen-NMR zu hoheren Feld verschoben sind. Den Protonen an
Position 24 kann, von den zwei zur Wahl stehenden Signalen (siehe Abbildung 18) auf dieser
theoretischen Grundlage, das ins Hochfeld verschobene Signal zugeordnet werden. Analog kann der
dquatorial stehenden Methylgruppe am Ring E das ins Tieffeld verschobene Signal zugeordnet werden.
Nach der so erfolgten Zuordnung der Signale im *H NMR kénnen die Kohlenstoffatome eindeutig iiber
ein gHSQC-Experiment den Signalen im 3C NMR zugeordnet werden (vergleiche Abbildung 19).
Spezielle Fragen der Raumanordnungen konnten unter zur Hilfenahme von H,H-Cosy Korrelationen

sowie durch die Verwendung der Kernoverhauser Korrelation (H,H-Noesy) geklart werden.
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Abbildung 19: lllustration der Kohlenstoffsignal-Zuordnung der terminalen Methylgruppen

Mittels IR-Untersuchungen wurden die Molekilschwingungen bestimmt. Charakteristisch fur alle
Triterpensauren ist hierbei die Carbonylschwingung bei ca. 1700 cm™. Im Bereich zwischen 1400 und
800 cm™ finden sich die C-H Valenzschwingen symmetrischer wie auch asymmetrischer Art. Die
Veranderungen an den Geristen kdnnen durch das zusatzliche Auftreten signifikanter IR-Banden
bestimmt werden. So fihrt die Einfihrung von Acetylgruppen zu einer zusatzlichen Schwingung bei
1200 cm; Veradnderungen im C-Ringsystem sind ebenso durch zusitzliche oder fehlende

Schwingungen verfolgbar (Abbildung 20).
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v({C=0) 1664 cm™
\\ o unsaturated ketone

v[C=0) 1700 cm” .
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Ketone
o, B unsaturated ketone
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Acetyl & Ester Acetyl & Ester Acetyl & Ester

Abbildung 20: Verdnderungen der IR-Absorption in Abhdngigkeit von der Modifikation im C-Ring. Die Synthese der
abgebildeten Verbindungen wird in P2 beschrieben

3.3. Pharmako]ogische Eigenschaﬂen

Die weitlaufige Verteilung der, als Sekundarmetaboliten vorkommenden, Triterpene in Heilpflanzen
aus den unterschiedlichsten Kulturen lasst ihr enormes pharmakologisches Potential erahnen. Im
natiirlichen System werden sie hauptsachlich als Membranbildner oder als Pathogene gebildet, was
die hohen Stoffkonzentrationen in Schalen, Blattern und Wurzeln erklart.%® Die Stoffklasse zeichnet
sich, wie in den phytochemischen Betrachtungen schon angedeutet, durch ein mannigfaltiges
Wirkspektrum aus, was zur Vermutung fiihrt, dass es sich bei den pentacyclischen Triterpenoiden um
Multi-Target aktive Verbindungen handelt.?° Im Folgenden sollen einige ausgewahlte Wirkungen niher

betrachtet werden.

3.3.1. Antiphlogtischer Effekt

Im dritten Buch des rémischen Arztes PEDANIOS DIOSKURIDES!?® wird die Verwendung der SiiRholzwurzel,
als Tee zubereitet, gerieben oder gekaut bei Magenbeschwerden und zur schnellen Wundheilung
empfohlen. Fiir die, mit den Uberlieferungen aus vielen anderen Kulturen und naturmedizinischen
Schriften im Einklang stehenden, pharmakologischen Anwendungen®, konnten unteranderem durch
niederlandische Forscher in der Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts gezeigt werden, dass der StiRstoff
in der Wurzel selbst die aktive Komponente ist. Dieser wiederum wird schon 1821 durch den Kieler

Professor fiir Medizin und Chemie CHRISTOPH PAFF in ,Entdeckungen in der Chemie der Materia

«111 111

medica als Glycyrrhizin bezeichnet und ist im wesentlich auf Arbeiten von ROBIQUET

zuriickzufihren, der die chemische Komponente sauber extrahieren konnte und Glycion nannte. Die
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chemisch-strukturelle Aufklarung gelang
Glycyrrhetinicacid ——1 | 11BHSD2
TSCHIRCH und CEDERBERG!'? im Jahr 1907.

Cortisol T v~ | Cortisone

Wahrend des zweiten Weltkrieges konnte
der Niederlander  Arzt REVERS'?3 Mineralocorticoid receptor

beobachten, dass die Behandlung mit Aldosteronelike effects

Stark-Lakritze  bei  Magengeschwiiren l

innerhalb kurzer Zeit zur Symptomfreiheit Hypernatremia
Hypokalemia

fuhrt. Auf diesem Befund aufbauende Hypertension

Untersuchungen zeigten ferner, dass es bei
Abbildung 21: Vereinfachte schematische Darstellung des

gesunden Menschen in Folge von zu hohem Wechselspiels zwischen GA und 118HSD2 nach Sontia et al. 77
Lakritzgenuss 2u Odembildungen

kommt.** Im Jahr 1953 konnten CARD et al.'™® dann beweisen, dass dieser pharmakologisch
unerwartete Effekt der Glycyrrhizin und Glycyrrhetinsdure zuzuschreiben sei. Erst weitere
finfundzwanzig Jahre, nach dieser physiologisch nicht erklarlichen Beobachtung, konnte der
Arbeitskreis um EDWARDS et al.''® beweisen, dass Glycyrrhetinsdure, welche nach der oralen
Applikation von Glycyrrhizinsadure durch Hydrolyse-Prozesse entsteht, die
11B—-Hydroxysteroiddehydrogenase (11B-HSD) inhibiert. Dieses Enzym findet sich hauptsachlich in
Mineralcorticoid-sensitiven Gewebe (Leber, Plazenta, Niere)*® und reguliert den Glycocorticoide-
Haushalt durch die Oxidation von Cortisol zu Cortison. Letzteres ist nicht in der Lage mit dem
Mineralcorticoid-Rezeptor in Wechselwirkung zutreten und verhindert dadurch eine Cortisol-bedingte
Uberstimulation des Rezeptors. Durch die Inhibierung von 11B-HSD wird Cortison jedoch nicht mehr
gebildet und infolgedessen sammelt sich Cortisol im Gewebe an (vgl. Abbildung 21). Die
beschriebenen, pharmakologischen Effekte der Wassereinlagerung und der Antiulcus-Wirkung sind

auf die Ansammlung von Cortisol im Gewebe zuriickzufihren.

Die, sich auf die inhibitorische Wechselwirkung mit 113-HSD griindenden, Eigenschaften konnten auch
fiir andere pentacyclische Triterpene vom a- und B-Amyrintyp nachgewiesen werden.® Zusammen
mit der putativen Inhibition der im Arachidonsaure-Stoffwechsel involvierten Enzyme Cyclooxygenase
(COX) und 5-Lipoxygenase lasst sich der antiphlogtische Effekt dieser Stoffklassen und der, diese

Substanzen aufbauenden, Heilpflanzen begriinden.'®

Eine weitere, die antiphlogtische Wirkung untermauernde, Eigenschaft wird in den Arbeiten von
ALLOUCHE und Kollegen vorgestellt.'?® Sie zeigten, dass die in Apfelschalen vorkommenden
Triterpensduren sowohl als Radikalfanger agieren kdnnen als auch in der Lage sind Kupferionen zu

chelatisieren. Im speziellen Fall der Ursolsdaure wurde zwar kein wirkungsgebendes Strukturelement in
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dieser Abhandlung vorgestellt, Studien an der Glycyrrhetinsdure lassen jedoch den Rickschluss zu,

dass die Modifikation des C-Ringes entscheidend ist.'?

3.3.2. Antidiabetischer Effekt
Die, sich in zwei Haupttypen unterteilende, Stoffwechselstérung Diabetes mellitus ldsst sich durch

einen erhohten Blutzuckerspiegel charakterisieren und wird entweder durch genetisch bedingte
Pradisposition (Typ 1) oder altersbedingt verursacht (Typ 2).} Behandlungsstrategien neben
Insulintherapien zeichnen sich durch die gezielte Beeinflussung von Enzymen aus, die am Glucose-
Metabolismus beteiligt sind. In den vergangen Jahren konnte mehrfach belegt werden, dass

pentacyclische Triterpene durch die Modulation solcher blutzuckersenkend wirken.?

Die Inhibierung der 11B-HSD, welche unter 3.3.1 dargestellt wurde, wird zum Beispiel als potentielles
therapeutisches Target zur Behandlung von Diabetes Melitus gehandelt. Weitere erklarende Effekte
kdnnen in der Modulation von Akt/PKB, der Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B (PTP1B), dem Insulin
Rezeptor, TGRS, dem Glycocorticoid Rezeptor, der a-Amylase sowie
a-Glucosidase, GAPDH und der Glycogen Phosphorylase (GP) gesehen werden. Der 2011 erschienene
Ubersichtsartikel von SHENG und SUN'?2 enthélt zur thematischen Vertiefung fiir alle genannten Targets

die entsprechenden Literaturzitate sowie eine detailreichere Darstellung bereit.

3.3.3. Antimikrobieller Effekt

Eine weitere vermutete biologische Funktion der, hauptsachlich in den dulReren Epidermalschichten
héherer Pflanzen aufzufindenden?®, Stoffe ist von pathogener Natur. Fiir die antibakterielle Wirkung
von Salbeiblattern konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass der Triterpensdureanteil
mitverantwortlich ist.'?® Fiir isolierte Triterpensduren, wie der Oleanolsiure, kdnnte ferner eine
antimikrobielle Wirkung gegen Staphylococcus aureus und Bacillus subtilis experimentell
nachgewiesen werden.'?* HORIUCHI et al.'?® zeigten die wachstumsinhibitorische Wirkung gegen iiber
Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium, die ebenso flr Ursolsdure nachgewiesen werden
konnte. Die nicht vorhandene Wirkung gegeniiber gramnegativen Bakterien'?®, wie Enterococcus colie,
Staphyloccocus marecescens und Pseudomonas aeruginsa lasst den Rickschluss zu, dass der Membran
eine signifikante Rolle einnimmt. Prinzipiell zeigt diese Studie, wie auch eine von CHUNG et al.'?, auf,
dass die Wirkung zwar existent, jedoch nicht exorbitant ist. Im Gegensatz zu einer, sich putativ auf
Membran-destabilisierenden Wirkung begriindenden, Aktivitit stellen CHUNG et al.l?® fir die
Betulinsaure, Betuninal und a-Amyrin fest, dass 247, 1265 und respektive 179 Gene signifikant durch
die Behandlung mit den entsprechenden Naturstoffen reguliert wurden sind, was die Autoren auf ein

genetisches Target schlieRen lasst.
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Studien um ZIEGLER et al.?’ wiederum bestirken die erstere These; Erythrozyten, welche u.a. mit

Betulinsdure beladen wurden, veridndern ihre Form!?72

und verhindern durch die Inhibierung der
Merozoiten Internalization das parasitares Wachstum. Auch wenn dies kein stringenter Beweis der
membranabhdngigen antibakteriellen Wirkung ist, zeigen diese Studien die potentielle
Wahrscheinlichkeit dieser MOA, welche ferner durch Untersuchungen von BRONIATWOSKI et al.**® und

PRADES et al.'*® untermauert wird.

3.3.4. Antiviraler Effekt
Auch antivirale Wirkungen wurden vermehrt fiir Triterpensauren beschrieben; erstmals im Jahre 1994
fur Betulinsdure.'®° Spater konnten OsoRIO et al.*3! fiir verschiedene Oleansiurederivate zeigen, dass
diese in der Lage sind, die Replikation von HI-Viren post-enteral zu hemmen. Der Arbeitskreis um
FLEKHTER™? zeigt fir semi-synthetische Lupananaloge antivirale Aktivititen und auch fir die
Maslinsdure ist eine solche Wirkung bekannt.!®® Letztere inhibiert die HIV-1 Protease und
interessanterweise zeigt die freie Sdure, im Gegensatz zu, mit Dipeptiden modifizierten Derivaten, eine
Aktivitat. Flr die Oleanolsdure und verschiedene Abkémmlinge konnte ein zur Betulinsdure analoger,
die Maturation der Viren beeinflussender, Wirkmechanismus nachgewiesen werden. Zusétzlich
inhibiert die Behandlung mit Oleanolsdure die Spaltung von p25 zu p24 was zu der Ausbildung von

morphologischen Defekten fiihrt, die dafiir sorgen, dass die Viren non-infektiés werden.!3*

3.3.5. Antialzheimer Effekt

Die u.a. aus Origanum majorana L. isolierbare Ursolsdure zeigte in einer Anti-Demenz Studie eine
messbare, gemischte (kompetitive und nicht-kompetitive) Inhibierung der Acetylcholinesterase. Die
Autoren um CHUNG et al.’3> postulieren einen verzdgerten Verlust der kognitiven Fihigkeit durch die
therapeutische Behandlung mit Ursolsdure. Auch fiir andere Amyrine konnte eine solche Aktivitat

nachgewiesen werden, 82136570

3.3.6. Antitumor Effekt

Mit ca. eintausend Eintrdgen, welche bei der Suche nach den Schlagworten Krebs und den
verschiedenen Sduren sowie der anschlieBenden Subsummierung der Einzelergebnisse, bei PubMed
resultieren, wird neben der Relevanz per se gleichzeitig die enorme Komplexitdt des vorhandenen
Wissens angedeutet. LOGEMANN und Kollegen®” verdffentlichten bereits 1960 in Nature eine in vivo
Studie welche den Titel ,Antileukemic activity of Glycyrrhetinic acid” tragt. Ferner deutet sich durch
diese erste Studie schon die Existenz sehr interessanter Struktur-Wirkungs-Abhangigkeiten an.
Waidhrend die 18a wie auch die 18B-Glycyrrhetinsdure vielversprechende Aktivitdten aufweisen,
verringert sich das Tumorgewicht durch die Behandlung mit einem Methylsulfonsauresalz des 3-Oxo-

glycyrrhetinsdure-dimethylaminoethylesters kaum. Mit der, nicht nur aus wirkstoffforschendem
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Blickwinkel heraus betrachten, revolutiondren Immortalisierung von Krebszellen (Vgl. 3.4.1.1) und der
daraus sich ermoglichenden in vitro Testung steigt historisch die Anzahl an Veroffentlichungen, welche
belegen, dass es sich bei den antitumor aktiven Komponenten vieler Heilpflanzen um die
Triterpensauren handelt. Uber ein halbes Jahrhundert nach der Ersterwdhnung im Journal Nature®®’
ist das Interesse an antitumor Untersuchungen noch nicht erloschen. Die selektive Induktion eines
letalen Effektes, die erwiesene Moglichkeit der Aktivitdtsmodulierung via chemischer Modifikationen
sowie u.a. die gute, zumeist nebenwirkungsarme Vertraglichkeit konnen als Hauptursache angesehen
werden. Wissenschaftlich bewiesen ist, dass die meisten Vertreter dieser Naturstoffklasse es
vermogen in den Krebszellen eine kontrollierte Form des Zelltodes auszulésen — die Apoptose.
Zusatzlich existieren verschiedenste Erkenntnisse, welche verdeutlichen, dass auch ein
zellwachstumshemmender Effekt durch die betrachteten Verbindungen ausgeldst werden kann. Um
eine der Zielstellung gerecht werdende Betrachtung des Themas zu ermoglichen, ist eine genauere
Betrachtung der Krankheitsentstehung sowie der molekularbiologischen Ereignisse, welche zum

Zelltod fuhren, von Noten.

3.4. Tumorerkrankungen und potentielle Behandlungsstrategien
o (=

,Das Geschwultsproblem ist ein Zellenproblem“

THEODOR BOVERI

Der, mit dem revolutionierenden Ubergang der Wissenschaft von der deskriptiven zur experimentellen
Phase einhergehende, Erkenntniszugewinn der Tumorentstehung istim Wesentlichen mit den Namen
THEODOR BOVERI**® (1862-1915) und DAVID PAUL VON HANSEMANN3 (1858-1920) in Korrelation zu
setzen.'® Die Biologen beschiftigten sich wahrend der Jahrhundertwende und zu Beginn des
zwanzigsten Jahrhunderts mit der Krebsforschung. HANSEMANN, als Vertreter der deskriptiven Periode
anzusehen, war der histologischen Krebsforschung verschrieben und untersuchte u.a. die, in den
80igern des neunzehnten Jahrhunderts entdeckten und beschriebenen, Chromosomen in
Krebszellen.'® Durch Lichtmikroskopie, Einbettungen, Firbeverfahren und anderen technische
Neuerungen ermoglicht, begriindete HANSEMANN mit MAX BORST die wissenschaftliche
Tumordiagnose.’® Die in den Jahren 1902 und 1910 erschienenen Biicher ,Die mikroskopische

“141 sowie ,Atlas der bosartigen Geschwiilste“!*? bezeichnet

Diagnose der bosartigen Geschwiilste
WUNDERLICH!? als Hohepunkte der deskriptiven Tumorcharakterisierung. (vergleiche Abbildung 22) Im
Gegensatz zu BOVERI war HANSEMANN priméar an der formalen Tumorgenese, der Entwicklung von
Tumoren, und nicht wie ersterer an der Entstehung, der kausalen Genese, von bodsartigen

Geschwiilsten interessiert.

Als uniibertroffener Meister des Experimentes beschreibt HANS SPEMANN (1869-1941) den als Vertreter

der neuen, experimentellen Wissenschaftsperiode anzusehenden, BoveRI.2*® Als Zoologe beschiftigte
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er sich hauptsachlich mit
entwicklungsbiologischen Fragen. Die Eier des
Echinus  (Seeigel) und der  Ascaris
megalocephala (Spulwurm, heutige
Nomenklatur Parascaris equorum) dienten
ihm als Modellorganismen. Seine vornehmlich

deduktive entwickelte Hypothese, dass der

Tumorentstehung permanente Stérungen des

Carcinoma Mammae. Vergr. Zeiss 16,0, Okular 4. Unten Carcinom, oben normale

Gleichgewichts der Chromosomen zugrunde Driisenschtiuche,

liegen, welche durch abnorme Mitose Abbildung 22: Historische, histologische Abbildung eines
Mamma-Karzinoms42

zustande kommen, leitet sich von einem

seiner Hauptwerke!*, dem 1902 erschienen Artikel'*? ,Uber Mehrpolige Mitose als Mittel zur Analyse
des Zellkerns” ab.%%> Wie viele seiner Thesen konnte diese verifiziert werden; es bedurfte jedoch
Uber fiinf Jahrzehnte. Das so generierte Wissen iber die Tumorpromotion, -progression und -definition
lasst heute VIRCHOW s Ausspruch - ,Wollte man auch Jemand auf das Blut pressen, dass er sagen sollte,
was Geschwiilste eigentlich seien, so glaube ich nicht, dass man irgend einen lebenden Menschen
finden wiirde, der in der Lage wire, dies sagen zu kénnen. **®- der 1897 von HANSEMANN!*! noch
validiert werden musste, klarer verneinen. Der 1821 in Pommern geborene Arzt, Archidloge und
Politiker beschrieb 1845 erstmalig die maligne Erkrankung des lymphatischen Systems, die Leukdamie

«146 ;

und Gberfihrte mit seinem Theorem ,,Omnis cellula e cellula im Jahr 1855 die Zytologie in ein neues

Zeitalter.'¥’

3.4.1. Tumorgenesis

Das urspriingliche Gewebe, oder expliziter die Zelle mit der ersten Mutation, klassifiziert die
verschiedenen malignen Tumorarten in die Hauptarten Karzinome (aus Ephitelzellen), Sarkome (Binde
und Stiitzgewebe) und Leukdmien (Blut und Knochenmark) ein.> Die Entwicklung der tédlichen,
metastierenden Form des Tumors selbst ist ein Prozess, der im Durchschnitt Giber einen Zeitraum von
zwanzig bis vierzig Jahren verlduft. Der lange Entwicklungsprozess verdeutlicht zum einen die
ungemeine Komplexitat und wird ferner zur Beschreibung in ein Dreistufenmodell untergliedert. Das
in der Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts entwickelte Modell gilt zwar heute als nicht mehr aktuell,
vielmehr geht man von einem non-linearen Mehrstufenmodell aus, es ist aber, durch den Mangel an

evidenten, besseren Theorien, allgemeinhin akzeptiert und in Abbildung 23 schematisch dargestellt.’
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Abbildung 23: Dreistufenmodell der Tumorgenesis

Nach der ersten urspriinglichen Mutation einer einzigen Zelle, benétigt es eine gewisse Weile, bis sich
aus der einzelnen, mutierten Zelle eine relevante Population gebildet hat (ca. 10° Zellen), in einer
zweiten Phase kommt ein weiterer Defekt hinzu, der sich aber erst als tumorbedingend bezeichnen
lasst, wenn weitere genetische Verdnderungen (zwischen vier und sechs) hinzugekommen sind.
Beobachtungen, wie z.B. die epigenetischen Verdanderungen der Gene, im Konkreten, die Methylierung
von Promotorgenen, verkomplizieren die Tumorgenesis.” In Abbildung 24, welche dem
Ubersichtsartikel , The Hallmarks of Cancer” von HANAHAN und WEINBERG*® entnommen ist, ist dieses

komplexe Zusammenspiel dargestellt.
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Abbildung 24: Molekulare Wechselwirkungen, die zur Tumorgenesis fiihren. Abbildung aus Hanahan und Weinberg.
Rot markierte Gene stellen bekannte mutierte Gene in Krebszellen dar.
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3.4.2. Der chlzyklus

Mutationen, die tumorinitiierend wirken kdnnen, treten wahrend des Proliferationsvorganges in der
Zelle auf. In Abbildung 2 ist eine schematische Abbildung des Zellzyklus zu sehen; eine schnell
wachsende eukaryontische Zelle durchlauft diesen in ca. 24h. Nach durchschnittlich zwolf Stunden
erreicht eine proliferierende Zelle den G1-Checkpoint.**® Reguliert durch Cyclin-abhingige Proteasen
wird die Zelle an dieser Stelle in die Synthesephase Uberfiihrt, wenn eine ausreichende ZellgroRe
erreicht ist und keine Schadigungen der DNA erkennbar sind. Vermittelt durch reversible
Dephosphorylierung und Phosphorylierung, Aktivierung von spezifischen Inhibitoren und die
Regulation von subszelluldren Lokalisationen erfolgt die Regulation; im speziell betrachteten Fall wird
ein [CylcomD/CDK4] Komplex benétigt. Wie in Abbildung 24 ferner dargestellt sind die Proteine p21WA*
und p53 indirekte Inhibitoren fiir die Ausbildung dieses Komplexes und somit Tumorsupressorgene.®
Eine erhohte Expression des Gens, wie es z.B. kiirzlich bei der Behandlung von Wistar Ratten mit
Glycyrrhizinsdure nachgewiesen werden konnte®®?, fiihrt zu einem Zellwachstumsarrest und somit zu
einer Eindammung des Tumorwachstums. Zwei in dhnlicher Art und Weise ablaufende Kontrollpunkte
sind ferner in der Zelle bekannt, einer nach der G2 Phase und ein weiterer in der M-Phase. Neben der
Uberfiihrung der Zelle in den GO Zustand, dem Wachstumsarrest, kann es in Folge von entsprechenden
Signalen zur Apoptose oder zu einem Verweilen in der entsprechenden Phase kommen. Ferner ist
bekannt, dass bei einer Tumorerkrankung diese Kontrollpunkte inaktiviert sind bzw. deaktiviert

wurden, und zum anderen, dass viele Zytostatika Einfluss auf den Zellzyklus haben.

3.4.2.1. Zellxyklusuntersuchungen

Zur Analyse tendenzieller Zellzyklusveranderungen stehen prinzipiell mehrere Methoden zu
Verfligung. Die am weitverbreitetsten beruhen auf FACS-Messungen (Fluorescence-activated cell
sorting).’® Nach Vereinzelung und laserunterstiitzter Zahlung der zu untersuchenden Zellpopulation
kénnen mittels Emissionsdetektoren Fluoreszenzsignale aufgenommen werden, die selektiv einzelnen
Events (Zellen), zugeordnet werden kdnnen. Wird eine behandelte Zellpopulation mit einem DNA-
Farbstoff versetzt, kann, wenn die Bindung proportional erfolgt, die DNA-Verteilung bestimmt werden.
Aus dem Pool der zur Wahl stehenden DNA-Farbstoffe>? (Tabelle 2) wird Propidiumiodid bevorzugt,
da durch Farbungen mit diesem zweifach positiv geladenen, interkalierenden Farbstoff die scharfsten

Phasen erzeugt werden und das Vertrauensintervall den minimalsten Wert erreicht.>3
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Abbildung 25: DNA und RNA Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoffbezeichnung  Amax Farbe Selektivitat bzgl. NA

A Hochst 33342 461  blau DNA
B DAPI 455 blau DNA
C  Acridine Orange (AO) 520 grin DNA
D Propidium lodid (PI) 615 rot DNA & RNA
E Ethidium Bromid (EB) 600 rot DNA & RNA

Tabelle 2: Emmissionen und Selektivitdt der dargestellten DNA-Farbstoffe

Abbildung 26 zeigt ein typisches, im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgenommenes DNA
Histogramm. Theoretische Grundlage zur Auswertung bildet die Tatsache, dass Zellen der G1 bzw. GO-
Phase einen einfachen diploiden DNA-Satz besitzen, Zellen der M bzw. G2-Phase einen doppelten,
sogenannten tetraploiden Satz.»>* Bindet der Farbstoff proportional, so muss die Signalintensitit der
G2/M-Phase doppelt so groR sein, wie die der G1/G0-Phase. Events mit einer dazwischenliegenden

Signalintensitat werden entsprechend der S-Phase zugeordnet, in welcher die DNA aufgebaut wird.

Um eine Farbung mit Propidiumiodid (Pl) per se zu ermoglichen, muss die Zellpopulation zuvor fixiert
und permeabilisiert werden, da der Farbstoff aufgrund seiner zweifach positiven Ladung, nicht
zellmembranpermeabel ist.>® Als Reagenz wurde eine eiskalte, siebzig prozentige ethanolische Lésung
verwendet, die gleichzeitig fixierend und permeablilisierend wirkt.?>> Als Nebeneffekt kommt es bei
dieser Methode jedoch zu einer verstarkten Konglomeratisierung der Zellen, sodass die Vereinzelung
der Zellen wahrend der Messung nicht mehr hundertprozentig gewahrleistet werden kann und von
dem aufgenommenen Histogramm zuvor die Dupletts entfernt werden missen, um falsch positive
G2/M Populationsanteile zu entfernen. Dies geschieht digital durch eine zweidimensionale Auftragung
der Signalhdhe gegen die Signalbreite; direkt proportionale Events entsprechen einzelnen Zellen (Polt
B der Abbildung 26). Zur statistischen Auswertung der Verteilung existieren zwei verschiedene
Methoden. Erstere, welche das Integral unterhalb des Graphen eines manuell festgelegten Bereiches
berechnet, sollte aufgrund der Ungenauigkeit (Abbildung 26 Teil C und D) wenn mdoglich vermieden
werden, da die einzelnen Phasen sich tGberlappen. Zur korrekteren Analyse des Zellzyklus kann auf ein
von RABINOVITCH'** geschriebenes Programm (MultiCycle™ DNA analysis) zugegriffen werden. Dieses
basiert auf einer strikt mathematischen Analyse, welche es vermag die iberlappenden Integrale zu
trennen. Es beinhaltet die meisten etablierten Modelle, die das Zellzyklushistogramm als Ergebnis
mehrerer Gaus-Verteilung betrachten und die bestmogliche theoretische Verteilung berechnen.
Zusatzlich konnen Zellfragmente ,,debris”“ und Hintergrundrauschen, welche das Ergebnis verfélschen,
herausgerechnet werden.?®® Das iterativen Verfahren bestimmt (iber eine Maxima-Suche, kombiniert
mit strikten Regeln fiir die Standardabweichung der einzelnen Integrale und ein nicht zu

unterschreitendes Minimum, zunachst das G1 Signal, von diesem ausgehend wird der tetraploide
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Peak, der im Mittelwert dem 1.93 — 2.03 fachen des G1 Signal entsprechen sollte, gesucht.'® Die
Synthesephase wird nach einem Model von DEAN UND JETT'*® gefittet. Ferner werden, wie von
RABINOVITCH™* als Ergebnis der DNA Cytometry Consensus Conference empfohlen, mindestens 10.000
Zellen pro Messung gezahlt. Um eine reproduzierbare S-Phase zu erhalten, werden Zellfragmente wie
auch Aggregate bei der Zihlung nicht beriicksichtigt. SHANKEY et. al.*®® hebt an dieser Stelle auch
hervor, dass das Vertrauensintervall von nicht maligen Zellen <8% liegen sollte, fir Tumorzellen mag
zwar ein Cl von >8% durchaus nicht unwahrscheinlich sein, eine gute S-Phasen Kalkulation, zur Aussage

Uber das Tumorwachstum, lasst sich jedoch auch hier besser realisieren mit einem geringen Cl (<8%).
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Abbildung 26: Beispielhafte Darstellung der Zellzyklusuntersuchung via FACS Messung
A Gesammelte gesamt Zellpopulation; R1 stellt die fiir die Analyse ausgewdhlten Events dar B 2D-Plot der Propidiumiodid
Emission; R6 entspricht den einzelnen Zellen, parallel versetzt sind Zell-Dupletts zu sehen. C Prozentuale Verteilung der in D
markierten Bereiche

Die Veranderung der Normalverteilung als Folge der Behandlung mit zytotoxischen Prdparaten ist in

Abbildung 27 zusehen.
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Abbildung 27: Ausgewdhlte Histogramme, die die einzelnen Zusténde, welche fiir lebende Zellpopulationen nach einer
Behandlung bekannt sind, darstellen.

Wahrend das jeweils linke Histogramm die Verteilung in der unbehandelten Kontrolle zeigt, ist in dem
entsprechend rechtem Graph jene nach der Behandlung einer Zellpopulation zusehen. Uber diese
Analyse ist es moglich ein erstes Indiz Gber einen putativen Mechanismus der Wirkung zu erhalten;
eine M-Phasen Anreicherung beispielsweise deutet darauf hin, dass der Wirkstoff die Offnung der
Spindel wihrend der Anaphase verhindert.’®® Verstirkt sich die S-Phase hingegen, kann vermutet
werden, dass durch einen Eingriff in die DNA-Synthese diese nicht korrekt ausfiihrbar ist.'®! Die
Anreichung der M-Phase bleibt in Folge dessen aus und die Zellen verweilen in der S-Phase recht breit
verteilt, da es keinen Kontrollpunkt gibt, an dem diese arretiert werden kénnten. Durch die Inhibierung
von z.B. Cytokinen auf Protein oder Genebene kann alternativ der Ubergang von der G1 in die S Phase
gehemmt werden, was zu einem G1 Arrest fiihren wiirde und in der Zellzyklusanalyse durch eine
typische Verteilung (Abbildung 27 links oben) detektierbar ware. Wie aus Abbildung 24 ersichtlich ist,
kann durch Modulation von zellzyklusarrestinduzierenden Proteinen (e.g. p53) parallel iber Bid die

Caspase Kaskade gestartet werden, welche zum Zelltod fuhrt.
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3.4.1. Der Zelltod

Unter dem Begriff werden drei grundlegend verschiedene Formen subsummiert, welche zum
Absterben der Zellen fiihren. Neben der Seneszenz, dem Alterungsprozess, klassifiziert man in
traumatisch-nekrotische und programmiert ablaufende Zelltode. Letztere werden wiederum in

verschiedene Unterformen unterteilt.?

3.4.1.1. Seneszenz

Unter Seneszenz wird der irreversibel induzierte Zellwachstumsarrest verstanden und wurde erstmals
fir menschliche Fibroblasten, als eine Phase, in welcher sich diese am Ende ihrer replizierenden
Lebensspanne befinden, beschrieben. Durch den Verlust der Fahigkeit auf Wachstumsfaktoren zu
reagieren sind die Zellen in der G1/GO Phase des Zellzyklus arretiert.’®> Eine charakteristische,
morphologische Veranderung ist das flache, vergroRRerte Erscheinungsbild der Zelle und auf
molekularer Ebene findet sich haufig eine Induktion der SA-f-gal Aktivitat. Signifikante Verdnderungen
in der Gen-Expression rufen u.a. die Bildung des Seneszenz-assozierten Sekretom hervor, das
wiederum schwerwiegende Verdnderungen in angrenzenden Zellen und der Mikrostruktur bedingt.
Die Bildung des charakteristischen SAHF (senescence-associated heterochromatic foci) erfordert die
Hemmung von E2F-abhangigen Promotoren durch pRb was eine stabile Repression von E2F

spezifischen Genen zur Folge hat und woméglich die Irreversibilitit der Seneszenz begriindet.'®3

Hervorgerufen wird die Seneszenz nach aktuellem Stand der Wissenschaft durch die Verkirzung der
Chromosomenenden, den Telomeren. Bei jeder Replikation der DNA wird das spezifische, mehrere
KBp-grole, aus der Sequenz TTAGGG bestehende, Endstrukturelement verkiirzt. Nach der Erreichung
eines kritischen Minimums kann sich die Zelle nicht mehr teilen, was als Seneszenz auslésend
angesehen wird. Die artifizielle Uberschreitung dieses Kontrollpunktes gelang mit Telomerasen und
bildet Grundlage fiir die Immortalisierung von Zellen und damit fiir die Zellkultur.'®* Das Enzym selbst
ist in nur in wenigen gesunden Zellen exprimiert (z.B. in Stammzellen), hingegen in bis 95 % der
malignen kolorektalen Zellen.'®® Fiir Ginsenoside konnte durch ZHoU et al.'® nachgewiesen werden,

dass diese Triterpene Seneszenz in menschlichen Fibroblasten auslésen.

3.4.1.2. Nekrose

Der auch als , Accidental Cell Death” beschriebene Zelltod kennzeichnet sich durch das Aufplatzen der
Zellmembran, als Folge des signifikanten Anschwellen der Zelle und der Organellen. Auslésende
Faktoren sind neben Bakterien und Gifte mechanische Beanspruchungen. Durch das unkontrollierte
Austreten des Zellinneren in das umliegende Gewebe kommt es in Folge von nekrotischen Zelltoden

zu Entziindungen.?
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3.4.1.3. Programmierte Zelltod

Nach der erstmaligen, wissenschaftlichen Beschreibung des programmierten Zelltodes durch KARL
VOGT im Jahre 18427 vermehrte sich die Kenntnis in Folge intensiver Forschungen explosionsartig.
Verschiedene Monographien befassen sich ausschlieBlich mit den verschiedenen Formen, die wohl
bedeutendste ist die Apoptose. Neben dieser, welche sich durch die Aktivierung von Caspasen
auszeichnet, sind die kontrollierten, zum Tod flihrenden Prozesse unter Beteiligung von
Autophagozytose sowie der Mitotische Katastrophe (MC) anzufiihren. Zusétzlich findet sich in der

Literatur der Caspase-unabhingige, programmierte Zelltod beschrieben.?

3.4.1.3.1. Autophagozytose

Der ubiquitar hoch konservierte eukaryotische Mechanismus wird bei Nahrstoffmangel, Absenz von
Wachstumsfaktoren oder oxidativen Stress beobachtet und in drei Typen unterteilt. Im Kontext der
Antitumor-Forschung sind die Mikro- und die Chaperon-vermittelte Autophagozytose von geringer
Relevanz.? Der Makroautophagozytose, welche auch als ,self-eating mechanism“ beschrieben wird,
spricht man dagegen eine hohe Signifikanz als potentiellen anti-tumords wirkenden Prozess zu.
Zentrale Rolle spielen doppelwandige Vesikel, die Autophagosomen, in deren pH-sauren Inneren u.a.
Proteine zum Energiegewinn degeneriert werden. Die Typ ll-Unterform, die ausschweifende
Autophagozytose, flihrt hierbei — putative unter Beteiligung von apoptotischen oder nekrotischen
Mechanismen — %8 zum Zelltod. Die genetisch und molekulare Ebene ist noch nicht vollstindig
aufgeklart, als bewiesen gilt jedoch die Involviertheit verschiedener Atg’s (Autophagy related
genes).'® Fiir B10, einen Tris-Ester der Betulinsiure!’® sowie andere Betulinsidurederivate!’ konnten

beispielsweise typische Autophagymerkmale nachgewiesen werden.

Endosome Lysosome
Atgl complex
Mgl 2-Atgs Beclin 1 complex .l
/Atg16
2 L. Rat ?
) [5) ab7, Rab24?
. oy ® AAA ATPases

SNAREs

LAMP 1/2 I

Autolysosome

Preautophagosomal Phagophore Autophagosome Amphisome
structure

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Autolysosomebildung von MELINOG?
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3.4.1.3.1.1.  Autophagy Nachweis

Neben der Moglichkeit Expressionsveranderung von Autophagozytose relevanten Proteinen (iber
gelelektrophoretische Methoden, wie den Westernplot, zu analysieren, existieren verschiedene, auf
pH-Wert sensiblen, fluoreszenzaktiven Farbstoffen beruhende, Protokolle.'’? Der im Rahmen dieser
Arbeit u.a. zur Detektion von Autophagy verwendete Fluoreszenzfarbstoff, Acridin Orange (AO), ist
eine leicht wasserlosliche Base, die in reinen, wassrigen Losungen in zwei Hauptformen (als Dimeres
oder Monomeres) auftreten kann. Die Monomere-Form besitzt ein Absorptionsmaximum bei 488 nm
und fluoresziert bei 530 nm mit einer Halbwertzeit von 1*10 s griin.!”® Die Dimere-Form besitzt ein
Absorptionsmaximum bei 465 nm und fluoresziert bei 640 nm mit einer Halbwertszeit von 10%s rot.
Bei mikroskopischen Untersuchungen unterscheidet man zwischen dem A- und B-Typ von AO. Ersterer
tritt bei Wechselwirkungen mit doppelstrangigen Nukleinsduren auf, wenn das Verhéltnis von
Nukleinbasen zu AO-Molekilen 4:1 betragt. In der interkalierten Form hat das Monomere AO eine 2
bis 2.5 fach hoher Fluoreszenzintensitat als im ungebunden Zustand. Prinzipiell sind die Eigenschaften
des A-Typs vergleichbar mit denen des Monomeren, als einziger Unterschied ldsst sich ein Shift im
Absorptionsmaximum (A = 15 nm) hervorheben. Der B-Typ von AO tritt bei Wechselwirkungen mit
einzelstrangigen Nukleotidsduren (ssNA) auf, in diesem speziellen Fall bleibt die Fahigkeit Dimere
auszubilden erhalten und eine rote Fluoreszenz kann beobachtet werden. In detektierbaren Mengen
kommen ssNA in den sauren Organellen der Zelle vor. Lysosomen, Biovesikel mit einem Inneren pH
von 4.5-5.0, spalten Proteine und Enzyme in Monomere und spielen somit eine essentielle Rolle im
Energiemetabolismus der Zelle. Unter Nahrstoffmangelbedingungen fusionieren die Lysosomen zu
groReren Autophagosomen (Vgl. Abbildung 28) und der Gesamtanteil dieser Kompartimente in der
Zelle nimmt zu, was durch eine vermehrte Anzahl an orange gefarbten Organellen bei der Fluoreszenz-

mikroskopischen Untersuchung detektierbar ist.}”2

3.4.1.3.2. Mitotische Katastrophe

In Folge von Hitzestress oder als zelluldre Antwort auf
die Behandlung mit verschiedenen Reagenzien wie z.B.
5-FU (5-Fluoruracil), Paclitaxel oder Temozolomid
kommt es zu Aneuploidie.®? Die sich morphologisch
hauptsachlich durch anormale Kernmorphologie

charakterisierende Mitotische Katastrophe (MC) ist auf

eine frithzeitige Uberfiihrung der Zelle in die M-Phase

Abbildung 29: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
einer Zelle mit den Merkmalen der Mitotischen
Katastrophe

und auf den Verlust der Regulation der Zellteilung
zuriickzufiihren.® Auf molekularer Ebene korreliert
die MC u.a. mit einer Dysfunktion des Proteins p53 und

einer Uberakkumulation an CyclinB1. Der so induzierte
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Zelltod verlauft zumeist apoptotisch und kann sowohl mikroskopisch (vgl. Abbildung 29) als auch durch

Zellzyklusuntersuchungen (vgl. 3.4.2.1) detektiert werden.

3.4.1.3.3. Apoptose

Unter der, sich aus dem altgriechischen Begriff fiir abfallen - apopiptein - ableitenden, Bezeichnung
versteht man den programmierten Abbau der Zelle in kleine Membran umschlossen Fragmente (vgl.
Abbildung 32) die von Makrophagen oder anliegenden Zellen entziindungsfrei aufgenommen werden.
Diese daher erstrebenswerte Form des Zelltodes wird durch eine Kaskade von verschiedenen Cystein-
abhangigen Proteasen (Caspasen) beschrieben und kann durch multiple Faktoren ausgeldst werden;
vereinfacht unterscheidet man zwischen extrinsisch und intrinsisch initilerenden Signalen, die zur
Aktivierung von Initiator-Caspasen fiihren. Auf beiden Wegen werden die Exekutor-Caspasen C3 und
C6 aktiviert, welche die Degeneration der Zelle einleiten. Abbildung 30 verdeutlicht das komplexe
System. Erkenntlich ist in dieser Abbildung auch die Existenz eines verstdrkten, extrinsischen
Mechanismus; Nach initiierender C8 Aktivierung kdnnen Uber verschiedene BH-3-only Proteine die
Poren der Mitochondrienmembran gedffnet werden, was eine C9 Aktivierung zur Folge hat und somit

verstarkt Gber die intrinsische Signalkaskade die Exekutor-Caspasen aktiviert werden kénnen.

Caspase-8

P
6 Truncated b~d \/

Procaspase-3
Cftochron'e <

Apoptosome
Si !
Apai & mac/DIABLO
Procaspase-9
1APs

Abbildung 30: “The road to the ruin” Hengartner (2000)
Darstellung der extrinsischen, iiber Caspase — 8 verlaufenden, und der, iiber durch die Ausbildung des Apoptosoms
gekennzeichneten, intrinsischen apoptotischen Signalkaskade

Apoptotic substrates
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Die typischen, markanten morphologischen Veranderungen, die sich alle indirekt auf die beiden
Exekutor-Caspasen C3 und C6 zurlickfiihren lassen, resultieren unabhangig von dem urspriinglichen
initilerenden Signal. Im Gegensatz zum nekrotischen Zelltod geht die Apoptose mit einem
Zellschrumpfen, Membranaufstiilpungen, Nukleinkondensation, DNA-Fragmentierung und vielen

mehr einher. Abbildung 31 verdeutlicht eine Auswahl der unterschiedlichen Caspasen Substrate.

Caspase 3 Caspase 6 Caspase 7

Ausgewdhlte Substrate der Exekutor Caspasen mit dem Vermerk, was die Caspasen bewirken

und zusidtzlich was der Abbau des Substrates fiir Folgen hat (prinzipiell und auf molekular

biologischer oder biochemischer Ebene

Catenine

Degradierung der
Proteine

il

Zerstorung des
Zell-Zell Kontaktes

J

Ablésung aus dem
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Membran-
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ROS,
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Abbildung 31: Ausgewdhlte Konsequenzen der Spaltung bzw. des Abbaus von Caspase-Substraten nach Melino?

3.4.1.3.3.1.

Nachweis von Apoptose

Die Anzahl an Nachweismethoden des apoptotischen Zelltodes ist nahezu &dquivalent zu den
mannigfaltigen morphologischen Merkmalen.'>*¢%17> Membranaufstiilpungen (Vgl. Abbildung 32) als
Folge des Abbaus von u.a. Aktin kdnnen mikroskopisch nachgewiesen werden. Verwendet man bei
solchen Untersuchungen ein Farbstoffgemisch, kann gleichzeitig die Membranstabilitdt Gberprift
werden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass dem urspriinglichen AO/EB-Assay'’®, in welchem neben
AO das einfach positiv geladene Ethidiumbromid verwendet wird, der AO/Pl-Assay vorzuziehen ist.
SHAPIRO®® hebt in seiner Abhandlung liber die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe hervor, dass auch
wenn Ethidiumbromid im Allgemeinen als nicht Zellmembranpermeabel angesehen wird, dies nicht
der Wahrheit entspricht. Vielmehr kann es die Zellmembran passieren. Es wird zwar anschlieRend
durch Protonenpumpen schnell wieder heraus transportiert aber eine 100%ige Zellimpermeabilitat,
wie sie ein Farbausschlusstest per se erfordert, ist nicht gegeben.’® Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde daher das zweifach positive Propidiumiodid verwendet. Abbildung 32 verdeutlicht
graphisch zudem die unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften zwischen PCD und Nekrose die

u.a. durch die Wahl der Fluoreszenzfarbstoffe mikroskopisch untersucht werden kénnen.
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Anschwellen der Zelle

. . Plasmamembranruptur
und der Mitochondrien

S f‘;
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Kernfragmentierung

Abbildung 32: Schematische Illustration der morphologischen und biochemischen Anderungen wéhrend der Apoptose (einer
Art des PCD) und der Nekrose nach Darzynkiewicz'7”

Das typische Zellschrumpfen kann mikroskopisch beobachtet werden, aber auch durch die Anderung
in dem FSC-Signal (Forwardscatter-Signal) der FACS-Untersuchungen verfolgt werden.'’® Mittels
Annexin V kann die Existenz von Phosphatidylserin auf der dufReren Zelloberflache entweder qualitativ
durch Fluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen oder quantitativ durch FACS-vermittelte Analysen
bestimmt werden. Die durch ICAD initiierte Fragmentierung der DNA kann entweder elektrophoretisch
oder ebenfalls durch eine FACS-Analyse belegt werden.’? Auf die quantitative Untersuchung der DNA-
Fragmentierung via FACS-Analyse wurde aufgrund der hohen Fehlerbelastung verzichtet. Neben der
problematischen Unterscheidung zwischen Fragmenten (Debris) und kleinen apoptotischen Zellen ist
ferner zu bericksichtigen, dass wenn DNA-Strange tetraploidaler Zellen degeneriert werden, die
verkiirzten DNA-Stiicke zunachst zu einer falsch positiven Anreicherung der S- und G1/GO Phase fiihren
wiirden.r””17® Auch hat der Zellwaschprozess einen wesentlichen Einfluss auf das Analysenergebnis,
und es ist zu beachten, dass die Farbedauer wie auch die Farbstoffkonzentration je Zelle einen
signifikanten Einfluss auf die Analyse besitzt. Da zum Nachweis fir apoptotische Prozesse neben den
qualitativen (morphologische Anderung, AO/PI-Assay sowie DNA-Fragmentierung) der Annexin-V
Assay einen guten quantitativen Nachweis darstellt, wurde im Rahmen dieser Arbeit darauf verzichtet

den DNA-Fragmentierungsassay als quantifizierenden Apoptose-Nachweis zu nutzen.

Mittels FACS-Analytik kann auch die Aktivitdt der Caspasen bestimmt werden, was gegeniiber der auf
Kolorimetrie-basierenden Methode den Vorteil hat, dass die Proteine nicht isoliert werden miissen,
sondern die Zellpopulation als solches ohne weitere Aufarbeitung analysiert werden kann. Die

einzelnen Methoden sind mit Ihren Vor- und Nachteilen in dem publizierten Ergebnisteil diskutiert.
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3.4.2. Zytotoxizitatsassay
Um die Aktivitat eines potentiellen Wirkstoffes per se festzustellen muss dieser zunachst auf seine
prinzipielle Fahigkeit die maligne Zellpopulation zu verkleinern untersucht werden. In sogenannten in
vitro Testungen werden dafiirimmortalisierte, maligne Zellkulturen fiir einen definierten Zeitraum mit
variierenden Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen versetzt. Zur Detektion der
Zellpopulation gibt es prinzipiell zwei grundlegend verschiedene kolorimetrische Methoden. Auf der
einen Seite wird der Farbumschlag von Tetrazoliumsalzen durch NAD(P)-abhéngige Oxidoreduktasen
Uber eine OD-Messung ermittelt, um die relative Abnahme der Zellpopulation zu bestimmen.
Prinzipiell beruht diese Methodik auf der Detektion der vitalen Zellatmung. Als Farbstoffe haben sich
neben MTT®* ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) und XTT (2,3-bis-(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) sowie MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) etabliert. Der von MOSMANN'&
1983 entwickelte MTT-Assay war bis zu den frihen 90iger Jahren der am weitesten verbreitete
Chemosensitivitatsassay. Fehlende Linearitdten bei einer hohen Zelldichte, Unterschiede zwischen den
verschiedenen Zelllinien in der Fahigkeit reduzierend zu wirken und groRRere Variationen von ,intra-

und interassay” Art machten diesen Assay jedoch unattraktiv.®!

Der vom US National Cancer Institute (NCI)!*®? publizierte SRB-Assay basiert auf der proportionalen
Bindung eines Rhodamin-Farbstoffes (Sulforhodamin B) an Proteine der Zellmembran. Da diese
unabhangig von der Zellvitalitdt vorhanden sind, muss vor der Farbung eine Abtrennung der toten
Zellpopulation erfolgen. Im Falle von adharent wachsenden Zelllinien, wie sie in der vorliegenden
Arbeit ausschlieBlich verwendet wurden, kann dies recht einfach realisiert werden; tote Zellen l6sen
sich von der Zellkulturplatte und schwimmen im Medium; durch ein Verwerfen des iberstehenden
Mediums werden sie entfernt. Da dies ein rein mechanisches Verfahren darstellt, ist hier eine der
groRten Schwachstellen der Methode zu

finden; Falsch negative Ergebnisse 1004

kénnen durch die Farbung von . —

ECso(nonlinear)  =16.43uM

Zellfragmenten und Totenzellen

hervorgerufen werden, wenn diese nicht i

Wachstum %

hinreichend gut abgetrennt werden.

Dennoch ist der SRB-Assay aufgrund

seiner hoheren Sensitivitdat und besseren leare

Linearitdt als Methode der Wahl [Drug]

anzusehen.'®!
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Als direktes Ergebnis des SRB-Assays erhadlt man die relative Wachstumsrate der Zellpopulation nach
96ig stlindiger Inkubation. Diese aufgetragen gegen die Konzentration ergibt eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung, welche durch einen sigmoidalen Verlauf zu charakterisieren ist (Abbildung 33). Zur
statistisch abgesicherten Bestimmung des ECso bzw. des ICso Wertes werden mindestens drei
unabhangige Messungen bendtigt, wobei jede einzelne als Triplikat aufzunehmen ist, um ,,technische”
bedingte Abweichungen (Fehler des Messgerates, Waagefehler, Pipettierfehler, etc.) zu mitteln. Die
drei so gemittelten Wachstumsraten kdnnen entweder durch eine lineare Auftragung und die Fallung
des Lotes bei entsprechenden 50%igen Wachstum oder (iber eine non-lineare Regression (blauer
Graph) bestimmt werden (vgl. griine Graphen in Abbildung 33). Wie zu sehen ist, unterscheiden sich
die Ergebnisse der Berechnungen nicht, oder nur marginal. Da der ,,wahre” ECso-Wert nicht bekannt
ist, kann keine absolute Aussage zur Glite der einzelnen Berechnungsmethoden getatigt werden.
Alternativ wurde daher ein Datensatz mit 50 verschiedenen, simulierten Datensdtzen unter
Verwendung der Monte Carlo Simulation generiert. Definiert wurden die Variablen Top, Botton,
logECso und Hill-Slope wie in Abbildung 34 rechts dargestellt. Es gilt als allgemeinhin angenommen,
dass die pharmakodynamische Beschreibung eines Wirkstoffes auf ein System diesem Verlauf folgt,
wenn das Massenerhaltungsgesetz eingehalten wird.'®® Die Datensitze wurden mit einer relativen,
GauR-Verteilung von 10% erstellt. Fir den Fit nach der graphischen, linearen Methode wurden alle
Werte bis auf den Gber und direkt unter 50% Wachstum liegenden entfernt und die erhaltenen Daten

jeweils mittels eines non-linearen Ansatzes (y = mx+n) gefittet.

Monte Carlo Simulation

7 # Linear W Semilog 2P Wahrer Wert von Dosis-Wirkungskurven
(Tep — Bottom)
6,5 . Response = Bottom + 17 1000aECS0-TogR) Hilllope.
Eckdaten:
6 n 50
* *, Top 100
5,5 +n ¢ e Botton 0
- N .I * | | * * n logECsg 0.65 pM
5 -—.—.L‘.—. * By o Hillslope -1
* [ ] [ ]
g ¢ . * Py : u : * *n SD 10 (Gaussian)
245 | ¢ u | Pl a®
2 = | | | o
N L S e T
4 . * .- IS o ] Berechnung des EC;, Wertes
m u A mm
35 * = Lineares System:
alle Werte bis auf den tiber undden
3 - unter 50% l&schen
* Daten fit ( y = mx+n)
2,5 ECsy = 107((50 —n)/m)
) Non-lineares System:
' ! ! ! ! ! ' ! ! ! Hillslope-2 Parameter Fit
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Datensdtze

Abbildung 34: Ergebnisverteilung der ECso-Berechnung simulierter Datenséitze



THEORETISCHER TEIL

Die Darstellung (Abbildung 34) belegt die aufgestellte These, dass sich die Ergebnisse nicht signifikant
unterscheiden. Die Auswertung mittels einer non-linearen Gleichung ist der linearen dennoch
vorzuziehen, da die Evaluation der Giite des berechneten Wertes essenziell flir anschlieRende
Dateninterpretationen ist. Auch wenn lber eine Mittelung der drei linear bestimmten ECso-Werte eine
Aussage zur Verteilung gemacht werden kann, ist diese Standardabweichung kritisch zu betrachten,
da der Kurvenverlauf und mogliche Fehler in diesem nicht beriicksichtigt werden. Bei der zu
bevorzugenden non-linearen Regression werden alle Datenpunkte verwendet. Zu beachten ist, dass
die berechneten SE aus der non-linearen Regression nur approximiert sind und somit keine, auf diesen
Werten aufbauenden, statistischen Bestimmung durchgefiihrt werden diirfen.’®* Beeinflussende
Effekte auf die SE haben die, sich liber die Sum of Square (SS) charakterisierenden, Abweichungen der
Kurve, die Anzahl der Datenpunkte, die ausgewadhlten X-Werte und die Anzahl der zu fittenden
Parameter. MOTULSKY und CHRISTOPOULOS™* zeigen ferner, dass es fiir die vollstindige Angabe des SE
notwendig ist, den Logarithmus der Konzentration anstatt die Konzentration als solches zu verwenden.
Die Generierung eines aus 5000 einzelnen Datensatzen bestehenden Systems, mit den in Abbildung
35 dargestellten Konstanten und einer GauR-Verteilung (Standartabweichung 15), belegt diese
Aussage: Ist der zu berechnende ICso oder ECsq gering, so werden fiir die zu fittende GrofRe auch
negative Werte berechnet, was unlogisch ist und damit falsche Werte ergibt. Dies im Umkehrschluss
flhrt zu einem nicht verwertbaren Vertrauensintervall, was zusatzlich durch ein Versagen des p-Test
angezeigt wird. Aus diesen Griinden sollte eine semi-logarithmische Auftragung verwendet werden.
Die Angabe des Fehlerwertes erfolgt dann anschlieBend im Vertrauensintervall;'® Angaben mit SE sind
an dieser Stelle wiederum nur moglich wenn drei unabhangige ECso Werte nach der Berechnung

gemittelt werden.

Monte Carlo Simulation

von Dosis-Wirkungskurven

- Top — Bott:
g 500 S Response = Bottom + %
§ g 1+ ( Drug )
-
3 ©
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gefittet. Die entsprechenden Gleichungen
sind unter den Graphen zu finden.

Abbildung 35: Vergleich zwischen dem logarithmischen und dem nichtlogarithmischen Fit-Verfahren nach Motulsky84
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Das Vertrauensintervall, welches als Bereich zwischen BestFit- t* < SE = Cl = BestFit + t* < SE definiert
wird, gibt an wo sich der wahre Kurvenverlauf befinden wird. Die Studentische t- Verteilung (in der
Gleichung t*) ist abhdngig von dem Freiheitsgrad (df), welcher durch die Differenz zwischen den
Datenpunkten und den zu fittenden Variable definiert wird, und der gewiinschten Prazision. Wird
durch die Definition zweier, der im speziellen Fall insgesamt vier, zu fittenden Parameter der
Freiheitsgrad erhoht, verringert sich daher das Konfidenzintervall. Die Auftragung relativer
Wachstumswerte auf der Ordinate legitimiert die Definition der besprochenen Variablen
(Bottom = 0, Top = 100) bzw. der Spanne und zusatzlich wird dadurch ein méglicher systematischer
Fehler vermieden. Bei der Berechnung des ECso-Wertes wird die obere, wie auch die untere Grenze
gefittet und daraus die Spanne gebildet wird, in welcher sich der gewiinschte ECso Wert befindet. Der
wiederum ist definiert als die Konzentration, bei welcher ein halbmaximaler Effekt beobachtet wird.
Sind Datensatze aufgenommen wurden, in welchen die Zellpopulation nicht zu 100% beeintrachtigt
wurde sondern bspw. nur zu 30% wird im Umkehrschluss der eigentliche ECes-Wert berechnet (Vgl.

Abbildung 36).

log (Konz) Fall A Fall B
-1,0 100 100 1004
0,5 80 75
1,0 60 60
13 50 50 T
1,6 40 40 £
18 20 35 ERT
2,0 15 30 0
3,0 0 30 Q
5,0 0 30 b=
Berechnete Werte via 4P Hill o T o
ECs (FallA) = 1,3 T T T 1
ECs (Fall B) = 0.8 2 0 2 4 6

log (Konzentration) [uM]

Abbildung 36: Darstellung zur ECso Berechnung. Zur Verdeutlichung des systematischen Fehlers, welcher bei der vier
parametrischen Hill-Berechnung entstehen kann wurden fiktive Daten verwendet.
Ferner ist die Bezeichnung des berechneten Wertes als ECso-Wert (mittlere effektive Konzentration)
der Bezeichnung als ICso—Wert (mittlere inhibitorische Konzentration) vorzuziehen, da aus dem SRB-
Assay per se keine Aussage liber den Wirkmechanismus zu generieren ist. Die Verwendung des Kiirzels
ICso kdnnte implizieren, dass ein zellwachstumsinhibitorischer Effekt antagonistisch ausgelost worden
ist, im SRB-Assay als solches wird aber lediglich die GroRe der Zellpopulation nach 96h bestimmt und
in Relation zu der unbehandelten Kontrolle gesetzt. Ob die gemessen Dezimierung der
PopulationsgréfRe auf einen letalen agonistischen oder antagonistischen Effekt zurtickgefiihrt werden
kann oder ob die Population unter der Behandlung nicht wachstumsfahig ist, kann nicht bestimmt
werden, da weder die tote Population in Betracht gezogen wird, noch die Lebende auf vollstiandige

Vitalitdt hin Gberprift wird. Die Fahigkeit lebendiger Zellen adharent zuwachsen wird ausschlieRlich
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als differenzierendes Merkmal verwendet, weswegen die Bezeichnung als effektive Konzentration am

geeignetsten erscheint.

3.4.3. Selektivitat
Die synthetisierten, wie auch extrahierten Verbindungen wurden hinsichtlich verschiedener, humaner
Krebszelllinien getestet. In Tabelle 2 sind die Namen der verschiedenen Zelllinien sowie deren
Ursprungsgewebe zusammengefasst. Um zu testen, ob die Strukturen selektiv auf malignes
neoplastisches Gewebe wirken oder ob sie eher unselektiv auch gesundes Gewebe im Wachstum
inhibieren bzw. eine Form des PCD ausldsen, wurde im Routine Assay zusatzlich die non-maligne Maus-
Fibroblasten Zelllinie NiH 3T3 verwendet. Die 1963 etablierte, immortalisierte Zelllinie kann dazu
dienen Tendenzen abzulesen.*®’ Es ist jedoch zu beachten, dass es sich zu einem um eine Zelllinie, also
eine genetisch verdnderte Form handelt und zusatzlich, dass das urspriingliche Gewebe aus
embryonalem Albino-Mausen gewonnen wurde. Trotz dieser zwei einschrankenden Faktoren ist diese
Zelllinie als negativ-Kontrolle sehr vorteilhaft; Sie kann in Kultur analog zu den malignen Zelllinien
gehalten und in den Assays als Indikator verwendet werden, was primar 6konomische Vorteile in sich

birgt.

Name Ursprung

518A2 Melanom
8505C Schilddrise
A253 Kopf- und Nackenepithel
A549 Lunge
A2780 Eierstocke
DLD-1 Dickdarm
Liposarcoma Weichteilgewebe
MCF-7 Brust
HT29 Dickdarm
SW1736 Schilddriise

Tabelle 3: Verwendete humane Zelllinien mit Angabe des urspriinglichen Gewebes

Durch die Verwendung von humanen, primaren Fibroblasten (WWWQ030272) konnte fiir verschiedene
Hits die Selektivitat zusatzlich validiert werden. Im Gegensatz zur Zelllinie sind primar Kulturen analog
der Hayflick-Grenze nur eine bestimmte Zeitspanne zur Zellteilung fahig und somit ein besseres Modell
um Einschatzungen Ulber die Toxizitdt abgeben zu kdnnen. Von zusatzlichem Vorteil ist, dass diese

Zellen aus menschlichem Gewebe stammen.
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3.4.4. Explizite Betrachtung der Antitum()r—Wirkung von Maslinsaure

Im Jahr 1989 wird durch den Arbeitskreis um NUMATA et al.’®® erstmalig die Antitumoraktivitit der
Maslinsdure erwdhnt. Diese Sdure konnte neben anderen Triterpensauren aus den Exkrementen des
Milne-Edwards Streifenhdrnchens (Trogopterus xanthipes) isoliert werden. Mittels einer
lymphozytischen Leukemie Zellkultur (P-388) wurde der, zuvor durch KosuGe et al.’®’ in vivo
nachgewiesene, antitumorale Effekt der Chinesischen Medizin Goresishi naher klassifiziert. Es stellte
sich dabei heraus, dass u.a. Oleanolsdaure und Euscaphsdure einen signifikanten Einfluss innehalten,
der Maslinsdure hingegen wurde nur ein sekunddrer Einfluss auf das Wirkspektrum des
Naturheilmittels zugesprochen.’®® Erst siebzehn Jahre nach dieser Veréffentlichung findet die
Antitumor-Aktivitat der Maslinsdaure wieder in der Literatur Beachtung. Im Jahre 2006 publizieren zwei
spanische Arbeitskreise unabhadngig voneinander Studien zu den aus Oliven gewonnenen
Triterpensduren Maslinsdure und Oleanolsiure.*®®#2 Evident durch beide Arbeiten wird, dass in
Konzentrationen {iber 50 uM und nach mindestens 24h in Darmkrebszelllinien morphologische
Veranderungen beobachtbar sind, die den typischen Merkmalen der Apoptose entsprechen. In den
darauffolgenden Jahren erscheinen die Ergebnisse weitere Studien, die versuchen den Apoptose
induzierenden Wirkmechanismus der Maslinsdure aufzukldren. Insgesamt sind sieben wesentliche
Arbeiten in dem Zeitraum von 2006 bis 2011 beziiglich der speziellen Fragestellung zu beachten, 041188
von denen sich vier mit einer Darmkrebszelllinie (HT29) beschéaftigen.***! Die primar scheinbare
Vergleichbarkeit ist jedoch bei einer expliziten Betrachtung der Messbedingungen nicht gegeben.
Unabhdngig von unterschiedlich eingesetzten Konzentrationen, unterschiedliche mittlere
inhibitorischen Konzentrationen wurden zuséatzlich unterschiedliche Zeitpunkte verwendet, was

subsummiert einen zweifelsfreien Vergleich negiert.

Unabhangig davon lasst sich allgemeinhin festhalten, dass MA in der Lage ist den apoptotischen Tod
auszulésen. In einem signifikanten Malstab wird dies jedoch erst nach einer langeren Inkubationszeit
(min. 48h) beobachtet. Ferner kann als allgemeingiiltig angenommen werden, dass der Prozess
Caspasen-abhangig verlauft. Tabelle 4 fasst die unterschiedlichen Studienergebnisse bzgl. der
Darmkrebszelllinie HT29 mit Messbedingungen zusammen. Eindeutig ersichtlich wird bei der

Betrachtung, dass die Aktivierung der Effektor-Caspase 3 Zeit- sowie Dosis-abhangig verlauft.

Eine zusatzliche Analyse des Aktivierungsgrades der Initiatorcaspasen durch REYES-ZURITA und
Kollegen*'*< |3sst diese darauf schlieRen, dass der initiierende Schritt vermeintlich intrinsisch erfolgt.
Als weitere Indizien werden die erhohte messbare Konzentration an Cytochrom c, die erhdhte

Expression des proapototischen Faktors Bax sowie der verringerte Anteil an Bcl-2 angefihrt.
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HT29 [MA] 4h 6h 12h 24h  36h 48h 72h
IC50 (28.5) minimal 39% ~0% 200 % n.D n.D n.D
Caspase 9
1C80 (37.5) l 28 % ~0% 300 % n.D n.D n.D
F. Reyes-Zurita IC50 (28.5) l 119 % 75 % 50 % n.D n.D n.D
Caspase 3
2009 1C80 (37.5) l 220% 210% 200 % n.D n.D n.D
IC50 (28.5) ~0% ~0% ~0% ~0% n.D n.D n.D
Caspase 8
1C80 (37.5) ~0% ~0% ~0% ~0% n.D n.D n.D
150 yM ~0% ~0% 20% 1400% 1400% 1400% n.D
E. Juan, 2008 Caspase 3
250 yM ~0% ~0% 30% 60000% 1500% 1000% n.D.
150 yM ~0% ~0% activated 400 % 600 % 600 % n.D.
E. Juan, 2006 Caspase 3
250 yM ~0% ~0% activated 750 % 1400 % 18000 % n.D.
61yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 380 % 420 %
Caspase 9
76 yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 480 % 500 %
61yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 400 % 500 %
Caspase 3
F. Reyes-Zurita 76 yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 460 % 1100 %
2011 61yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 200 % 2000 %
Caspase 7
76 yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 200 % 4500 %
61yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 160 % 160 %
Caspase 8
76 yM n.D. n.D. n.D. n.D. n.D. 220 % 1000 %

Tabelle 4: Zusammenfassung der gemessen Caspasensktivitét. Farblich hervorgerufene Werte sind Diagrammen
entnommen. n.D. nicht detektiert

Werden die Ergebnisse jedoch im Detail kritisch betrachtet, so fallt auf, dass die relative Aktivierung
der Caspase 9 zum gleichen Zeitpunkt geringer ausfallt als selbige der Caspase 3. Auch die Cytochrom
¢ Konzentration erreicht erst nach der erhéhten Aktivitat von Caspase 3 einen signifikant gestiegenen
Wert. Ahnliches ist fiir die Antagonisten Bcl-2 und Bax zu vermerken, was subsummiert die
Interpretation der Daten in Frage stellen lasst, da es eher auf einen ausschlieflich Caspasen-abhangig
exekutiven Prozess hindeutet und nicht auf einen zusatzlichen Caspasen-induzierten. Alternative
Indizien fiir die Initiierung finden sich u.a. bei JUAN et al.*%2_Sie zeigt die Aktivierung von ROS nach nur
4h und eine Inhibition der antitumoralen Wirkung von Maslinsdure durch Antioxidationen, was diese
zur Behauptung eines ROS-vermittelten, Caspase-abhdngigen Mechanismus bewegt. Dieser Befund ist
jedoch durch die Verwendung einer sehr hohen Konzentration an Maslinsaure (150 uM) ebenfalls
kritisch zu hinterfragen. Analoges ist fiir die Studien von HsuM et al.’®® anzumerken; bei tiber 100 uM
Konzentration finden die Wissenschaftler einen halbmaximalen Inhibitionseffekt von COX und eine

70% Inhibition von NFxB durch Maslinsdure.®

Zweifelsfrei kristallisiert sich durch diese unterschiedlichen Befunde die Vermutung heraus, dass
Maslinsaure in der Lage ist mehrere Mechanismen auszuldsen. Hierfir spricht auch der zusatzlich
nachgewiesene, induzierte Zellzyklusarrest und die JNK-Aktivierung, welche wiederrum indirekt die

Mitochondrienmembran modelliert und somit die Caspasen-Kaskade initiiert.**

Aufschlussreicher erscheint der primare Widerspruch in der Wirkung, welcher in der Studie von REYES-

ZURITA et al.**? aus dem Jahre 2006 vorgestellt wird. Der Arbeitskreis untersucht in jener neben der p53
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mutierten Zelllinie eine p53-Wildtyp Darmkrebskultur (Caco-2). Fiir letztere fihrt die Behandlung mit
Maslinsaure schon nach sechs Stunden zu signifikanten morphologischen und biochemischen
Modulationen, wie z.B. dem friihzeitigen, signifikanten Anstieg an Cytochrom c, Zellschrumpfen und
einem Abldsen aus dem Zellgefiige. In ihrer These schlussfolgern die Wissenschaftler, dass Maslinsaure

Differenzierungen der Zelle in p53 abhangiger Art und Weise verursacht, respektive die Apoptose.

Wird der Betrachtungsblickwinkel auf die Studien um Wu et al.®® und MARTIN et al.}®% erweitert,
welche Gehirnkrebszellen untersuchten, lassen sich interessante Erkenntnisse zur MOA gewinnen.
MARTIN et al.'® zeigen eine sehr schnelle Wirkungsinduktion, welche schon nach dreiRig Minuten zu
signifikanten morphologischen Veranderungen fiihrt. Diese wiederum werden auf exorbitante
Veranderung des zelluldren Filaments F-Aktin und des fehlenden Aktin-Netzwerks zurlickgefiihrt. Die
zusatzliche Untersuchung des Aktingehaltes zeigte jedoch eine nicht veranderte Gesamtkonzentration
an selbigen, was auf einen Inhibierung des Aktinnetzwerkaufbaus hindeutet. Das Ergebnis der Caspase-
3-Aktivitat weillt nach 6h eine Steigerung um 10% auf. Dieses Ergebnis steht in guter Korrelation zu
obigen These, welche die Apoptose auslosende Wirkung der Proteasen dementiert. In der
besprochenen Studie wird die Induktion via ROS praferiert und durch eine Apoptose-inhibition mittels
Co-Behandlung mit Antioxidantien belegt. Die explizite Betrachtung der experimentellen
Rahmenbedingungen bedingt jedoch eine Sonderbehandlung dieser Ergebnisse; die Zellen wurden vor
der Behandlung mit Maslinsdure fur 24h in FKS freien Medium gehalten und anschlieend mit 5%
Medium und Maslinsdure versetzt. Das fetale Kalbsserum ist reich an diversen Wachstumsfaktoren,
essentiellen Proteinen und wird in der Regel in zehn volumenprozentigen Medium zur Haltung von
Zelllinien verwendet, wo durch die Wachstumsfaktoren verschiedene Zellmembranrezeptoren
stimuliert werden. Diese Signale fihren gerade bei Zellkulturlinien zur Proliferation. In Abstinenz

solcher wird der G1/G0-Phase schneller induziert, bzw. die Proliferationszeit der Zelllinien erhdht.

Die Studie um WU et al.*®® zeichnet sich vor allem durch die Verwendung von verschiedenen
Inhibitoren zur Signifikanzuntersuchung der einzelnen, messbaren Proteingehaltsverdanderungen aus.
In der Studie selbst zeigen sie zundchst die Dosis-Zeitabhangige Wirkung von Maslinsdure, beobachten
typische morphologische Veranderungen und einen Anstieg von intrazellularem Calcium. Dieses kann
entweder im Inneren der Zelle freigesetzt werden (ER) oder u.a. durch TRPV-Kanale transportiert
werden. Durch die Verwendung des intrazellularen Calcium Chelators BAPTA/AM konnte die
zytotoxische Wirkung von Maslinsaure inhibiert werden, was mittels MTT und den nicht mehr
beobachtbaren morphologischen Anderungen bewiesen wurde. Auch die Caspase 3 Aktivitit konnte
durch die Bindung der lonen inhibiert werden, was die Wissenschaftler zu dem Schluss kommen lieR,
dass Maslinsdure Apoptose via Calciumiberladung induziert und somit dem MAPK-Signalweg

entspricht. Die zur Zeit-proportionalen Anstiege an ERK und p38 untermauern diese These. Die
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Verwendung des selektiven p38 MAPK Inhibitors SB203580 zeigte ferner, dass die Caspasenaktivitat
nahezu vollstidndig blockiert werden kann (nach 24h). Die Abhangigkeit des Faktors zu intrazelluldrem
Calcium konnte durch die Verwendung von BAPTA belegt werden, der Anstieg der
Calciumionenkonzentration hingegen ist unabhangig von p38 MAPK. Um zu testen woher das Calcium
kommt wurden weitere Calciumioneninhibitoren verwendet; ein extrazellularer Chelator und ein
unspezifischer TRPV-Kanalinhibitor (RR). Die Ergebnisse beweisen, dass die Calcium-lonen von aulRen
durch die Kanale in die Zelle gelangen. Bemerkenswert sind ferner noch zwei Befunde; zum einen der
nicht signifikante Einfluss von ERK (die Verwendung eines Inhibitors hat keinen Einfluss auf die
Zytotoxizitatswirkung von Maslinsdure, dafiir jedoch auf die der Caspasen) und zum anderen, dass der
p38 MAPK Inhibitor die Caspasenaktivitat inhibiert aber nur zum Teil die Zytotoxizitdt aufhebt (80%
Lebende Zelle nach Behandlung mit der IC50 Konzentration Maslinsdure). Letzteres belegt zusatzlich,
dass neben dieser MOA ein weiterer Mechanismus in der Zelle durch Maslinsdure ausgeldst werden
kann. Kritisch anzumerken ist noch, dass die Caspasenaktivitat nur zu einem Zeitpunkt (24h) bestimmt
wird, sodass nicht ausgeschlossen ist, dass die Zelle auch unter der Inhibierung von p38 MAPK einem
Caspase-abhangigen Zelltod erfahrt. Dieser wiirde dann analog zu den Erkenntnissen aus der HT29
Zellkultur zu einem sehr spaten Zeitpunkt Caspasen vermittelt erfolgen (Vgl. Tabelle; die hochste

Caspasenaktivitat findet sich erst nach 36h).

Der Vergleich des genetischen Profils zwischen den unterschiedlichen Zelllinien ldsst an dieser Stelle
ein weiteres Indiz auffinden. Die sehr schnell sterbenden Zelllinien ACC und Caco zeichnen sich
gemeinsam dadurch aus, dass sie keine Mutation des p53 Gens besitzen. Bei der Darmzelllinie HT29
hingegen findet man eine p53 Mutation unter gleichzeitiger, nahezu vollstindig fehlender
transkriptionalen Aktivitat gegenliber dem WAF1-Promotor (ca. 1% im prozentualen Vergleich zum
Wildtyp). Dies flihrt dazu, dass das Zellwachstumsregulierende Protein p21 in dieser Zelllinie nicht
durch p53 exprimiert wird. Fir eine Umfangreiche Listung der p53 Mutationen und eine Sammlung
des charakteristischen Genprofils der meisten Zelllinien vergleiche Edlund et al. *° sowie die dort

aufgefiihrte Zitierung der p53 Datenbank http://p53/free.fr.

Subsummiert ldsst sich aus diesen Betrachtungen schlieRen, dass es zu einer spaten Caspaseninduktion
durch Maslinsdure in geringen Konzentrationen kommt, der Effekt jedoch auch
Konzentrationsabhangig beschleunigbar ist. Ferner lassen sich die, in friihen Zeitphasen gemessen,
Caspasen-Aktivitditen nicht linear korrelieren, was den Schluss erzwingt, dass keine Caspasen-
induzierte Apoptose vorherrschend ist, sondern der initiierende Einfluss der Proteasenklasse putativ
eher effektiv ist. Auch lasst sich aus den Analysen schlieRen, dass Maslinsdure verstarkt zytostatisch
bzw. antimetastatisch oder antitumorgenetisch wirkt. Dieser Rickschluss wird durch Untersuchungen

191

bestatigt, welche nach 2011 publiziert wurden. Der Arbeitskreis um PARK™"" zeigt, dass Maslinsaure
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sowohl die basale als auch die endothermal induzierte Migration inhibiert. Ergebnisse von Mool und
Kollegen'¥? untermauern diesen pharmakologischen Befund per se, im Detail weisen sie aber auf eine
verminderte PKC-Konzentration hin. PARK et al.’°! fithren die Inhibierung von HIF1o, AKT und ERK als
Ursache an und zeigen, dass es zu einer spaten mitochondrialen Apoptose mit mitotischem Einfluss

kommt.

Erkenntnisse aus den unterschiedlichen Arbeiten sind in Abbildung 37 graphisch veranschaulicht. Flr
ein signifikantes Target in Form eines zu inhibierenden Enzym gibt es bisher noch keinen Beweis (in

der Graphik wird die Aktivierung in diesem Falle durch ein ,?“ symbolisiert). Die verstarkte Aktivitat
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des Calciumionen-Kanals'® und die zusatzliche Inhibierung der PKC-Aktivierung®? durch Maslinsiure

Ill

deuten darauf hin, dass das ,,Ur-Signal“ der Maslinsaure in der Membran ausgeldst wird.
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Abbildung 37: Schematische Zusammenfassung der putativen Wirkung von MA

Aktuelle Studien zur Toxikologie der Maslinsdure belegen die non-toxische Wirkung. Weder die
einmalige Gabe von 1000 mg/Kg noch die Verabreichung von 50 mg/Kg Uber einen Zeitraum von 28
Tagen fiihrte zu toxischen Effekten.!®® Kérpergewicht, biochemische, wie auch hiamatologische
Variablen werden durch die Behandlung nicht beeinflusst. Eine Studie von YIN und Kollegen zeigten in
einem Mausexperiment die Anreicherung der Sauren in der Leber nach vier bis acht wochiger

Einnahme von 500 mg Maslinsdure. 9
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Die im Rahmen dieser Dissertation entstandenen Ergebnisse sind in folgenden Publikationen und

Manuskripten veroffentlicht bzw. eingereicht.

4.1. A convenient separation of ursolic and oleanolic acid. .

Csuk, R. and B. Siewert Tetrahedron Lett. 2011, 52 (49), 6616-6618.

Graphical abstract:

CO,H

R'=CH;orH

HO" >
“ R?=H or CH;

Abstract:

A convenient route has been developed to separate regioisomeric ursolic and oleanolic acid by
treating the mixture with mCPBA or formic acid/hydrogen peroxide.
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Bianka Siewert, Jana Wiemann, Alexander Kowitsch, René Csuk, Eur J Med. Chem.,, 2014, 72, 84-101.

Graphical abstract:

56

52

UA: R=CH, R'=H
OA: R=H, R'=CH,

lethal cells apoptotic

death

EC50 (A2780) |treatment with 0.03 mM 24h

M9 w18

Abstract:

A convenient and elegant route has been developed to separate the natural regioisomers
triterpenoids ursolic acid (UA) and oleanolic acid (OA) as well as derivatives thereof. Eleven unknown
derivatives of OA were designed, synthesized and biologically investigated for their cytotoxicity.
Further sixteen compounds were prepared to investigate their biological profile and to correlate all
compounds in a SAR study. As a result, C-ring modifications of OA and UA have only a moderate
influence onto the anti-cancer activity of the compounds. The presence of this structural element,
however, has a significant impact onto the ability to trigger apoptosis in ovarian cancer cells (cell line

A2780).
Keywords:

oleanolic acid acid, ursolic acid, triterpenoids, antitumor activity, apoptosis, structure-activity

relationships



ERGEBNIS UND DISKUSSIONEN

4.3.A bi()assay—drivcn discovcr)' of an unexpected selenophene and its cytotoxicity. .

Csuk, R.; Siewert, B.; Wiemann, J; Bioorg. Med. Chem. Lett, 2013, 23 (12), 3542-3546
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Abstract:

During the reaction of methyl 3beta-acetoxy-glycyrrhetinate (1) with Se02 significant amounts of a
cytotoxic hitherto unprecedented triterpenoic selenophene 3 are formed. This compound stops cell

proliferation and acts by apoptosis.

Keywords:

Glycyrrhetinate; SeO; oxidation; Selenophene; Cytotoxic; Apoptosis
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4.4. Tormentic acid derivatives: Synthesis and apoptotic activity.

Csuk, R., Siewert, B. Dressel, C., Schafer, R. Eur. J. Med. Chem., 2012, 56, 237-245
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Abstract:

Several derivs. of tormentic acid have been prepd. and tested for their antitumor activity. The
dichloroacetate | is an excellent antitumor active agent acting by an apoptose inducing pathway as

demonstrated by OA/PI staining, DNA laddering expts. as well as by an annexin V binding assay.

Keywords:

Tormentic acid; Antitumor activity; Apoptosis; Acridine orange/propidium iodide assay; Annexin V;
DNA laddering
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4.5. Esters and amides of maslinic acid trigger apoptosis in human tumor cells and alter their
mode of action with respect to the substitution pattern at C-28. .

Bianka Siewert, Elke Pianowski, René Csuk*, Eur J Med Chem, 2013, 70, 259-272
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Abstract

Cancer is one of the most commonly diagnosed diseases worldwide; its mortality rate is high, and
there is still a demand for the development of antitumor active drugs. Triterpenoic acids show many
pharmacological effects, among them antitumor activity. One of these, maslinic acid (1) is of interest
because of its antitumor profile. It is not only cytotoxic but also triggers apoptosis in various human
tumor cell lines. To improve the cytotoxicity of parent 1 we set out to synthesize new derivatives of it
— differing in structure and lipophilicity. These compounds were tested in a sulforhodamine B assay
for cytotoxicity, and screened for their ability to induce apoptosis using an acridine
orange/propidium iodide assay, DNA laddering and cell cycle experiments. A series of 30 different
esters and amides was prepared and screened for their antitumor activity. Esters containing small-
chain, lipophilic residues increase the cytotoxicity whereas amides as well long-chain esters led to a
decrease in activity. The antitumor activity seems to be independent from the substitution pattern at

position C-28 of parent maslinic acid for esters and amides but rather alters their mode of action.
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4.6. Towards cytotoxic and selective derivatives of maslinic acid.

Bianka Siewert, Elke Pianowski, Anja Obernauer and René Csuk*, Bioorg. Med. Chem, 2014, 22, 594-
615.
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Abstract:

Several novel esters and amides of maslinic acid were prepared and evaluated for their antitumor
activity in a panel of human cancer cell lines using a sulforhodamine B (SRB) assay. Some of them
showed a noteworthy antitumor activity. The results from annexinV-FITC and caspase-assays as well
as from DNA laddering experiments provided evidence for an apoptotic cell death. One of these
compounds (15) displayed an extraordinary cytotoxicity for tumor cells but a 300 times lower toxicity
for non-malignant primary human fibroblasts. As parent maslinic acid, compound 15 induces a G1/G0

arrest in tumor cells.
Keywords:

Maslinic acid; esters; cancer; SRB assay; antitumor; DNA laddering; annexin V assay; cell cycle

investigations; apoptosis; caspase activity
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4.7. Membrane damaging activity of a maslinic acid analogue.

Bianka Siewert, René Csuk*, Eur. J. Med. Chem., 2014, 74, 1-6.
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Incubation of human ovarian cancer cells A2780 with 1 results in an incorporation of 1 into the cell’s
membrane followed by an extrusion of cholesterol from the lipid rafts. Crystals consisting of

cholesterol and excess 1 are formed at the perimeter of the cell. As a consequence of the alterations
of the cell membrane, a volume decrease is initiated that triggers apoptosis, thus extending previous

models on apoptosis initiating mechanisms.
Abstract:

Close inspection of human ovarian cancer cells A2780 in the course of an antitumor screening using
maslinic acid analogs revealed for one of the compounds, 4-oxa-4-phenyl-butyl 2,3-dihydroxy-olean-
12-en-28-oate (1) an unusual behavior. During this incubation of the cells with 1 at the perimeter of
the cells or close by crystals were formed consisting of cholesterol and excess 1. Compound 1 is
incorporated into the cell’s membrane followed by an extrusion of cholesterol from the lipid rafts. As
a consequence of the alterations of the cell membrane, a volume decrease is initiated that triggers

apoptosis, thus extending previous models on apoptosis initiating mechanisms.

Keywords: maslinic acid, triterpenoids, antitumor activity, apoptosis, membrane modulation,

cholesterol crystals
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in sieben Publikationen veroffentlicht. Die in der
Zielstellung benannte Trennung der Konstitutionsisomere vom a- und B-Amyrin-Grundgeriist wird in
der ersten Publikation (Kapitel 4.1) beschrieben und konnte in einer darauffolgenden ausgebaut
werden (Kapitel 4.2). Die Verwendung von Selendioxid als Oxidationsmittel fiihrte zu neuartigen,
hochaktiven Leitstrukturen und, angewendet auf das System der Glycyrrhetinsdure, zu einer
neuartigen, selenhaltigen Spezies (Kapitel 4.3). Am Grundgeriist der Tormentillsdure wurde in Kapitel
4.4 gezeigt, welchen profitablen Einfluss die Einflihrung von lipophilen Strukturen auf die biologische
Aktivitat auslibt. In den drei sich anschlieBenden Publikationen konnten, neben der, zur Aufgabe
stehenden, Extraktion von Maslinsdure (Kapitel 4.5), durch den Aufbau einer systematischen
Strukturdatenbank vielfaltige Mehrwert generierende Erkenntnisse gewonnen werden (Kapitel 4.5
und 4.6). Neben umfangreichen SAR-Zusammenhingen konnte eine immens aktive und selektiv
wirkende Verbindung synthetisiert, charakterisiert und umfassend biologisch evaluiert werden. Ferner
konnte deduktiv erstmalig ein primdres Target in der Zelle beschrieben und damit der
Wirkmechanismus fiir eine bestimmte Modifikationsklasse ergriindet werden (Kapitel 4.7). Im
Folgenden sollen nun die Einzelergebnisse genauer betrachtet werden und im globalen Wechselspiel

evaluiert werden, was mit dem Aufzeigen zukiinftig interessanter Forschungsgebieten einhergeht.

5.1. Chemoselektive Trennung.

Eine neuartige Trennung der natirlichen Kontsitutionsisomere Ursolsdure und Oleanolsdure konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit zuganglich gemacht werden (Vgl. 4.1). Analog zu dem
Standardtrennverfahren von LEWIS®® aus dem Jahre 1983 erfolgte die Separation Uber eine
elektrophile Addition an dem ungesattigten System im C-Ring. Die, durch die sterische Hinderung der
terminalen Methylgruppe CHs3(19) im Falle der Ursolsdure hervorgerufene, erhohte

Aktivierungsenergie stellt die theoretische Grundlage der Trennung dar.
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Abbildung 38: Trennungsstrategie und die sich anschliefSfenden Umsetzungsstrategien
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Bei milden Temperaturen wird durch die Umsetzung mit Persauren nur das Oleangeriist angegriffen,
das a-Amyrin Gerlist hingegen bleibt unverandert. Wie in Kapitel 4.2 dargestellt, kdnnen verschiedene
Peroxide eingesetzt werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Trennstrategie bezliglich der
zu trennenden Mischungen universal einsetzbar ist, da weitere, haufig als Schutzgruppen eingefiihrte
funktionelle Gruppen nicht stéren sind (Vgl. Kapitel 4.2). Die letzte Erkenntnis birgt aus
naturstoffchemischer, als auch aus medizinisch-chemischer Sicht, mehrere Vorteile in sich, die im
folgendem kurz betrachtet werden sollen. Durch mannigfaltig durchgefiihrte Extraktionen von, an
Triterpensauren reichen, Pflanzen ist allgemeinhin bekannt, dass die Sauren haufig glykosidisch
gebunden vorkommen. Ferner zeigt sich, dass die terpenhaltigen Extrakte vermehrt aus Gemischen
von Vertretern unterschiedlicher Triterpenklassen bestehen. Bei der Extraktion erschwert der
amphipathische Charakter der Saponine die chromatographische Trennung, sodass eine Verseifung
der Reinigung vorzugsweise vorangestellt wird. Auch ein Veresterungsschritt, welcher zusatzlich die
Lipophilie erhoht und damit die Reinigung wesentlich vereinfacht, ist nicht ungewoéhnlich in den
verschiedenen Extraktionsprotokollen. Wird nun der hypothetische Fall betrachtet, dass in Folge
solcher Verfahren je ein a-Amyrin und B-Amyrin Vertreter in dem, chromatographisch zu trennenden,
Rohextrakt vorliegt, dann wird der generierte, universelle Mehrwert des, in Kapitel 4.1 vorgestellten
und in Kapitel 4.2 validierten, Trennverfahrens ersichtlich (Vgl. Abbildung 39). Die kostenglinstige und
im Vergleich zur Literaturvariante, welche Brom verwendet, weniger gesundheitsschadigende
Umsetzung mit Ameisensdaure und Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur, koénnte den
Extraktionsprozess von a-Amyrin Abkdmmlingen wesentlich vereinfachen. Zusatzlich kann die
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Abbildung 40: Annexin V-PI Assay.

Gebdrmutterhals-Krebszellen wurden fiir 24h mit je 30 pM der indizierten Verbindungen behandelt. Das Ergebnis entspricht
der relativen Verteilungsverédnderung zur unbehandelten Kontrolle

Durch die Wiederentdeckung der Selendioxid-Chemie an B—Amyringeriisten konnte der Zugang zu
einer neuartigen 11-Oxo-12-Hydroxy-en Strukturklasse erschlossen werden, welche in Abhangigkeit
von den Modifikationen in Ring A und an Position 28 sehr vielversprechende Wirkungen gegeniber

Krebszellen zeigt. (vgl. Abbildung 40 und 4.2).

5.2. Chemische und bio]ogische Studien an der Glycyrrhetinsaure und der Tormentillsaure.

Im Rahmen einer betreuten Bachleorarbeit’®®, welche sich mit Lakton-Bildungen am C-Ring der
Glycyrrhetinsdure beschaftigte, konnte die Bildung einer Selenoorganometallverbindung zunachst
NMR-spektroskopisch identifiziert und spater massenspektroskopisch nachgewiesen werden. Diese
Verbindung stellt fir die Klasse der Triterpensduren im Generellen eine der Ersten ihrer Art dar.
AusschliefRlich von der Betulonsdure ist ferner eine selenhaltige Verbindung bekannt, von der jedoch

keine biologischen Daten existieren.?’

Umfangreichste Studien zu Selendioxid vermittelten
Oxidationsreaktion an Triterpengeriisten gehen auf PRADHAN'Y’% in den spiten Achtzigern zuriick.
Zusatzlich konnte der in 4.3 beschriebenen Verbindung und der Klasse als solches erstmalig eine
Antitumor-Aktivitdt nachgewiesen werden und gezeigt werden, dass durch die Einfilhrung von Selen
die profitable Apoptose-induzierende Wirkung der Glycyrrhethinsdure erhalten bleibt. Aus SAR-Sicht
ist die Struktur fiir zuklnftige Untersuchungen sehr interessant, da durch die Einfiihrung des

Selenophen-Strukturelements die 3D-Struktur der Glycyrrhetinsdure modifiziert wurde (Vgl. Abbildung
41)
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Abbildung 41: Vergleich der 3D-Struktur der Verbindungen aus P3 (Kapitel 4.3). Zu besseren Ubersichtlichkeit sind die
Esterfunktion an 3 und 30 in der 3D Struktur unsichtbar. Die Berechnung erfolgte mittels MM2-Berechnung (ChemDraw).
Der blaue Pfeil gibt den Blickwinkel an.

Wie die biologische Evaluierung der, im Rahmen einer Diplomarbeit’® synthetisierten,
Tormentillsdurederivate aus Kapitel 4.4 eindeutig belegt, wdre es zukinftig interessant zu
untersuchen, welchen Einfluss der Acetylschutzgruppe im A-Ring und dem Esters an Position 30 zu
zuschreiben ist. Fir die untersuchten Tormentillderivate konnten gezeigt werden, dass es durch solche
Modifikationen zu sehr vielversprechenden Aktivitdtssteigerungen kommen (Vgl. Abbildung 42).
Weiterfiihrende biologische Studien zeigten auerdem, dass der Apoptose induzierende Effekt der
Tormentillsdure auch nach chemisch-modifizierenden Eingriffen erhalten bleibt; ein Befund welcher
bis dato nicht evident existent war. Die gleichzeitige Verwendung von primadren humanen Fibroblasten
(WW030272) ermoglichte es im Rahmen dieser Studie ferner die Selektivitat der Verbindungen an
Hand eines geeigneteren Systems zu untersuchen. Festzuhalten ist, dass Aktivitdtsunterschiede zw.
malignen und nicht malignen Zelllinien im Bereich des zwei bis drei-Fachen messbar sind. Wie die
Ergebnisse des zweiten Hauptschwerpunktes (Kapitel 534.5 bis 4.7) dieser Arbeit zeigen sind Faktoren
in GrofRenordnungen von bis zu zwei Potenzen moglich, womit das Selektivitdtsverhalten der

untersuchten Tormentillsdurederivate als moderat einzuschatzen ist.
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Abbildung 42: Die Ergebnisse der SAR Untersuchung von TormentillsGurederivaten beziiglich Gebdrmutterhalskrebszellen
(A2780) und einer menschlichen, non-malignen primér Fibroblasten-Kultur (WW030272). Die Werte sind in pM mit SE
angegeben.

5.3. SAR-Studien der Maslinsaure.

Maslinsdurederivate, die sich durch eine erhohte Selektivitdt auszeichnen, wurden, nach der
erfolgreichen Extraktion aus verschiedenen Materialien (Oliven und Oliventrester), Uber eine
systematisch aufgebaute SAR, erschlossen. Die SAR-Studie beschaftigt sich hauptsdchlich mit
Modifikationen der Saurefunktion an C28, welche z.T. in einer weiteren betreuten Diplomarbeit
synthetisiert wurden?’; die strikte Umsetzung des gespannten Modifikationschemata fiihrte dabei

zunachst zu den folgenden Thesen.

Eine Veresterung der Carbonsdurefunktion fiihrt zu einer Aktivitatssteigerung, wenn es sich hierbei um
kleine, lipophile Ester handelt. Die Einflihrung eines ungesattigten Charakters scheint, wie auch die
Einflhrung von zusatzlichen Halogeniden, zu keinen weiteren, signifikanten Wirksteigerungen
zufiihren. Hiervon lasst sich ableiten, dass der Esterfunktion oder allgemeiner gesprochen, dass dieser
Molekiilbereich nicht flr spezielle Wirkstoff-Enzym-Wechselwirkungen entscheidend ist. Putative
nukleophile Angriffe durch das biologischen System scheinen ebenso keinen Einfluss zunehmen. Die
Synthese von dreizehn, verschieden substituierten Benzylderivaten zeigt ein zu den aliphatischen
Estern analoges Bild; eine Aktivitatssteigerung ist im Vergleich zur Maslinsdure messbar, jedoch

entlang der unterschiedlichen Benzylderivate nicht signifikant. Bemerkenswert ist hingegen, dass die
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Selektivitat zwischen malignen und nicht malignen Gewebe in Abhdngigkeit zur Estermodifikation

steigerungsfahig ist (Kapitel 4.6).
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Abbildung 43: Ergebnisse der SAR fiir Maslinsdurederivate

Die Verlangerung der aliphatischen Esterkette flihrt zu einem génzlichen Verlust der Aktivitat was
vermutlich auf die erhoéhte Lipophilie zurlckfiihrbar ist. Ebenso mit einer Verringerung der Aktivitat
einhergehend sind jene Esterverbindungen, welche polar protische Endgruppen besitzen (Vgl.
Abbildung 43). In Kombination mit dem messbaren Aktivitatsverlust, welcher durch die Amidbildung
zu verzeichnen ist, |asst sich darauf schlieRen, dass die Einflihrung von Protonendonatorfunktionen an
Position 28 fiir den speziellen Fall, der ansonsten unverdanderten Maslinsaure, unvorteilhaft ist. Fir
analoge Derivate der Oleanolsaure, welche sich nur im A-Ring von der Maslinsaure unterscheiden, wie
auch fur Modifikationen der Ursolsdure, konnte ein hierzu gegenlaufiges Verhalten beobachtet
werden. Der bedeutende, Aktivitdtstendenzen verandernde Einfluss des A-Ringes konnte im Speziellen
auch durch Amidstrukturen der Maslinsaure, gezeigt werden; Diese sind inaktiv solange im A-Ring freie
Hydroxylgruppen vorhanden sind, es steigt die Aktivitdt jedoch nahezu exponentiell durch die

Einfilhrung von Acetylschutzgruppen.

Neben dieser Beobachtung, die sich aus dem SRB-Assay schliel3t, zeigte die fortfiihrende biologische
Untersuchung, dass sich die Strukturen im Wirkmechanismus signifikant unterscheiden. Fihren
Esterstrukturen zu einer schnellen, tiber einen G1-Arrest verlaufenden, Apoptoseinduktion, kann flr
die Amide hingegen festgestellt werden, dass sie zytostatisch wirken. Der durchgefiihrte Caspase-
Assay zeigt, dass im Falle des 2,3-diacetylierten Maslinsaurebenzylamids die Caspasen wesentlich
spater induziert werden. Erst nach langerer Inkubation fihrt diese Struktur zu apoptotischen

Ereignissen. Die sensationelle Selektivitat, welche fir die 2,3-diacetylierten Amide im Allgemeinen
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gefunden werden konnte, lasst das 2,3 diacetylierte Maslinsaurebenzylamid zusammen mit der im
nanomolaren  Bereich liegenden effektiven halbmaximalen Konzentration bezlglich
Gebarmutterhalskrebszellen, im Speziellen zu einem dulSerst vielversprechenden anti-Tumorgenesis

Kandidaten werden.

Wirkmechanistisch aufklarend sind die Ergebnisse, welche fir den 4-Oxo-4-phenyl-butyl Ester (MB64)
der Maslinsdure generiert werden konnten. Ausgehend von der zufdlligen Beobachtung einer
Kristallbildung, einer intensiven Literaturbetrachtung und die Verwertung der, aus ebenjenen
gewonnenen, Erkenntnissen konnte durch die Kombination mit mannigfaltigen experimentellen
Versuchen, deduktiv folgende These aufgestellt werden. Der Ester MB64, und putative alle analogen
Strukturen, wird in die Zellmembran eingebaut, Cholesterol dort verdrangt, die lonenkanalpumpen
dadurch so beeinflusst, dass ein sehr schnelles Zellschrumpfen hervorrufen wird, was wiederum zur

Aktivierung von Caspasen fiihrt und schlieflich den Zelltod einleitet. (Vgl Abbildung 44)
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Abbildung 44: Schematische Darstellung der These zum Wirkmechanismus von MB64

Mit dieser fundierten These kann erstmalig ein Target fir die zytotoxische Wirkung der Triterpene
bewiesen werden. Vorangegangene Studien beweisen zwar evident die Modulation verschiedener
Proteine, Membranpotentialen und die Aktivierung von mannigfaltigen Enzymen, jedoch sind diese
nachgewiesenen potentiellen Targets eher kritisch zu betrachten. Denn werden die unterschiedlichen
Substrate der Caspasen betrachtet und die gesamte, molekulare Auswirkung einer solchen
Aktivierung, dann kénnte zwar bspw. die, als Target von FULDA et al., HOLY et al. und Liu et al. fur
Betulinsaure, Dimethylaminopyridine Derivate des Lupans und respektive fiir Betulin proklamierte,
Mitochondrienmembran (MM) immer noch ein Target sein, aber der durch die Wissenschaftler als
Beweis hinzugezogene Verlust des MM-Potentials stellt gleichzeitig auch ,,nur” eines der sogenannten
,Hallmarks of Apoptotic Death” dar. Die im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit vorgestellte
These (vgl. Kapitel 4.7) hingegen beweist, durch Kristalle, welche aus der Zellmembran, bei

Konzentrationen weit unterhalb der Loslichkeitsgrenze, wachsen und sich aus Maslinsaureester und
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Cholesterol zusammensetzen, erstmalig eine direkte Wechselwirkung. Wenn die These zwar durch
zusatzliche physikochemische Untersuchungen noch weiter zu verifizieren, auszubauen und eventuell
auch zu modifizieren ist, um sie als endgliltig darzustellen, ist dennoch der geschaffene Mehrwert
unbestreitbar. Durch die als Target definierte Zellmembran kann ferner der Selektivitatsverlust der
meisten Ester im Vergleich zu der Klasse der Amide, der eine andere MOA zuzusprechen ist, erklart
werden: Die Zellmembran und putative Cholesteroldrafts bzw. lonenpumpen sind keine

tumorspezifischen Targets.

5.4. Ausblick.

Wie gezeigt werden konnte, flihren zwar lipophile, aprotische Veranderungen der Grundgeriiste zu
signifikanten Aktivitatssteigerungen, unter dem klar definierten Hauptziel der Wirkstoffforschung —
hochaktive und selektive Verbindungen zu generieren — sind diese Modifikationen, wie in der
vorliegenden Arbeit bewiesen werden konnte, von nur malBigem Wert. Putativ werden sie alle in die
Membran eingebaut, was zu einem Gewebe unspezifischen, apoptotischen Zelltod fiihrt. Die
Erkenntnis als solche ist hingegen fiir andere pharmakologische Forschungsgebiete, wie die die anti-
Pathogene und antivirale sehr hilfreich. Membran-Destabilisierungen stellen in diesen Zweigen der

Wissenschaft einige der Haupttargets dar.

Subsummiert konnte im Rahmen dieser Arbeit, neben der ErschlieRung eines neuen, universal
anwendbaren Trennverfahrens, der Identifikation und Charakterisierung einer Apoptose auslésenden
Selenophen-Verbindung und dem Nachweis von apoptotisch hochaktiven, moderat selektiven
Tormetillsdurederivaten, deduktiv gezeigt werden, dass Maslinsdurederivate in Abhangigkeit von ihrer
Modifikation unterschiedliche Wirkweisen hervorrufen. Neben der Identifizierung, Charakterisierung
und biologischen Evaluierung eines vielversprechenden antitumorgenesis-Kandidaten konnte ein

putativer Wirkmechanismus fir die letal wirkenden Ester eruiert und grundlegend verifiziert werden.
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A convenient route has been developed to separate regioisomeric ursolic and oleanolic acid by treating
the mixture with mCPBA or formic acid/hydrogen peroxide,

@ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

The family of the pentacyclic triterpenes includes some impor-
tant biologically active natural products. Many of them are bacte-
ricidal, fungicidal, antiplasmodial, antiviral, spermicidal, analgesic,
antiallergic, cardiovascular-active, and some of them possess
remarkable cytotoxic and anticancer' activities. Recently, ursolic
acid (1) and oleanolic acid (2, Fig. 1) came in the focus of scientific
interest. Oleanolic acid was shown to possess hepatoprotective
activities® and might be of interest for developing antidiabetics’
whereas 1 is used as an antioxidant* and as an antitumor-active®
agent. Compound 1 induces apoptosis in tumor cells® and is
claimed’ for to treat skin cancer.

Although 1 was obtained from the leaves of bearberry (Arcto-
staphylos uva-ursi) by Trommsdorff® as early as 1854, its separation
from accompanying 2 is challenging because of similarity” in struc-
ture, Many analytical methods have been elaborated including
HPLC," 1 TLC, 17 MEEC,"® CD-MEKC,"® ?' CE**%* HP-TLC" and

CO,H

HO' ursolic acid (1)

immunochromatography,”® separation of these two compounds
on a preparative scale remains by and large an unresolved
problem.

Results and discussion

Lewis' approach from 1983%% uses the different reactivity of 1
and 2 toward elemental bromine, This synthesis, however, is
lengthy and yields drop significantly on scaling-up. Keeping in
mind the alkenic bond between carbons C-12 and C-13 in a-amy-
rin-type triterpenes is less reactive than that in f-amyrins because
of steric hindrance by the methyl groups close by, b-amyrin-type
triterpenoids are known to react with mCPBA and other per-
acids®™** to form inter alia the corresponding 12,13-epoxides.

Thus, treating a 60:40 mixture of 1 and 2 with mCPBA or with
formic acid/hydrogen peroxide in dry DCM at room temperature
for one day (Scheme 1) gave a mixture of unreacted 1, lactone

COH

HO' oleanolic acid (2)

“

Figure 1. Strocture of ursolic acid (1) and oleanolic acid (2).

*+ Corresponding author.
E-mail address: rene.csukichemse.uni-halle.de (R Csuk).

0040-4039($ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. Al rights reserved,
dod: 1001016/ .tetler.2011.09.142
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142 (60:40)

-

1(57 %)

3(10%)

o

4(8

products from 2 (3-8, in sum 28 %)

COyH

%) 5 (10 %)

Scheme 1. Separation of wrislic and oleanclic acil, Reagents and conditions: (a) mCPBA, DCM, 25 0, 24 h, or HOODH H;0,, 25 50, 24 b lallowsed by chromatograply (silica

gel, hexane/ethyl acetate 5:31

3,23 epoxide 4, and dihydroxylated 5.°"*% These compounds
were easily separated by chromarography **7

The absolute configuration of HO-C[12) in 3 was deduced from
the NOESY spectra showing a cross peak between H-18 and H-12,
Compound 3 is formed by a nucleophilic artack of the carboxylic
group of epoxide leading to the 12 2-hydroxy lactone 3 whereas
nucleophilic ring opening of the epoxide 4 by water leads to the
12,1 3-dihydroxy derivative 5.

This synthetic approach can be generalized. Reaction of a mix-
ture of the methyl or benzyl esters with mCPBA or formic acid/
hydrogen peroxide vielded mixtures containing unreacted ursolic
esters and the corresponding reaction products from the oleanolic
esters, Again, these mixtures were easily separated by column
chromategraphy.

In summary, our approach allows an easy separation of ursolic
acid and oleanolic acid (or of their respective methyl or benzyl es-
ters) on a preparative scale leading to ursolic acid of superior pur-
ity as determined by HPLC.™
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1. Introduction

Triterpenoids are promising candidates [ 1] for the development
of new drugs. As products of the secondary metabolism they fulfill a
function in nature in their own right. But in terms of a future use for
medicinal applications, they are far off of being optimized for this
use. For these highly complex molecules carrying several stereo-
genic centers, however, total syntheses are quite challenging but for
larger scale synthesis highly uneconomic and libraries of analogs
are difficult to obtain. Thus, semi-synthetic strategies are most
rewarding; they shorten the time-to-market period tremendously.
As a prerequisite, suitable precursors have to be gained from plant
material. However, these precursors occur only in small amounts,
and, in addition, they are most often part of complex mixtures.
Thus, their isolation andfor separation is difficult, sometimes
laborious and uneconomic. For their straightforward isolation,
extractive steps have to be combined with selective derivatization
reactions. The demand for these compounds has increased since
clinical trials for NVX-207 [2| or CDDO-Me [3,4] have already
begun.

To guarantee the successful commercial exploitation and the
development of analogs, effective isolation methods are mandatory
and called for. Recently, we were able to present [5] a convenient
separation of regioisomeric triterpenoids, ursolic (UA) and

* Corresponding author. Tel.: +49 (0) 345 55 25660; fax: +49 (0) 345 55 27030.
E-mail address: rene.csuk@chemie.uni-halle.de (R. Csuk).

0223-5234/$ — see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
http:/{dx.doi.org/10.1016fj.ejmech.2013.11.025

oleanolic acid (OA) on a larger scale. These compounds (Scheme 1)
are widely spread in the plant kingdom and known for their broad
pharmaceutical activities, e.g., for noteworthy antiviral, antibacte-
rial and anticancer activities [ 6—8|. However, both molecules occur
very often together in leafs or peels of plants [9]. In continuation of
our previous work looking for triterpenoids of improved cytotoxic
properties, the development of an easy protocol for their separation
was still in the focus of our scientific interest.

Several groups were able to show that the introduction of an
oxygen substituent into ring C increased the biological activity of
the compounds. Due to their ability to act as “reactive oxygen
species (ROS) producer”, the presence of «,B-unsaturated systems
seems promising. For example, for the well-known compound
CDDO  (2-cyano-3,12-diooxoolean-1,9-dien-28-oic acid) several
pharmaceutical activities, e.g, anti-inflammatory, anti-diabetic
nephropathy and cytotoxic activities, have been reported [10,11].
Furthermore, clinical trial using ester derivatives of CDDO have
been started, thus increasing the demand for this class of com-
pounds [10,12,13]. CDDO esters showed a fast first-pass meta-
bolism; hence, there is still a necessity for improvement [12].
Recently, Leal et al. [14] presented several promising anticancer
active lactones possessing an UA backbone.

Many data reported for the biological activity of triterpenoids,
however, are hardly comparable, and the impact of modifications of
the C-ring onto the cytotoxicity of the compounds still remains
unclear. Thus, we became interested in studying the structure—
activity relationships (SAR) of some of these derivatives combined
with a more detailed inspection of their mode of action (MOA).
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*

UAR" = R? sH, R? = CHy
OAR'=R*=H, R*=CH;
2R'=Ac, RT=CHy R9=H
IR'=Ac, RZeH, R?=CH,

Scheme 1. Separation of a mixture of AUA (amd derivatives thereol) and the regeneration of O/

2. Chemistry

Usually the separation of regio- or diasterenisomers can easily
be accomplished by chromategraphy, by recrystallization or by
chemao-selective reactions with/without the use of enzymes. Pre-
viously, smaller amounts of UA/OA mixtures have been separared
by chromatography | 15,16] or by treating these mixtures with HBr
[17]. Recently, we presented a new chemo-selective separation of
the two constitutional isomers UA and DA by treating of a UA/DA
mixture with peracids (either performic acid or m-chlor-
operbenzoic acid) |5 ] under mild conditions, Thus, OA is selectively
transformed inte its corresponding 12-hydroxy-lactone 1 (Scheme
1) while leaving UA unchanged. The formation of an epoxide from
UA is not observed using mild conditions and low temperatures, UA
is a very valuable starting material [15] for the synthesis of cyto-
toxic compounds. As early as in 1966, Barton et al. | 19] showed that
OA can be recovered by a reductive elimination (using lithium in
amimonia) starting from the 12-acetoxy-lactone 5. Compound 5 can
be prepared either from the 3-hydroxy-lactone 1 by its acetylation
with acetic anhydride in pyridine or from the 3-acetoxy-lactone 4,
which was accessed by the separation of a mixture of 2 and 3. The
presence of an additional sharp singulet at & — 2,10 ppm in the 'H
MME spectrum of 5§ mdicates — together with an IR vibration band
at » = 1766 cm ™! — the formation of 5. Nevertheless, a low turn-
over rate of 20% devaluates this separatien [ 19.20], Consequently,
we were looking for a more elegant strategy, Given the potential of
C-ring modifications — as exemplified in CODO-Me — we tried (o
shorten the synthetic scheme and to optimize the process of
extraction and separation,

The treatment of mixtures of ester analogs from OA/UA mix-
tures with peracids furnished 12-oxo derivatives from OA& exclu-
sively but not from UA. Thus, UA esters remained unchanged under

these mild reaction conditions. Moreover, this type of reaction
(Scheme 2) could be used for the separation OA/UA quite univer-
sally. Meither the presence of a second double bond in the molecule
(a5 exemplified for 26) nor the presence of an additional hydroxyl
group in ring A (as in 12) restricted these reactions.

To investigate the influence of C-ring modifications onte the
hiological activity an oxygen substituent at position 11 {compounds
10 and 17, Scheme 3) was inserted vio an a-allylic, chromare-
assisted oxidation. For compound 10, the characteristic IR band
for the newly created o f-unsaturated system was found at
» = 1724 em~ ), in combination with an a signal in the '*C NMR
spectrum at 4 — 200.3 ppm. Subsequent treatment of 8, 15 and 24
with selenium dioxide in refluxing 14-dioxane resulted in the
formation of unkmown products. Usually, this type of reaction is
known [21-23] to establish a 911-ene-12-0x0 moiety in steroid-
derived structures, Howewver, due to the presence of terminal
methyl groups located at positions 26 and 27 in the backbone of the
triterpenoids, an elimination of the hydroxyl group at pesition C-11
is not possible any lenger. Hence, a keto group is created instead
andl rearranged into a thermodynamically more stable enol-system
(5cheme 3} For this structural feature, a new signal at
&« 142.3 ppm (C12) is observed in the C NMR spectrum, Addi-
tional IR vibrations at r = 1652 and 1614 em ' confirm the structure
|24], The cenfiguration (Scheme 3) of ring C [compounds 9 and 25)
was ascertained by the shift of the equatorial proton H-1 to higher
fields, This shifting (which has already been observed in the past for
glyeyrrhetinic acid and was alse found in compounds 10 and 17) is
caused by an anisotropy tensor of the 11-oxe function [25-27]
Furthermaore, cross-peaks in gHMBC NMR experiments between
C12 and C18 as well as between C2 and C11 Anally confirm this
structure which is further ascertained by its ESI-MS spectra (Am/
7z = +16 as compared to the starting material),
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6= Ac Me H Me H
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12= Ac H Me Me OAc
14= H Me H Me H
15= H H Me Me H
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20= H H Me Bn H
22= Ac Me H Bn H
23= Ac H Me Bn H
26 H H Me butenyl H

B. Siewert et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 72 (2014) 84—101

R' R’ R

= Ac Me H
13=  Ac Me OAc

16= H Me H

21= H Bn H

4= Ac Bn H

27= H butenyl H

+
—

R' R
6= Ac Me
14= H Me
9= H Bn
n Ac  Bn

Scheme 2. Separation of mixtures of the OA/UA ester analogs.

As depicted in Scheme 4, in general, the position of H-12 was
assumed to be axial. By comparison with data from literature and
by the presence of a cross-peak between H-12 and H-18 in the 2D
NMR spectra as well as suiting coupling constants (e.g., 3}H]2[ax)—

method E

K;Cry0g, AcOH
N-hydroxysuccinimide,
acetone, AT, 24h

Hilax) = 3.9 Hz, Juiziax)-Hi1eq) = 2.3 Hz for compound 30) the
configuration of this stereogenic center is confirmed. A character-
istic IR absorption at v = 1699 cm ! was detected for compounds 4,
5 and 28-31 being typical for the presence of a lactone moiety.

10R =Ac
17R=H

9 R'=Ac, R?=CH,
18 R'=H,R?=CHj,
25R"=Ac, R?=Bn

method F

Scheme 3. Oxidation of the C-28 ester analogs.
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DCM, H,0

Scheme 4. Lactonization of maslinic acid (MA).

3. Biological investigations

Many natural occurring triterpenoids are well-known for their
cytotoxic activity with ICso values between 10 and 80 uM [8].
Several of them trigger apoptosis, and OA as well as MA show
promising tumor-to-control selectivity. Screening of the com-
pounds to detect their cytotoxic activity is usually performed either
by an MTT [28] or a SRB [29] assay; the first of these uses the
mitochondrial dependent reduction of a thiazolium salt whereas
the latter is based on the proportional binding of a rhodamine dye
to surface membrane proteins. Advantages of Skehan's SRB assay
are found in the linearity between cell density and the optical
density. The comparison of cytotoxicity measured by different as-
says (using different theoretical assumptions to describe more or
less the same cellular feature) remains critical, and is even more
complicated by numerous modifications of the original assay.
Hence, we decided to include several already known compounds
into this study, and to test all compounds using the same protocol
and standardized conditions. Several triterpenoids have been
shown to exhibit some selectivity towards cancer cells and some
derivatives of OA are able to induce apoptosis [8]; hence, we set out
to investigate the influence of the C ring onto antitumor activity,
their tumor-to-control selectivity as well as onto their ability to
trigger apoptosis.

Table 1 and Fig. 1 summarize some of the results. Most of the
compounds exhibited a moderate to good ICsg value in the SRB
tests. As far as the cytotoxic activity of the lactones (4, 5, 28—32) is
concerned, the presence of a hydroxyl group seems unfavorable.
For the halide-substituted compounds activity increased with the
atomic radius or was reciprocally proportional to an increasing
electronegativity, The importance of an intact C ring for retaining
good biological activity has already been demonstrated for glycyr-
rhetinic acid derivatives. The mode of action of these compounds,

however, has been subject to controversial discussions. Thus, on the
one side the presence of an «,p-unsaturated moiety was regarded
less important for the ability to produce ROS; a comparison of the
cytotoxicity of a 12-ox0-9,11-ene and a 11-oxo-12,13-ene revealed
no significant differences between these two compounds [30,31].
Contrary to these findings, activity was claimed to depend crucial
on the presence of an intact Michael acceptor |31/, e.g., the presence
of a 12-0x0-9,11-ene moiety. The significance of an intact C ring has
also been discussed for the explanation of interactions between
tyrosine phosphatase 1B and triterpenoids [32]. In addition, several
semicarbamates derived from 1 showed an increased cytotoxicity
as compared to parent OA [33]. The introduction of lipophilic
moieties into ring A seems to result in better cytotoxicity of these
compounds [ 14].

Our own data make a nucleophilic attack onto position 13 as a
key step quite improbable. If an attack at position 13 should be
important, one would expect an increasing activity with an
increasing positive polarization of C-13 — or at least the activity
should be proportional to an increasing electronegativity of the
adjacent halogen substituent. Quite on the contrary, the iodo-
lactone is the most active compound of this series, This led to the
assumption that either a nucleophilic attack at position 12 or a
stereoelectronic hindrance by this substituent must be essential.
Our results parallel previous findings of Salvador et al. [33] sug-
gesting a nucleophilic attack.

Comparison of the ICsg values of the products resulting from the
oxidation of the OA esters (Fig. 1) indicate that introducing an extra
oxygen seems less important for obtaining good cytotoxicity than
variations at e.g., position 3. Cytotoxicity of the OA derivatives can
be raised by these medifications up to ca. 111 fold [ 33]. Inspection of
the ICsp values (listed in Table 1) shows oxidation in ring C by and
large insignificant for obtaining good cytotoxic effects. These find-
ings are in perfect agreement with results obtained by Chadalapaka



MANUSKRIPT 2

88

Table 1

B. Siewert et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 72 (2014) 84—101

Cytotoxicity of OA, MA and derivatives (ICsp values in pM from SRB assays after 96 h of treatment; the values are averaged from at least three independent experiments
performed each in triplicate; confidence interval Cl = 95%; the individual errors [positive upper and negative lower values are given; n.D. not detected). Cell lines 518A2, 8505C,
A2780, A549, HT29 and MCF are human cancer cell lines, NiH 3T3 cells are a non-malignant mouse fibroblasts, STP is stauroporine,

ICsp 518A2 8505C A2780 A549 HT29 MCF7 NiH 3T3
OA =60 0.0 =60 0.0 14.0 1.1 723 3.5 38.8 54 =60 0.0 76.4 15
0.0 0.0 1.1 1.9 438 0.0 14
MA 137 19 17.0 21 19.5 1.8 234 06 288 1.0 16.6 0.9 214 07
17 19 1.7 0.6 09 0.8 0.7
1 =30 0.0 =30 0.0 =30 0.0 =30 0.0 =30 0.0 =30 0.0 =30 0.0
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
4 =90 =90 63.2 2.1 »90 =90 =90 85.7 45
2.5 23
5 6.8 0.0 7.0 0.0 5.6 0.3 66 0.0 14.1 23 185 0.3 7.2 0.1
0.0 0.0 0.3 0.0 20 0.3 0.1
7 34.1 19 205 0.8 8.6 13 26.1 3.2 26.7 59 16.7 1.0 343 41
18 0.8 1.1 28 49 1.0 3.7
8 40.8 55 311 5.8 =30 =30 0.0 468 29 =30 0.0 282 0.3
48 49 0.0 238 0.0 0.3
9 7.1 0.1 8.4 0.6 4.0 0.7 82 0.4 135 27 94 0.4 125 13
0.1 0.5 0.6 0.4 22 0.4 12
10 24.1 20 16.2 46 40.0 1.7 66.1 0.0 29.4 6.0 0.0 0.0 336 26
19 3.6 16 0.0 5.0 24
1 156 13 14.7 13 17.8 4.3 17.8 0.5 1238 15 163 0.9 214 0.7
12 12 3.4 0.4 13 0.8 0.7
12 8.6 18 133 3.0 6.8 23 7.8 2.1 263 1.1 =30 305 16
15 2.5 1.7 1.7 0.7 15
13 9.6 0.0 103 0.1 11.6 0.9 14.1 0.9 176 12 238 19 31.7 0.3
0.0 0.1 0.8 0.8 1.1 1.8 0.3
14 17.7 06 20.6 2.2 153 3.1 202 0.0 254 04 222 2.1
06 2.0 2.6 0.0 0.4 1.9
17 15.6 0.1 13.0 1.8 6.6 1.2 15.1 0.2 185 03 213 0.1 2438 0.2
0.1 16 1.0 0.2 03 0.1 0.2
18 21.2 02 233 0.5 175 1.2 256 1.3 153 14 258 1.7 258 0.0
02 0.5 1.1 1.2 13 1.6 0.0
20 280 2.1 29.1 15 23.0 1.7 28.0 26 28.7 25 158 0.9 224 3.0
20 1.7 1.8 24 23 08 2.7
24 732 16 419 6.5 19.8 5.7 69.1 3.9 =90 0.0 =90 0.0 =90 0.0
16 5.6 4.5 3.7 0.0 0.0 0.0
25 =60 164 14 82 3.0 ~60 =60 0.0 =60 0.0 =60 0.0
0.8 2.2 0.0 0.0 0.0
28 78.4 25 =90 399 1.0 >90 928 03 =90 221 23
38 0.9 03 3.9
29 n.D. 0.0 18.0 342 3.8 33.1 500.7 n.D. 0.0 =90
0.0 34 0.0
30 n.D. 0.0 36.5 2.7 259 43 29.1 22 =90 n.D. 0.0 43.1 85
0.0 2.5 3.7 2.7 0.0 7.1
31 n.D. 0.0 721 7.0 315 3.8 344 3.6 =90 n.D, 0.0 80.2 2.1
0.0 6.4 3.4 3.2 0.0 1.9
32 n.D. 0.0 222 0.4 155 0.7 164 1.9 469 32 n.D. 0.0 202 4.4
0.0 0.4 0.7 1.7 3.0 0.0 38
STP 0.2 0.0 0.2 0.0 02 0.0 06 0.0 02 0.0 0.4 0.0 02 0.0
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
et al. [34]; these authors were able to show that the location of an cells with compounds 1, 9 or 24 led to a reduction of the G2/M

A'213) js insignificant for obtaining

a,B-unsaturated system (A%"" or
good cytotoxicity.

However, a comparison of ICsq values is not sufficient to describe
the biological activity of these compounds. To get a deeper insight,
some representative molecules were selected and submitted to
several MOA investigation assays applying the same concentration
(30 uM) for all compounds. Fig. 2 shows some results from cell cycle
investigations.

To evaluate whether the activity (as shown in the SRB assay) is
caused by a cytostatic effect or rather by a cytotoxic effect, living
ovarian cancer cells were investigated after 24 h of treatment with
the compounds. A significant G1/G0 arrest (as previously found for
parent maslinic acid, unpublished data} or ursolic acid [ 14], was not
detected at all. A weak GO/G1 arrest (<20%) was observed for
compounds 8 and 25. Compounds 4, 5 or 7, however, showed
practically no influence onto the cell cycle. The treatment of the

phase; compounds 1 or 24 were the most active compounds of this
series.

Obviously at least compounds 4, 5 and 7 are cytotoxic, and hence
investigations of the dead cells seemed highly interesting. Usually an
undesired necrotic cell death (happening most accidentally) is
described by a loss of the integrity of the cell membrane [35]. The
integrity of the cell membrane can be investigated by a microscopic
fluorescence dye-exclusion assay (AO/PI; Fig. 3). In this test, acridine
orange (AQ) as an un-polar green fluorescence dye permeates the cell
membrane and stains dead cells possessing an intact membrane [ 36].
Thus, cells having died by activating a programmed cell death show
green fluorescence. Propidium iodide (PI) [37], however, a double
positive charged dye, stains only dead cells with a broken cell
membrane; hence, a deep red color is observed.

As depicted in Fig. 4, all dead cells had died due to a pro-
grammed process. Several death mechanisms are known [38]; for
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1Csy Value with CI (95%)

,.J?(‘ y k,JAj‘y

Fig. 1. IC5p values (in uM from SRB with a confidence interval (95%) for OA, MA and derivatives utilizing the human ovarian cancer cell line A2780. The colors of the bars indicate the
type of modification at positions C-3 and C-28. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

triterpenoids most commonly apoptosis 8| as well as autophagy
[39] was reported.

Microscopic inspection of the dead cells allowed a preliminary
evaluation: membrane blebbing and condensed nuclei as well as
cell shrinking indicated apoptosis [40]. Staining the cells with AO/PI
gave red dots — a sign for at least partial autophagy [41]. Fig. 3
depicts representative microscopic views of the cells, and signifi-
cant morphologic changes have been marked using different
colored arrows. One unique feature of apoptosis is the activation of
ICAD [42]; this results in the degradation of DNA into several 178 bp
long pieces (Fig. 3). After 24 h of treatment only compounds 5 and
17 showed significant DNA ladders as indicated by electrophoresis
and staining of the DNA. In the electrophoretic gels for compounds
1,9 and 10 only weak ladders were found.

Membrane integrity and DNA-laddering are typical hallmarks
for an apoptotic death; another hallmark of apoptosis is the
translocation of phosphatidylserine. This compound is located on
the inner side of the cell and translocates to the outer cell mem-
brane during apoptosis thus acting as a signal for macrophages [43].
During apoptosis several executing proteinases, also known as
caspases, are activated in a highly controlled manner. During this
lethal caspase-cascade process other enzymes get activated and/or
essential parts of the cell skeleton are broken down leading to a
subsequent exposition of the phosphatidylserine. This process can
be measured using an annexin V assay. By double staining and
submitting the stained cell population to a FACS measurement the
distribution of vital versus dead cells can be determined. Fig. 4
shows the result of one of these assays. The experimental data
were evaluated by plotting the green fluorescence (belonging to the
annexin V-FITC) versus the red one (belonging to propidium iodide)
and splitting these plots into four quadrants. While PI stained only
cells possessing a leak membrane, red labeled cells (upper left) are
usually regarded as necrotic cells, Cells carrying both signals (upper
right) are assumed to be secondary necrotic; this phenomenon is
known to occur for cells held in cell cultures.

As indicated in Fig. 4, the treatment of the cells with 17 or 18
triggered apoptosis after incubating for 24 h in =50% of the cell
population. In addition, 3,12-diacetylated 5 as well as compound 9
triggered apoptosis. These results are in excellent agreement to the
results from the DNA ladder assays; therein, after treatment of the

cells with 5, 9, 17 or 18 the typical DNA ladders were found.
Furthermore, the ability of 9, 17 and 18 to trigger apoptosis affirms
that the presence of an «,B-unsaturated system in ring C seems
necessary for inducing apoptosis very quickly.

The ability to trigger apoptosis is independent from the 1Csp
values; although compound 9 exhibited a lower ICsq value in the
SRB tests than compound 18, the latter of which showed a signifi-
cantly higher ability to trigger apoptosis. The drop down of cyto-
toxicity found for compounds 24 and 25 might be explained by the
low polarity of these compounds. The presence of an increased
necrotic population after having treated the cells with 9 might be
due to a concentration dependent toxic effect. Hence, OA methyl
esters possessing a modified ring C are promising compounds
possessing the ability to induce programmed cell death very
quickly.

4, Conclusion

A convenient method for separating a mixture of regioisomeric
triterpenoids UAJ/OA was found. This separation technique using
per-acids was shown to be quite universal. UA could be recovered
very easily from the mixtures, and the intermediates were trans-
formed into compounds showing promising antitumor activity. In
addition, different MOAs were found for compounds differing only
slightly in their structure. As far as the OA derived lactone 1 is
concerned, the introduction of an additional hydroxy substituent at
position C-2 (as in 28) as well as of a lipophilic moiety at position C-
12 (as in 5) decreases the IC50 values significantly. An additional
oxygen substituent in ring C increases the cytotoxicity, too. Thus,
the highest activity was determined for the previously unknown
11-0x0-12-hydroxy-olean-12-enes 17 and 18, respectively.

5. Experimental part
5.1. General — chemistry

Reagents were bought from commercial suppliers without any
further purification, Melting points were measured with a LEICA

hot stage microscope and were not corrected. NMR spectra were
recorded on VARIAN Gemini 2000 or Unity 500 spectrometers at
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Fig. 2. Cell cycle investigations. Ovarian cancer cells (A2780) were treated for 24 h with a 30 uM solution of compounds 1, 4, 5, 7-10, 18, 24 or 25, respectively. The living cells were
harvested, fixed, the population was aligned and submitted to a FACS supported measurement. The DNA was dyed with PI after treatment with RNAse. In the upper part of the figure
(A) the relative changes to control have been depicted; the lower part (B) shows typical graphs for the cell cycle distribution.

27 °C (chemical shifts é are given in ppm and J in Hz. Mass spectra
were taken on a FINNIGAN MAT TSQ 7000 (electrospray, voltage
4,5 kv, sheath gas nitrogen) instrument. Elemental analyses were
measured on a Foss-Heraeus Vario EL unit. IR spectra were
recorded on a Perkin Elmer FI-IR spectrometer Spectrum 1000,
optical rotations on a Perkin Elmer 341 polarimeter (1 cm micro
cell, 25 °C) and UV—vis spectra on a Perkin Elmer unit, Lambda 14.
Elemental analysis was performed for all new compounds and
correct values (+0.3 for C, H, N) were obtained. TLC was performed
on silica gel (Merck 5554, detection with ceriummolybdate spray
reagent). Solvents were dried according to usual procedures. The
purity of the compounds was checked by HPLC/DAD (Prontosil
C18, MeOH/H,0 95/5, 1% H3P0y4) and found to be >98% for each
compound.

5.2. General procedures

5.2.1. Oxidation with hydrogen peroxide and formic acid
(method A)

To a mixture of ursolic acid and oleanolic acid (1 equiv., 2:1) in
DCM, formic acid (concd, 2 equiv.)/H20z (30%, 2 equiv.) was added,
and the mixture was stirred at 25 °C for 24 h. After washing with an

aq soln. of sodium thiosulfate, and usual work up, the solvents were
evaporated under diminished pressure. The residue was subjected
to chromatography (silica gel, hexane/ethyl acetate).

5.2.2. Oxidation with mCPBA (method B)

To a mixture of ursolic acid and oleanolic acid (1 equiv., 2:1) in
DCM mCPBA (1.5 equiv.) was added, and the mixture was stirred at
25 °C for 24 h. After washing with an aq soln. of sodium thiosulfate
and usual workup, the solvents were evaporated under diminished
pressure, The residue was subjected to chromatography (silica gel,
hexanefethyl acetate).

5.2.3. Acetylation (method C)

Acetylation was performed in dry DCM (100 mL) with acetic
anhydride (2 equiv.) and triethylamine (0.3 equiv.) for 12 h at 24 °C
and gave, after usual work-up and recrystallization from ethanol,
the product.

5.2.4. Esterfication (method D)

The starting material (1 equiv.) was dissolved in dry DMF (5 mL),
and finely grounded potassium carbonate (5 equiv.) was added.
After 60 min of stirring at room temperature, the alkylbromide (2
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Control

17 3
\
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Fig. 3. Dye exclusion (AO/PI) assay and representative DNA laddering experiments. Ovarian cancer cells (A2780) were treated with the compounds 1, 4, 5, 7-10, 17, 18, 24 or 25
(30 uM each, 24 h). The floating (dead) cell cells were collected, washed with PBS and submitted to a fluorescence microscopic investigation. Green dyed cells are typical for a
programmed, non-necrotic death. Light green colored arrows indicate typical membrane blebbing; light purple arrows indicate the typical membrane blebbing of the nucleus
membrane, and the blue arrows point to orange colored dots which could be autophagosomes and indicate an autophagy mediated apoptosis. In addition, the results from the DNA
laddering experiment are shown for a control experiment as well as for the experiments using compounds 5 and 17, respectively. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

A 7 wvital Mnecrosis Wsecondary necrosis W apoptosis

50

Differences to control population
S

1 4 5 7 8 9 10 17 18 24 25

22780 cells 24h control Compound 5 (0.03 mM) Compound 17 (.03 mb)

necrosis ‘sec necrosis

Propkium iodide
Propktum iodide

Annexin V. Annexn v Annexn V Annexn v

Fig. 4. Annexin V/PI assay: Ovarian cancer cells (A2780) were treated with compounds 1, 4, 5, 7-10, 17, 18, 24 or 25 (30 uM each), respectively. After 24 h, all cells were harvested
and submitted to a FACS based assay. Diagram A (upper part) shows the relative changes in the distribution compared to control. Measurements were performed as technical
replicates. Typical samples of these experiments are depicted in the lower part (B). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)

equiv.) was added, and stirring was continued for an additional 5.2.5. Oxidation with selenium dioxide (method E)

18 h. The mixture was poured into an ice cold solution of aq HCl Equal molar amounts of selenium dioxide and the 12-oxo
(3.7%, 50 mL), and the white precipitate was filtered off. Chro- compound were stirred in refluxing 1,4-dioxane for 24 h. After
matographic purification (silica gel, hexane/ethyl acetate, 7:3) and filtration, an aq solution of sodium thiosulfate was added, and the
recrystallization (ethanol) afforded the product. reaction mixture was extracted with DCM. After following usual
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workup, the crude product was subjected to a chromatographic
purification followed by recrystallization from ethanol.

5.2.6. Deacetylation (method F)

The acetylated starting material (1 equiv.) was dissolved in
methanol. Finally grounded KOH (1.2 equiv.) was added, and the
mixture was stirred at room temperature until completed as
checked by TLC. The mixture was poured into a cold aq solution of
HCI (3.7%), and the precipitate was collected. Usual work up fur-
nished the product.

5.3. Biological material and procedures

5.3.1. Cell lines and culture conditions

The cell lines 518A2, 8505C, A2780, A549, HT29, MCF-7, NiH 3T3
and WWO030272 were included in this study. Cultures were main-
tained as monolayer in RPMI 1640 (PAA Laboratories, Pasching,
Germany) supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine
serum (Biochrom AG, Berlin, Germany) and penicillin/streptomycin
(PAA Laboratories) at 37 “C in a humidified atmosphere of 5% CO5/
95% air.

5.3.2. Cytotoxicity assay, dye-exclusion assay, DNA-laddering and
apoptosis assay

Instrumentation, cell lines and culture conditions, cytotoxicity
assay, dye exclusion tests and DNA fragmentation was performed as
previously described [44,45].

5.3.3. Cell cycle investigation

Approximately 1*10° cells (HT29, A2780 or NIH 3T3) were
seeded in cell culture flasks (25 cm?), and the cells were allowed to
grow for 24 h. After removing of the used medium, the substance
loaded medium was reloaded (or a blank fresh medium as a con-
trol). After 24 or 48 h, the living cells were harvested, washed with
PBS (with Mg2* and Ca?") twice and fixed with ethanol (70%, 4 °C,
1 h). After removing of the fixation and permeabilization agent, the
cells were washed with PBS buffer (with Mg?* and Ca?*, containing
1% BSA and 0.1% NaNs, 3 = 1 mL, 1000 rpm) and adjusted to 1*10°
million cells. The pellet was gently suspended in staining buffer
(PBS buffer containing BSA, RNAase, NaN3 and PI following the
procedure of Darzynkiewicz et al. [41]) and incubated for 30 min at
37 °C. Analyses were performed using the Attune® FACS machine;
collecting data from the BL-2A channel. Doublet cells were
excluded from the measurements by plotting BL-2A against BL-2H.
For each cell cycle distribution 20.000 events were collected. Dis-
tribution was calculated by the method of Dean et al. [46].

5.3.4. Annexin V/PI assay

Approx. 500,000 cells (A2780) were seeded in cell culture flasks
and were allowed to grow for 1 day. After removing of the medium,
the substance loaded medium was added, and the flasks were
incubated for about 24 h. All cells were harvested, centrifuged
(1200 rpm, 5 min) and washed twice (PBS (w/w). Approx. 100,000
cells were washed with annexin V bounding buffer (BD) and treated
with a propidium iodide solution (3 pL, 50 pg/mL) and Annexin V
(5 pL, life technologies™) for 15 min at room temperature in the
dark. After adding Annexin V bounding buffer (400 puL), the sus-
pension was submitted to a FACS measurement. Calculation was
performed as suggested from the supplier (BD Biosciences™).

5.4. Syntheses
5.4.1. Ursolic acid (UA)

By method A or B, UA was obtained from a mixture of UA/OA (ca.
2:1); yield: 57%; m.p.: 257259 °C (lit.: [47]: 258°); Rg = 0.62 (n-

hexane/ethyl acetate, 5:3); TH NMR (400 MHz, dg — pyridine):
6= 5.45(dd,] = 3.5,3.5 Hz, 1H, CH (12)), 3.43 (dd, ] = 9.6, 6.5 Hz, 1H,
CH (3)), 2.60 (d, | = 11.2 Hz, 1H, CH (18)}, 2.29 (ddd, ] = 13.3,13.3,
4.5 Hz, 1H, CH, (15)), 2.09 (ddd, ] = 13.3,13.3, 4.1 Hz, 1H, CH, (16)),
1.98—1.90 (m, 5H, CHy, (16) + CHz (7) + CHz (11)), 1.88—1.77 (m, 2H,
CHg (2)), 1.62—1.51 (m, 4H, CH (9) + CH, (6) + CH, (22) + CH} (1)),
1.46-139 (m, 3H, CH (19) + CH> (21)), 1.38—1.25 (m, 2H, CH,
(6) + CHy(22)),1.21 (s, 3H, CH5 (27)),1.20 (s, 3H, CH3 (23)), 1.23—-1.11
(m, 1H, CH}, (15)), 1.02 (s, 3H, CH3 (30)), 0.99 (s, 3H, CH3 (25)), 0.97
(d, 3H, %] = 6.8 Hz, CH3 (29)), 0.92 (d, 3H, *] = 6.1 Hz, CH5 (24)), 0.86
(s, 3H, CH3 (26)), 0.82 (m, 1H, CH (5)) ppm; '*C NMR (400 MHz, dg —
pyridine): 8 = 180.1 (C=0, €28), 139.5 (C=CH, C13), 125.9 (CH=C,
C12), 78.4 (CHOH, C3), 56.1 (CH, C5), 53.8 (CH, C18), 48.3 (CH, C9),
48.3 (Cquarn, €17), 42.7 (Cquare, €14), 40.2 (Cquart, €8), 39.7 (CH, C19),
39.7 (CH, C20), 39.6 (Cquart, C4), 393 (CHa, C1), 37.7 (CHa, €22), 37.5
(Cquare, C10), 33.8 (CHz, C7), 31.3 (CHa, C21), 29.1 (CH3, C23), 28.9
(CHy, C15), 28.4 (CHy, C2), 25.2 (CHy, C16), 24.2 (CHs, C27), 23.8
(CH3, C11), 21.7 (CH3, C30), 19.0 (CH3, C6),17.7 (CH3, €29),17.7 (CH3,
C26), 16.8 (CH3, C24), 15.9 (CHs, C25) ppm; ESI-MS (MeOH): m/f
z = 456.6 (44%, [M — H]"), 501.2 (100%, [M + HCOz] "), 911.0 (44%,
[2M — H]").

5.4.2. (36, 12w) 3,12 Dihydroxy-183-olean-28-oic acid 28,13-
lactone (1)

By using method A or B, compound 2 was obtained from a
mixture of UAJOA (ca. 2:1); yield: 10%; m.p.: 249252 °C (lit.: [32]:
247-249 °C); Rp = 0.25 (hexane/ethyl acetate, 5:3); [a]p = +32.4° (¢
0.35, CHCl3); IR (KBr): v = 3668w, 3524s, 2947s, 2867s, 1736s,
1470m, 1396m, 1362m, 1306w, 1255m, 1226m, 1176w, 1146m, 1092w,
1077m, 1060m, 1037m cm™'; 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 3.83—
3.80(dd,] = 2.8, 2.8 Hz, 1H, CH(12)), 3.15 (dd, ] = 11.4, 4.4 Hz, 1H, CH
(3)), 2.07 (ddd, J = 13.3, 5.8, 5.8 Hz, 1H, CH, (16)), 2.01-1.88 (m, 3H,
CH (18) + CH, (19) + CH, (11)), 1.86—1.75 (m, 2H, CH,, (19) + CH,
(15)),1.66 (ddd, ] = 12.8,12.8, 3.5 Hz, 1H, CH, (1)), 1.59—1.51 (m, 3H,
CH3(2) + CH, (22)),1.53—1.48 (m, 1H, CH (9)), 1.49—1.44 (m, 2H, CH,
(8) + CH, (7)), 1.42—1.37 (m, 2H, CHy (11) + CHy, (16)), 1.35—1.30 (m,
1H, CHp (21)),1.24 (5, 3H, CH5 (27)),1.22—1.15 (m, 4H, CH> (15) + CHy,
(7) + CHy (6)), 1.12—1.09 (m, 1H, CHj, (22)), 1.08 (s, 3H, CH3 (26)),
0.92 (s, 3H, CH (23)), 0.91 (s, 3H, CH (29)), 0.92-0.87 (m, 1H, CHy
(21)),0.83 (s, 3H, CH(30)), 0.81 (s, 3H, CH (25)),0.71 (s, 3H, CH (24)),
0.68 (dd, ] = 11.8, 1.9 Hz, 1H, CH (5)) ppm; *C NMR (125 MHz,
CDCl3): 6 = 179.9 (C=0, €28), 90.6 (Cquart, C13), 78.9 (CHOH, C3),
76.4 (CH, C12), 55.2 (CH, €5), 51.1 (CH, C18), 44.7 (Cquart, C17), 44.6
(CH, €9), 42.3 (Cquar, C14), 42.1 (Cquarn, C8), 39.4 (CHz, C19), 38.9
(CHa, C1), 38.9 (Cquart, C4), 36.5 (Cquart, €10), 34.2 (CHa, C21), 34.0
(CHy, €7), 333 (CHs, €29), 31.6 (Cquar, C20), 28.8 (CHy, C11), 28.1
(CHs, C23), 28.1 (CH,, C15), 28.0 (CHy, C22), 27.5 (CHy, C2), 23.9
(CHs, C30), 21.2 (CHa, C16), 18.6 (CH3, €27), 18.5 (CH3, C26), 17.8
(CH,, C6), 16.3 (CH3, C25), 15.4 (CH3, C24) ppm; MS (ESI, MeOH): m/
z = 473.5 (27%, [M + H]"), 495.6 (15%, [M + Na]'), 527.1 (26%,
[M + Na + MeOH] "), 967.3 (100%, [2M + Na]").

5.4.3. (36) 3-Acetoxy-urs-11-en-28-acid (2)

Compound 2 was obtained as a colorless solid using method A
from a mixture of acetylated 2 and 3. The latter compounds were
obtained either using method C or directly from UA applying
method C; yield: 88%; m.p.: 257-259 °C (lit: 258 °C [47]);
[a]p = +69° (€ 0.19, CHCl3); RF = 0.64 (n-hexane/ethyl acetate, 8:2);
UV—Vis (MeOH): Amay (log ¢) = 224 nm (3.71); IR (KBr): » = 3423br,
2947s, 1736s, 1696s, 1464m, 1366m, 1245s, 1180w, 1148w, 1097w,
1076w, 1028m, 1009 m cm ™ '; 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 5.26
(m,1H,CH(12)),4.48 (dd,] = 9.4, 7.0 Hz, 1H,CH(3)), 2.80 (dd,] = 3.8,
4.3 Hz, 1H, CH (18)), 2.08 (s, 3H, Ac), 1.97 (ddd, ] = 13.7,13.5, 40 Hz,
1H, CH, (16)), 1.90—1.84 (m, 2H, CH; (11)), 1.76 (ddd, ] = 14.0,13.8,
4.3 Hz, TH, CH, (22)), 1.69 (ddd, J = 13.8, 13.8, 3.7 Hz, 1H, CH, (15)),
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1.64-1.49 (m, 8H, CH (9) + CH, (1) + CH, (19) + CH, (6) + CHp
(22) + CH, (16) + CH> (2)), 145-1.22 (m, 5H, CH, (6)+ CH,
(21) + CHy (7)), 1.20—1.02 (m, 3H, CH, (19) + CHy, (1) + CHy, (15)),
112 (s, 3H, CH3 (27)), 0.93 (s, 3H, CH3 (23)), 0.91 (s, 3H, CH3 (30)),
0.89 (s, 3H, CH3 (29)), 0.86—0.81 (m, 1H, CH (5)), 0.85 (s, 3H, CH;
(25)), 0.84 (s, 3H, CH3 (26)), 0.74 (s, 3H, CH3 (24)) ppm; C NMR
(125 MHz, CDCl3): 4 = 184.4 (C=0,28), 171.1 (C=0, Ac), 143.5 (C=
CH, C13), 122.5 (CH=C, C12), 80.9 (CHOH, C3), 55.3 (CH, C5), 47.5
(CH, C9), 46.5 (Cquart. C17), 45.8 (CHy, C19), 41.5 (Cquare, C14), 40.9
(CH, €18), 39.3 (Cquare, C8), 38.0 (CHy, C1), 37.6 (Cquar, C4), 36.9
(Cquart, €10, 33.7 (CHz, C21), 33.0 (CH3, C29), 32.5 (CH,, C7), 32.4
(CHy, €22), 30.6 (Cquart, C20), 28.0 (CH3, C23), 27.6 (CH, C15), 25.9
(CHs, €27), 23.6 (CHa, C30), 23.5 (CHa, C11), 23.4 (CHy, C2), 22.8
(CHj, C16), 21.3 (CHs, Ac), 18.1 (CHy, C6), 17.0 (CH3, C24), 16.6 (CHs,
C26), 15.3 (CH3, €25) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z = 497.7 (100%,
[M — HJ"), 543.3 (50%, [M + HCOz] ).

54.4. (38) 3-Acetoxy-olean-11-en-28-acid (3)

Compound 3 was obtained as colorless needles applying
method € starting from OA; yield: 95%; m.p.: 257261 °C, (lit.:
257-259 °C [48]); [e]p = +65° (c 0.33, CHCl3) [lit.: +74° (c 1.0;
CHCl5 [49))): R = 0.60 (toluenefethyl acetate/n-heptane/formic
acid, 80:20:30:4); IR (KBr): » = 3219br, 29425, 1731s, 1680m, 1466m,
1370m, 1252s, 1179m, 1161m, 1127w, 1026m, 1010 m cm™'; '"H NMR
(400 MHz, CDCl3): 6 = 5.20 (dd, ] = 3.5, 3.5 Hz, 1H, CH (12)), 4.47 (dd,
J=8.5,73Hz,1H,CH(3)), 2.80 (dd, ] = 13.7,4.1 Hz, 1H, CH (18)), 2,02
(s, 3H, Ac), 1.95 (ddd, | = 13.4,13.4, 3.9 Hz, 1H, CH, (16)), 1.90-1.77
(m, 2H, CH; (11)), 1.73 (ddd, | = 14.9, 14.6, 4.4 Hz, 1H, CH, (7)), 1.67
(ddd, ] = 13.3, 13.3, 4.1 Hz, 1H, CH, (15)), 1.54—-1.34 (m, 8H, CH,
(1) + CHp (16) + CHL (19) + CH (9) + CH,4 (6) + CH, (22) + CH2 (2)),
1.34—1.11 (m, 5H, CH}, (7) + CHy (6) + CHy (21) + CHy (22)), 1.10 (s,
3H, CH3(27)),1.08—-0.93 (m, 3H, CH, (19) + CH, (15) + CHy, (1)), 0.92
(s,3H, CH3(25)), 0.90 (s, 3H, CH; (30)), 0.88 (s, 3H, CH3 (29)),0.84 (s,
3H, CH3 (23)),0.86—0.74 (m, 1H, CH (5)), 0.83 (s, 3H, CH3 (26)), 0.72
(s, 3H, CH3 (24)) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 184.3 (C=0,
(28),171.0 (C=0, C31), 143.6 (C=CH, C13), 122.5 (CH=C, C12), 80.9
(CHOAc, €3), 55.3 (CH, C5), 47.5 (CH, €9), 46.5 (Cquar, C17), 45.8
(CH3, €19), 41.5 (Cquart, C14), 40.8 (CH, C18), 39.2 (Cquart, C8), 38.0
(CH3, €1), 37.6 (Cquart. C4), 36.9 (Cyuare. €10), 33.7 (CHa, C21), 33.0
(CHs3, €29), 32.5 (CHg, C7), 32.4 (CHy, €22), 30.6 (Cqyar, C20), 28.0
(CHs, C23), 27.6 (CHz, C15), 26.9 (CHy, C2), 25.8 (CH3, €27), 23.6
(CH3, C30), 23.5 (CHz, C16), 23.3 (CHz, C11), 21.2 (CH3, Ac), 18.1 (CHa,
C6), 17.1 (CH3, C24), 16.6 (CH3, C26), 15.3 (CH3, C25) ppm; MS (ESI,
MeOH): m/z = 497.5 (100%, [M — H] ), 543.1 (66%, [M + HCOz] ),
995.1 (64%, [2M — H] ), 1017.5 (16%, [2M — 2H + Na] ).

5.4.5. (38, 12a) 3-Acetyl-12-hydroxy-183-olean-28-oic acid 28,13-
lactone (4)

Compound 4 was obtained from a mixture of 2 and 3 or directly
from 1 using method C; yield: 54.4% (from 1); m.p.: 295—298 °C
(lit.: [50]: 261—-263 °C; 51]: 285—287 °C); Rg = 0.36 (toluene/
ethyl acetate/n-heptane/formic acid, 80:20:30:4); [¢]p = +44.4° (¢
0.34, CHCl3), IR (KBr): » = 3528 brs, 3448vs, 2948s, 1736vs, 1468m,
1384s, 1248s, 1060m, 1028 m cm '; '"H NMR (400 MHz, CDCl3):
6 =4.48(dd,J=10.1,6.2Hz, 1H,CH(3)),3.87 (dd, ] = 2.7, 2.7 Hz, 1H,
CH (12)), 2.13 (ddd, ] = 13.3, 13.3, 5.8 Hz, 1H, CH (16)), 2.03 (s, 3H,
CH3 (Ac)), 2.06—1.84 (m, 4H, CH (18) + CH> (19) + CH, (7)), 1.84 (ddd,
J=13.5,13.5,6.1 Hz, 1H, CH, (15)), 1.76—1.66 (m, TH, CH, (1)), 1.69—
1.1.52(m, 6H, CH (9) + CH,(22) + CH; (11) + CHz (2)), 1.52—1.40 (m,
3H, CHz (6) + CHyp (7)), 1.39-1.32 (m, 1H, CH}, (22)), 1.30 (s, 3H, CH3
(27)),1.29-1.22 (m, 3H, CHy, (16) + CHz (21)), 1.19-1.12 (m, 1H, CH},
(15)), 1.14 (s, 3H, CH5 (26)), 1.13—1.09 (m, 1H, CHy (1)), 0.97 (s, 3H,
CH3 (30)), 0.89 (s, 6H, CH3 (25) + CH3 (29)), 0.86 (s, 3H, CH3 (23)),
0.85 (s, 3H, CH3 (24)), 0.85—0.82 (m, TH, CH (5)) ppm; *C NMR
(100 MHz, CDCl3): & = 180.2 (C=0, C28), 171.3 (C=0, Ac), 90.8

(Cquart, C13), 81.0 (CHOH, €3), 76.3 (CHOH, C12), 55.4 (CH, C5), 51.2
(CH, C18), 44.8 (Cquart, C17), 44.6 (CH, C9), 42.4 (Cqua, C14), 42.2
(Cquarts C8), 39.5 (CHy, C19), 38.6 (CHy, C1), 38.0 (Cquart, C4), 36.5
(Cquart, €10}, 34.3 (CHy, C7), 34.1 (CHp, C21), 33.4 (CH3, C30), 31.7
(Cquart, C20), 28.9 (CHa, €22), 28.2 (CH3, C15), 28.3 (CH3, €23), 27.6
(CHg, C11), 24.0 (CHs, C27), 23.7 (CHg, C2), 21.4 (CHs, Ac), 21.4 (CHy,
16), 18.7 (CHs, C29), 18.7 (CH3, C26), 17.8 (CHy, C6), 16.6 (CH3, €24),
16.5 (CHs, C25) ppm; MS (ESI): mfz = 527.3 (100%, [M + H]"), 549.3
(10%, [M + NaJ"), 1053.2 (25% [2M + H]%). 10752 (25%
[2M + NaJ*).

5.4.6. (30, 12a) 3,12-Diacetoxy-olean-28-oic acid 28,13-lactone (5)

From compound 4 following method C, 5 was obtained as fine
colorless needles (from ethanol); yield: 76%; m.p.: 236—239 °C (lit.:
241-243 °C [50]); Rr = 0.80 (n-hexanefethyl acetate, 6:4);
[a]p = +60.6° (¢ 0.27, CHCl3); IR (KBr): » — 3448brs, 2938s, 1766s,
1746m, 1724m, 1474m, 1466m, 1458m, 1438m, 1394m, 1376m,
1246m, 1232m, 1044m, 1032m, 1012 m cm'l; "H NMR (400 MHz,
CDCl3): 6 = 5.7 (brs, 1H, CH (12)), 4.48 (dd, | — 9.8, 6.3 Hz, 1H, CH
(12)), 2.10-2.03 (m, 1H, CH (16)), 2.10 (s, 3H, CH3 (Ac)), 2.04 (s, 3H,
CH3 (Ac)), 1.96—1.86 (m, 4H, CH (18) + CH, (19) + CH, (7) + CH,
(15)), 1.66—1.48 (m, 9H, CH, (6) + CH4 (1) + CH, (16) + CH (9) + CH,
(22) + CHz (11) + CHz (2)), 1.45-1.28 (m, 6H, CHy, (6) + CHyp
(19) + CHp, (7) + CHy (21) + CH}, (16)), 1.27 (s, 3H, CH3 (27)),1.21 (dd,
J=14.5,8.1 Hz, 1H, CH, (22)), 1.16 (s, 3H, CH3 (26)), 1.19-1.15 (m, 2H,
CHy (1) + CH, (15)), 0.96 (s, 3H, CH3 (30)), 0.88 (s, 3H, CH3 (25)), 0.87
(s, 3H, CH3 (29)), 0.84 (s, 3H, CH3 (23)), 0.82 (s, 3H, CH3 (24)), 0.91—
0.88 (m, 1H, CH (5)) ppm; '>C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 179.0 (C=
0, C28), 171.1 (C=0, Ac), 169.4 (C=0, Ac), 89.4 (Cquart, C13), 80.7
(CHOH, €3),55.3 (CH, C5), 50.2 (CH, C18), 45.3 (Cguart. €17), 44.6 (CH,
€9), 42.3 (Cquart, C14), 42.2 (Cquart, C8), 39.5 (CHa, C19), 38.4 (CHa,
C1), 37.8 (Cquart. C4), 36.4 (Cquare. C10), 33.9 (CHz, C7), 34.1 (CHz,
C21), 33.3 (CH3, C29), 31.5 (Cquar, C20), 27.9 (CH,, €22), 27.8 (CHa,
C15), 274 (CHs, C23), 25.2 (CHz, C11), 23.8 (CH3, C27), 23.5 (CHz,
C2), 21.4 (CH3, Ac), 21.3 (CHs, Ac), 21.1 (CHa, 16), 18.5 (CH3, C30), 18.4
(CHs, €26), 17.6 (CHa, C6), 16.4 (CH3, C24), 16.3 (CH3, C25) ppm; MS
(ESI, MeOH): mjz = 579.3 (100%, [M + Na]™), 11353 (100%,
[2M + NaJ*).

5.4.7. (30) Methyl 3-acetoxy-urs-11-en-28-oate (6)

Compound 6 was obtained as colorless needles either by using
method A from a mixture of the methyl triterpenoates 6 and 7 or
directly using method D starting from 2; yield: 91%; m.p.: 243—
246 °C (lit.: 243245 °C [45,52]); Rp = 0.75 (hexane/ethyl acetate,
8:2); [a]p = +64.7° (c 0.30, CHCl3) [lit [45,52].: +61 °C (CHCl3)]; IR
(KBr): v = 3433br, 29425, 2868m, 1734s, 1458m, 1385m, 1371m,
1312w, 1244s, 1202m, 1187m, 1167w, 1150w, 1114w, 1073w, 1027m,
1006w cm™'; "H NMR (500 MHz, CDCls):é = 5.23 (m, 1H, CH (12)),
448 (dd, ] = 10.6, 5.5 Hz, 1H, CH (3)), 3.59 (s, 3H, CHs), 217 (d,
J = 11.3 Hz, 1H, CH (18)), 2.03 (s, 3H, Ac), 1.98 (ddd, ] = 13.5, 13.4,
4.3 Hz, 1H, CH, (16)),1.89 (dd, ] = 8.7, 3.4 Hz, 2H, CHz (11)), 1.85 (ddd,
J = 13.6,13.5, 4.3 Hz, 1H, CH, (15)), 1.69—1.55 (m, 6H, CH, (7) + CH,
(1) + CHy (16) + CHy (2)), 1.54—1.43 (m, 4H, CH (9) + CH, (6) + CH,
(21) + CH; (22)), 1.38-1.26 (m, 4H, CH (19) + CHy (6) + CHp
(22) + CHp, (21)), 1.10—1.02 (m, 2H, CHp, (15) + CHp (1)), 1.06 (s, 3H,
CHs (27)), 0.99—0.95 (m, 1H, CH (20)), 0.93 (s, 3H, CH3 (25)), 0.93 (d,
J=5.0Hz, 3H, CH; (30)), 0.87—0.83 (m, 1H, CH (5)), 0.86 (s, 3H, CH3
(23)),0.85 (d,] = 5.4 Hz, 3H, CH3 (29)), 0.84 (s, 3H, CH3 (26)), 0.73 (s,
3H, CHs (24)) ppm; "*C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 178.0 (C=0,
(28),170.9 (C=0, Ac), 138.1 (C=CH, C13), 125.4 (CH=C, C12), 80.9
(CHOH, C3), 55.3 (CH, C5), 52.8 (CH, C18), 514 (CH3, C31), 48.0
(Cquary €17), 47.5 (CH, €9), 41,9 (Cguart, €14), 39.5 (Cquart. €8), 39.0
(CH, C19), 38.8 (CH, C20), 38.3 (CHz, C1), 37.6 (Cquarr, C4), 36.8 (CHa,
C21), 36.6 (Cquan. C10), 32.9 (CH,, C7), 30.6 (CHy, C22), 28.0 (CH3,
€23), 28.0 (CHa, €15), 24.2 (CHa, C16), 23.5 (CH3, €27), 23.5 (CHa,
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C2), 23.3 (CHy, C11), 21.3 (CH3, Ac), 21.1 (CH3, C29), 18.2 (CHy, C6),
17.0 (CH3, C30), 17.0 (CH3, C24), 16.8 (CHs3, €26), 15.5 (CH3, C25)
ppm; MS (ESI, MeOH): mfz = 513.2 (40%, [M + H]"), 535.5 (100%,
[M + Na]*).

5.4.8. (3f8) Methyl 3-acetoxy-olean-11-en-28-oate (7)

Compound 7 was obtained from 3 as a colorless solid using
method D; yield: 85%; m.p.: 220-221 °C (lit.: 219-220 °C [53]);
[alp = +66° (c 0.32, CHCls) [lit.: +69° (CHCly [53])]; Rf = 0.70
(toluene/ethyl acetate/n-heptane/formic acid, 80:20:30:4); IR
(KBr): » = 3428br, 2938s, 2861m, 1731s, 1451m, 1364m, 1266m,
1240s, 1162m, 1123w, 1038m, 1022 m cm™'; 'H NMR (400 MHz,
CDCls): 6 = 5.28 (dd, | = 3.5, 3.5 Hz, 1H, CH (12)), 4.49 (dd, ] = 8.9,
7.1 Hz, 1H, CH (3)), 3.62 (s, 3H, CH3 (31)), 2.86 (dd, J = 13.9, 4.1 Hz,
1H, CH (18)), 2.04 (s, 3H, CH3 (Ac)), 1.97 (ddd, ] = 14.3,5.6, 3.8 Hz, TH,
CH, (16)), 1.92—1.82 (m, 2H, CH, (2) + CH, (11)), .70 (dd, | = 13.8,
4.5 Hz, 1H, CH, (19)), 1.67—1.57 (m, 6H, CH, (1) + CHy (11) + CHp
(2) + CHp (16) + CH, (15) + CHy (7)), 1.57—1.47 (m, 2H, CH,
(22) + CH, (6)), 1.51 (dd, j = 10.9, 3.8 Hz, 1H, CH (9)), 1.47—1.40 (m,
2H, CHy, (7) + CHy (6)), 1.34 (ddd, ] = 14.7,10.5, 5.9 Hz, 1H, CH, (21)),
1.28—-1.14 (m, 3H, CHp, (21) + CH,, (19) + CH}, (22)), 112 (s, 3H, CH;
(27)), 1.10—0.94 (m, 2H, CHy, (15) + CHy, (1)), 0.93 (s, 3H, CH3 (30)),
0.92 (s, 3H, CHz (25)), 0.90 (s, 3H, CH3 (29)), 0.86 (s, 3H, CHz (23)),
0.85 (s, 3H, CH3 (24)), 0.79 (dd, ] = 12.9, 7.2 Hz, 1H, CH (5)), 0.72 (s,
3H, CH3 (26)) ppm; >C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 178.3 (C=0,
€28), 170.9 (C=0, Ac), 143.8 (C=CH, C13),122.2 (CH=C, C12), 80.9
(CHOAC, C3), 55.3 (CH, C5), 51.5 (CHs, C31), 47.6 (CH, C9), 46.7
(Cquart, C17), 45.8 (CH3, C19), 41.6 (Cquart, C4), 41.3 (CH, C18), 41.2
(Cquart, C8), 38.1 (CHa, C1), 37.7 (Cquare, C14), 36.9 (Cquart, C10), 33.4
(CHa, €21), 33.1 (CH3, C29), 32.6 (CHy, C7), 324 (CH,, C22), 30.7
(Cquart, €20), 28.0 (CHs, €23), 27.6 (CHy, C15), 25.9 (CH3, €27), 23.6
(CH3, C30), 23.5 (CH3, C2), 23.4 (CH3, C16),23.1 (CHz, C11), 21.2 (CH3,
Ac), 18.2 (CHy, C6), 16.8 (CH3, C26), 16.7 (CH3, C24), 15.3 (CH3, C25)
ppm; MS (ESI, MeOH): m/z = 535.5 (22%, [M + Na] "), 1047.3 (100%,
[2M + Na]*).

5.4.9. (3f) Methyl 3-acetoxy-12-oxo-olean-28-oate (8)

Compound 7 was treated according to method A to yield 8; yield
75%:; Rp = 0.5 (n-hexanefethyl acetate, 8:2); m.p.: 189—191 °C (lit.:
194 °C [54]; [a]p = —13.3° (¢ 0.54, CHCl3. lit.: —12° (¢ 1.4, CHCl3
[54]); IR (KBr): v = 3426br, 2948s, 2866m, 1728vs, 1700s, 1466m,
1388m, 1368m, 1244vs, 1192m, 1162m, 1082w, 1030m, 1004 mcm " 1;
UV—Vis (CHCl3): Amax (log ¢) = 278 nm (4.31); '"H NMR (500 MHz,
CDCla): 6 = 4.47 (dd, ] = 11.5, 49 Hz, 1H, CH (3)), 3.67 (5, 3H, CH3
(31)), 2.81-2.76 (ddd, ] = 13.4, 4.3, 3.5, 1H, CH (18)), 2.61 (d,
J=4.3Hz, 1H, CH (13)), 2.23 (dd, ] = 16.8, 5.1 Hz, 1H, CH, (11)), 2.14
(dd, ] = 16.8, 3.5 Hz, TH, CHy, (11)), 2.04 (s, 3H, CH; (Ac)), 1.93 (ddd,
J=13.5,3.6,2.5Hz, 1H, CH, (19)), 1.89 (ddd, ] = 14.8,14.8,4.2 Hz, 1H,
CH, (16)),1.79 (ddd, ] = 13.7,13.7, 4.6 Hz, 1H, CH, (7)), 1.68—1.58 (m,
6H, CH (18) + CH, (15) + CH2 (2) + CHa (6) + CHp, (16)), 1.55 (ddd,
J=129,75, 3.8 Hz, 1H, CH, (1)), 1.49-1.43 (m, 3H, CH;, (6) + CH;
(7) + CH, (22)),1.36—1.28 (m, 2H, CHp, (22) + CH, (21)),1.27—1.17 (m,
2H, CHp (21) + CHp (19)),1.06 (ddd, ] = 13.3, 4.1, 1.8 Hz, TH, CHy, (15)),
1.04-0.98 (m, 1H, CHy, (1)), 0.97 (s, 3H, CH3 (30)), 0.96 (s, 3H, CH3
(26)), 0.93 (s, 3H, CH3 (27)), 0.90 (s, 3H, CH3 (29)), 0.87 (s, 3H, CH3
(25)), 0.86 (s, 3H, CH5 (23)), 0.85 (s, 3H, CH3 (24)), 0.84—0.80 (m, 1H,
CH (5)) ppm; *C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 211.7 (C=0, C12),
178.5 (C=0, C28), 171.0 (C=0, Ac), 80.6 (CHOAc, C3), 55.3 (CH, C5),
52.0 (CHs, C13), 51.9 (CH, C31), 49.8 (CH, €9), 47.5 (Cquar, C17), 42.0
(Cquart, C14), 41.4 (Cquar, C8), 38.6 (CHz, C11), 37.9 (CHy, C1), 378
(Cquarts €10), 37.0 (Cquart, C4), 36.4 (CHz, C19), 34.6 (CHy, 21), 335
(CH3, €29), 33.1 (CHg, C22), 32.1 (CH, C18), 31.9 (CHa, C7), 30.8
(Cquart, €20), 28.1 (CH3, C23), 27.7 (CHy, C15), 23.6 (CHy, C2), 233
(CH3,C30), 22.9 (CHy, C16), 21.4 (CHs, Ac), 20.7 (CH3, €27),18.3 (CHa,
C6), 16.6 (CH3, C24), 16.3 (CH3, C26), 15.4 (CHs, C25) ppm; MS (ESI,

MeOH): mjz = 529.1 (20%, [M + H]"), 5513 (100%, [M + Na]*).
5832 (17%, [M + Na + MeOH]*).

5.4.10. (38) Methyl 3-acetoxy-12-hydroxy-11-oxo-olean-4-12,13-
en-28-oate (9)

By using method E compound 9 was obtained from 8; yield 83%;
Re = 0.5 (n-hexanefethyl acetate, 8:2); m.p.: 199-201 °C;
[a]p = +112.7° (¢ 0.34, CHCl3); IR (KBr): » = 3454br, 2948s, 2868m,
1730vs, 1664m, 1636s, 1466m, 1390m, 13665, 1306m, 1244vs, 1202m,
1164m, 1140w, 1120w, 1034m cm™'; UV—Vis (CHCl3): Amax (log
£) = 280.0 nm (4.51); 'H NMR (500 MHz, CDCl3): = 6.21 (s, 1H,
OH), 450 (dd, ] = 11.6, 4.9 Hz, 1H, CH (3)), 3.71-3.64 (ddd, ] = 9.2,
9.2, 1.6, 1H, CH (18)), 3.63 (s, 3H, CH3 (31)), 2.80 (ddd, ] = 13.6, 13.6,
3.6 Hz, 1H, CH, (1)), 2.46 (s, 1H, CH (9)), 2.04 (ddd, ] = 13.8, 13.8,
3.0 Hz, TH, CH, (16)), 2.05 (s, 3H, CH3 (Ac)), 1.76 (ddd, J = 13.9,13.9,
4.4 Hz, 1H, CH, (7)), 1.73—1.67 (m, 2H, CHz (2)), 1.67—1.60 (m, 2H,
CHy (7) + CHp, (16)), 1.60—1.55 (m, 3H, CH, (21) + CH, (15) + CH,
(6)), 1.43—1.36 (m, 5H, CH; (19) + CH, (22) + CHy, (21) + CHy, (6)),
136 (s, 3H, CH3 (27)), 1.29—-1.23 (m, 1H, CHy, (22)), 1.20 (ddd, | = 14.0,
14.0, 3.4 Hz, 1H, CHy, (15)), 113 (s, 3H, CH3 (25)), 1.10 (ddd, | = 13.3,
13.3, 4.1 Hz, CH,, (1)), 1.00 (s, 3H, CHs (30)), 0.93 (s, 3H, CH3 (29)),
0.92 (s, 3H, CH3 (26)), 0.87 (s, 6H, CH3 (23) + CH3 (24)), 0.85-0.77
(m, TH, CH (5)) ppm; '*C NMR (125 MHz, CDCl3): § = 195.5 (C=0,
C11),178.0 (C=0, C28),171.1 (C=0, Ac), 142.3 (COH=C, C12), 136.9
(C=CHOH, C13), 80.6 (CHOH, €3), 60.5 (CH, C9), 55.2 (CH, C5), 52.0
(CHs, C31), 46.2 (Cquare, €1), 45.6 (Cquare, C17), 41.7 (Cquarr, C8), 40.4
(CH3, C19), 38.8 (CHz, C1), 38.2 (Cqum, C4), 37.5 (Cqum, C10), 34.2
(CHa, €22), 334 (CH, C18), 33.2 (CH,, C21), 33.0 (CH3, C29), 32.0
(CHz, C7), 30.7 (Cquart, C20), 28.2 (CHs, €23), 28.0 (CH,, C15), 23.7
(CHs, C27), 23.4 (CH3, C30), 23.3 (CHy, C2), 21.4 (CH3, Ac), 19.0 (CH3,
C26), 17.4 (CH,, C6), 16.8 (CH3, C24), 16.5 (CHs, C25) ppm; MS (ESI,
MeOH): m/z = 543.2 (38%, [M + H]"), 565.4.5 (50%, [M + Na|™),
1107.3 (100%, [2M + Na]*).

5.4.11. (38) Methy!l 3-acetoxy-11-oxo-olean-12-en-28-oate (10)

N-Hydroxysuccinimide (1.2 g, 10.4 mmol) and potassium di-
chromate (1.1 g, 3.6 mmol) were added to a solution of 7 (0.5 g,
0.94 mmol) in acetone (50 mL) containing glacial acetic acid (5 mL);
the mixture was stirred at 40° for 48 h. The reaction was quenched
with potassium disulfite solution and after usual work up 10 was
obtained as a colorless solid: yield: 65%; m.p.: 216—220 °C (lit.:
[55]: 245247 °C); [a]p = +82° (¢ 0.14, CHCl3); Rr = 0.62 (hexane/
ethyl acetate, 7:3); UV—Vis (MeOH): Anax (log £) = 269 nm (4.03); IR
(KBr): » = 3339br, 2949s, 2866s, 1724s, 16615, 1466m, 1387m, 1365w,
1330w, 1304w, 1261m, 1227w, 1209m, 1189m, 1162m, 1125w, 1089w,
1039m, 1013w cm™'; "H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 5.61 (s, 1H, CH
(12)), 3.61 (s, 3H, CH3 (31)), 3.20 (dd, ] = 10.8, 5.5 Hz, 1H, CH (3)),
2.98 (dd, ] = 13.8, 3.7 Hz, 1H, CH (18)), 2.85-2.75 (m, 1H, CH, (1)),
2.30 (s, 1H, CH (9)), 2.02 (ddd, | = 13.8, 13.8, 4.0 Hz, 1H, CH, (16)),
1.75-1.52 (m, 9H, CH, (19) + CHyp, (16) + CH2 (7) + CH, (15) + CH,
(22) + CHz (2) + CH, (6)), 1.42-1.13 (m, 6H, CH, (19) + CHy,
(22) + CHz (21) + CHy, (15) + CHy, (6)), 1.34 (s, 3H, CH3 (27)), 1.08 (s,
3H, CH3 (25)), 1.00—0.95 (m, TH, CHy (1)), 0.97 (s, 3H, CH3 (23)), 0.92
(s, 3H, CHs (30)), 0.91 (s, 3H, CH3 (29)), 0.89 (s, 3H, CH3 (26)), 0.78 (5,
3H, CH; (24)), 0.66 (brd, | = 11.3 Hz, 1H, CH (5)) ppm; '*C NMR
(125 MHz, CDCl3): § — 200.3 (C=0, C11), 177.4 (C=0, C28), 168.6
(C=CH, C13), 127.9 (CH=C, C12), 78.7 (CHOH, C3), 61.7 (CH, C9),
55.0(CH, C5), 51.8 (CH3,C31), 46.2 (Cquart, C17), 45.0 ( Cquart, C8), 44.2
(CHg, €19), 43.4 (Cquar C14), 415 (CH, C18), 39.1 (CHy, C1), 38.8
(Cquart, €4), 37.2 (Cquart. C10), 33.7 (CHa, C21), 32.9 (CHy, C7), 32.8
(CH3, €29), 31.6 (CHz, €22), 30.6 (Cquare, C20), 28.1 (CH3, €23), 27.7
(CHz, C15), 27.3 (CHg, C2), 23.5 (CHs, C27), 23.4 (CH3, C30), 22.9
(CHz, C16), 18.9 (CH3, C26), 17.4 (CHz, C6), 16,1 (CH3, €C25),15.5 (CH3,
C24) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z = 485.6 (100%, [M + H]7), 507.5
(35%, [M + NaJ*).
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54.12. (2w,38) Methyl 2,3-dihydroxy-olean-12-en-28-oate (11)

Compound 11 |[56] was obtained from MA (100 mg,
0.21 mmol) using method D as fine colorless needles: yield: 88%;
m.p. 229-231 °C (214216 °C [56]); RF = 0.4 (n-hexanefethyl
acetate, 6:4); [e]p = +60.9° (¢ 0.65, CHCl3); IR (KBr) v = 3571br,
3300s, 2947s, 1739s, 1461s, 1386m, 1363m, 1262m, 1229m, 1190s,
1162s, 1124m, 1052s, 1037s, 984m, 958s, 921s cm '; 'H NMR
(500 MHz, CDCl3): 6 = 5.28 (dd, | = 3.4, 3.4 Hz, 1H, CH (12)), 3.72—
3.65 (m, 1H, CH (2)), 3.61 (s, 3H, CH3 (31)), 3.00 (d, ] = 9.4 Hz, 1H,
CH (3)), 2.85 (dd, | = 13.8, 4.1 Hz, 1H, CH (18)), 2.21 (br, 2H, OH),
1.97 (dd, ] = 104, 3.9 Hz, 1H, CH, (1)), 1.96-1.83 (m, 3H, CH,
(16) + CHo (11)), 1.68 (ddd, | = 13.9, 13.9, 4.4 Hz, 1H, CH, (7)),
1.64—1.56 (m, 4H, CH (9) + CH, (19) + CH, (15) + CH}, (16)), 1.55—
1.52 (m, 1H, CH, (6)), 1.50 (ddd, | = 14.0, 3.4, 3.4 Hz, CH, (22)), 1.43
(m, TH, CHy, (7)), 1.38 (ddd, | = 12.4, 12.4, 2.5 Hz, CH}, (6)), 1.29
(ddd, | = 13.8, 9.6, 2.7 Hz, 1H, CH, (21)), 1.29-1.27 (m, 1H, CHy
(22)), 1.16 (ddd, | = 14.0, 4.2, 42 Hz, 1H, CHy, (21)), 1.15—1.11 (m,
1H, CHp, (19)), 1.12 (s, 3H, CH3 (€27)), 1.06—1.02 (m, 1H, CHp, (15)),
1.02 (s, 3H, CH3 (C23)), 0.97 (s, 3H, CHs (C25)), 0.92 (s, 3H, CH3
(C30)), 0.92—0.87 (m, 1H, CHy, (1)), 0.89 (s, 3H, CH3 (C29)), 0.84—
0.82 (m, 1H, CH (5)), 0.82 (s, 3H, CHs [C24)), 0.71 (s, 3H, CH5 (C26))
ppm; *C NMR (125 Hz, CDCl3): 6 = 178.2 (C=0, C28), 143.8 (C=
CH, C13), 122.1 (CH=C, C12), 84.0 (CHOH, C3), 68.9 (CHOH, C2),
55.3 (CH, C5), 51.5 (CH3, C31), 47.6 (CH, C9), 46.7 (Cquar, C17), 46.3
(CHa, C1), 45.8 (CHa, C19), 41.6 (Cquar, C14), 41.2 (CH, C18), 39.3
(Cquart, C8), 39.1 (Cquarr, C4), 38.3 (Cquarn C10), 33.8 (CH3, C21), 33.1
(CH3, €29), 32.5 (CHa, C22), 32.3 (CHy, C7), 30.7 quum, C20), 28.6
(CH3, €23), 27.6 (CHy, C15), 25.9 (CH3, €27), 23.6 (CH3, C30), 23.4
(CH3, C16), 23.0 (CHa, C11), 18.3 (CHa, C6), 16.9 (CHs, C26), 16.7
(CH3, €24), 16.6 (CH3, €25) ppm; MS (ESI, MeOH, source CID): m/
z = 4874 (48.8%, [M + HJ"), 504.5 (53.4%, [M + NH4]"), 509.5
(100%, [M + Nal®), 541.2 (22.0%, [M + Na + MeOH]"), 7415
(14.6%, [3M + Na + HJ*"), 749.6 (73.2%, [3M + K + HJ*"), 992.8
(48.8%, [AM + K + HI*").

5.4.13. (20,38) Methyl 2,3-diacetyl-olean-12-en-28-oate (12)

Obtained from 11 using method C as a colorless solid; yield:
92%; m.p.: 173-175 °C (lit.: 165—-168 °C [57], 176—178 °C [58];
RrF = 0.48 (n-hexane/ethylacetate, 8:2); |a]p = +25.1° (¢ 0.37,
CHCl3); IR (KBr): v = 3430br, 29725, 2949s, 2882m, 2866m, 1745vs,
1722s, 1460m, 1433m, 1393m, 1369m, 1250vs, 1190m, 1165m,
1042m, 1034m cm'; 'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 5.28 (dd,
J =3.6,3.6 Hz, TH, CH (12)), 5.11 (ddd, J = 11.7, 10.4, 4.8 Hz, 1H, CH
(2)),4.73 (d,] = 10.4 Hz, 1H, CH (3)), 3.60 (s, 3H, CH3 (31)), 2.85 (dd,
J=13.8,44Hz, 1H, CH (18)),2.04 + 1.97 (s, 6H, CH3 (Ac)), 2.08—1.93
(m, 3H, CH, (1) + CH, (16) + CH, (11)), 1.93—1.88 (m, 1H, CHp, (11)),
1.73—1.68 (m, 1H, CH, (7)), 1.66—1.58 (m, 4H, CH, (15) + CH,
(19) + CHy (16) + CH (9)), 1.55-1.48 (m, 2H, CH, (6) + CHy (7)),
1.48—-1.38 (m, 2H, CH, (22) + CHy (6)), 1.35-1.28 (m, 2H, CH,
(22) + CHa(21)),1.20—1.12 (m, 2H, CHy (21) + CHy, (19)), 1.11 (s, 3H,
CHs (27)), 1.10 (m, 2H, CHy, (1) + CHy, (15)), 1.06 (s, 3H, CH3 (23)),
1.00—0.92 (m, 1H, CH (5)), 0.94 (s, 3H, CH3 (25)), 0.90 (s, 3H, CH3
(30)), 0.89 (s, 3H, CH3 (29)), 0.89 (5, 3H, CH3 (24)), 0.74 (5, 3H, CH3
(26)); '*C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 178.3 (C=0, (28), 170.7 (C=
0, Ac), 170.3 (C=0, Ac), 143.8 (C=CH, C13), 122.2 (CH=C, C12),
80.6 (CHOAC, C3), 70.0 (CHOAc, C2), 54.9 (CH, C5), 47.6 (CH, C9),
46.7 (Cquar, C17), 45.9 (CHz, C19), 43.8 (CHz, C1), 41.6 (Cquar, C14),
41.2 (CH, C18), 39.5 (Cquart, C4), 39.3 (Cquart, €8), 38.3 (Cquart, C10),
33.8 (CHz, C21), 33.0 (CHs, C29), 32.4 (CHy, C22), 32.3 (CHy, C7),
30.6 (Cquart, C20), 28.5 (CH3, C23), 27.6 (CHz, C15), 25.8 (CH3, C27),
23.8 (CH3, C30), 23.4 (CHy, C11}), 23.1 (CHy, C16), 21.0 (CH3, Ac), 20.9
(CH3, Ac), 18.3 (CHz, C6), 17.7 (CH3, C26), 16.9 (CH3, C24), 16.5 (CH3,
C25) ppm; MS (MeOH): m/z = 571.1 (41%, [M + H]"), 588.2 (71%,
[M + NH4] ™), 593.5 (16%, [M + Na*, 1163.4 (100%, [2M + Na]™).
C35H540¢6

5.4.14. Methyl (20,36)2,3—di-0-acetyl-12-oxo0-olean-28-oate (13)

Compound 13 obtained as colorless solid from 12 using method
B; yield: 84%; m.p.: 144—147 °C; Rr = 0.21 (n-hexane/ethyl acetate,
8:2); [alp = —46.7° (¢ 0.40, CHCl3); IR (KBr): » = 3588w, 3442s,
3430s, 2949m, 2867w, 1742vs, 17275, 1700m, 1472m, 1458m, 1440w,
1395w, 1387m, 1369m, 1250vs, 1192m, 1160m, 1154m, 1119w, 1086w,
1042m cm™'; 'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.06 (ddd, | = 114,
10.4,4.7 Hz, 1H, CH (2)), 4.74 (d, ] = 10.4 Hz, 1H, CH (3)), 3.65 (s, 3H,
CHs (31)), 2.80 (ddd, J = 13.6, 4.0, 4.0 Hz, 1H, CH (18)), 2.60 (d,
J=4.0Hz,1H, CH (13)), 2.18 (m, 1H, CH, (11)), 2.16 (m, 1H, CHy, (11)),
2.05 + 1.98 (s, 6H, 2x CH3 (Ac)), 2.00-1.88 (m, 3H, CH, (19) + CH,
(1) + CH;(16)), 1.85—1.78 (m, 1H, CH, (7)), 1.79—1.71 (m, 1H, CH (9)),
1.70—-1.60 (m, 3H, CH, (15) + CHy, (16) + CH, (6)), 1.52—1.42 (m, 3H,
CHy, (6) + CHp (7) + CH, (22)), 1.39-1.28 (m, 2H, CHy (22) + CH,
(21)), 1.24-1.18 (m, 1H, CH}, (19) + CH}, (21)), 1.12—1.08 (m, 1H, CH},
(15)), 1.06—0.88 (m, 1H, CHy, (1)), 1.02 (s, 3H, CH3 (27)), 0.98 (s, 3H,
CHs(25)),0.97 (s, 3H, CH5 (30)), 0.96 (m, 1H, CH (5)), 0.94 (s, 3H, CH3
(23)), 0.90 (s, 3H, CH; (24)), 0.89 (s, 3H, CH5 (29)), 0.89 (s, 3H, CH3
(26)); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 210.6 (C=0, C12),178.0 (C=
0, C28), 170.4 (C=0, Ac), 170.5 (C=0, Ac), 80.1 (CHOAc, C3), 69.5
[CHOAC, C2), 54.8 (CH, €5), 51.6 (CH, C13), 49.6 (CH, C9), 47.4 (Cquart,
C17), 43.3 (CHa, C1), 41.7 (Cquart, €14), 41.2 (Cquart, €8), 39.0 (Cquart,
C4), 38.5 (CHa, C11), 38.1 (Cquar, C10), 36.4 (CHz, C19), 34.5 (CHz,
C21), 33.5 (CH3, C29), 32.8 (CHy, C7), 32.0 (CH, C18), 31.6 (CHy, C22),
30.8 (Cquare: C20), 28.2 (CH3, €23), 27.7 (CHa, C15), 23.0 (CH3, C30),
22.9 (CHy, C16), 21.0 (CH3, Ac), 21.1 (CH3, Ac), 20.4 (CH3, C27), 18.3
(CHz, C6),17.5 (CHs, C26), 16.5 (CH3, C24), 16.0 (CH3, C25) ppm; MS
(ES1, MeOH): mfz = 587.3 (37%, [M + H] "), 604.4 (26%, [M + NH4] ™),
609.5 (100%, [M + Na]™), 1190.2 (29%, [2M + NH4]"), 1195.1 (85%,
[2M + Na]*). C35H5407

5.4.15. (38) Methyl 3-hydroxy-urs-11-en-28 oate (14)

Compound 14 was obtained from UA as fine colorless needles
using method D; yield: 95%; m.p.: 165—167 °C (lit [59].: 166—
168 °C); Rg = 0.47 (n-hexane/ethyl acetate, 8:2); [a]p = +68° (c
0.53; CHCl3) [lit.: 49.8° (¢ 1.0; CHCl3) [52]; UV—Vis (MeOH): Amax
(log £) = 224 nm (3.62); IR (KBr): » = 3374br, 2927s, 2871m, 1728s,
1457m, 1386m, 1378m, 1308w, 1270w, 1232m, 1200m, 1187m,
1168w, 1142m, 1113w, 1093w, 1031m cm~'; 'H NMR (500 MHz,
CDCl3): 6 = 5.22 (m, 1H, CH (12)), 3.59 (s, 3H, CH3 (31)), 3.20 (dd,
J = 110,49 Hz, 1H, CH (3)), 2.21 (d, ] = 11.3 Hz, 1H, CH (18)), 1.98
(ddd, ] = 13.4,13.4, 4.6 Hz, 1H, CH, (2)), 1.90 (dd, | = 8.9, 3.7 Hz, 2H,
CH; (11)), 1.85 (ddd, | = 13.8, 13.8, 4.8 Hz, 1H, CH, (15)), 1.69—1.56
(m, 5H, CHz (7) + CHa (1) + CH, (16) + CHy (2)),1.55—1.44 (m, 5H, CH
(9) + CH, (6) + CH, (21) + CH, (22) + CHy (16)), 1.36—1.24 (m, 4H,
CH (19) + CHy (6) + CHp (22) + CHp, (21)), 1.08—1.03 (m, 1H, CHp
(15)), 1.06 (s, 3H, CHs (27)), 1.01-0.95 (m, 2H, CH (20) + CHj (1)),
0.97 (s, 3H, CH3 (23)), 0.93 (d, ] = 6.0 Hz, 3H, CH3 (30)), 0.91 (s, 3H,
CH3 (25)), 0.85 (d, ] = 6.4 Hz, 3H, CH3 (29)), 0.77 (s, 3H, CHs (24)),
0.73 (s, 3H, CH3 (26)), 0.71 (brd, ] = 10.4 Hz, 1H, CH (5)) ppm; "*C
NMR (125 MHz, CDCl3): é = 177.9 (C=0, €28), 138.1 (C=CH, C13),
125.5 (HC=C, C12), 79.0 (CHOH, C3), 55.2 (CH, C5), 52.9 (CH, C18),
51.4 (CH3, €31), 48.0 (Cquare, C17), 47.5 (CH, €9), 41.9 (Cquare, C14),
39.5 (Cquarr, C8), 39.0 (CH, C19), 38.8 (CH, C20), 38.7 (Cquare, C4), 38.6
(CHz, C1), 369 (Cquan, C10), 36.7 (CHa, C22), 32.9 (CH3, C7), 30.6
(CH,, C21), 28.1 (CHs, C23), 28.0 (CHa, C15), 27.2 (CHy, C16), 24.2
(CH2,€2),23.6 (CH3, C27), 23.3 (CHy, C11), 21.1 (CH3, C30), 18.3 (CHa,
C6), 17.0 (CH3, C29), 16.9 (CH3, C26), 15.6 (CH3, C24), 15.4 (CH3, C25)
ppm: MS (ESI, MeOH): mjz = 471.2 (80%, [M + H]"), 493.4 (100%,
[M + Na]*).

5.4.16. (368) Methyl 3-hydroxy-olean-11-en-28 oate (15)

OA (1 equiv.) was treated with iodomethane following method
D. Compound 16 was obtained as fine colorless needles; yield:
88.3%; m.p.: 198—200 °C (lit [60].: 198—200 °C); Ry = 0.50 (n-



MANUSKRIPT 2

96 B. Siewert et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 72 (2014) 84—101

hexanefethyl acetat, 8:2); [¢]p = +70° (c 043; CHCl3) [lit
[61].: +70° (¢ 1.0; CHCI3)]; IR (KBr): » = 3334br, 2947s, 2865m,
1725s, 1662w, 1464m, 1386m, 1363m, 1304w, 1263m, 1241m, 1202m,
1190m, 1162m, 1125m, 1094w, 1065w, 1032m cm™'; UV-Vis
(MeOH): Amay (log ) = 223 nm (3.66); 'H NMR (500 MHz, CDCl):
& = 5.26 (brs, 1H, CH (12)), 3.60 (s, 3H, CH3 (31)), 3.19 (dd, | = 11.0,
4.4 Hz, 1H, CH (3)), 2.84 (dd, | = 13.9, 4.2 Hz, TH, CH (18)), 1.95 (ddd,
] =14.5,14.4, 41 Hz, 1H, CH, (16)), 1.88—1.82 (m, 2H, CH2 (11)), 1.67
(ddd, j = 13.9, 13.9, 4.4 Hz, 1H, CH, (7)), 1.63-1.47 (m, 9H, CH
(9) + CH, (1) + CH, (19) + CH; (6) + CHy (15) + CHp (7) + CHy
(16) + CH2 (2)), 1.43—1.22 (m, 4H, CH, (21) + CHz (22) + CHy, (6)),
1.19—1.12 (m, 2H, CHy (19) + CHy (21)), 1.10 (s, 3H, CH3 (27)), 1.08—
0.98 (m, 1H, CHy, (15)), 0.97-0.92 (m, 1H, CH,, (1)), 0.96 (s, 3H, CH3
(23)), 0.90 (s, 3H, CH3 (30)), 0.88 (s, 3H, CH3 (29)), 0.87 (s, 3H, CH3
(25)), 0.76 (s, 3H, CH3 (24)), 0.73—0.68 (m, 1H, CH (5)), 0.70 (s, 3H,
CHs (26)) ppm; 3C NMR (125 MHz, CDCls): & = 178.2 (C=0, C28),
143.7 (C=CH, C13), 122.3 (CH=C, C12), 79.0 (C3, CHOH), 55.2 (CH,
C5), 51.5 (CH3, C31), 47.6 (CH, €9), 46.7 (Cquart, C17), 45.8 (CHy, C19),
41.6 (Cquart, C14), 41.3 (CH, C18), 39.2 (Cquare, C8), 38.7 (Cquare, C4),
38.4 (CHz, C1), 37.0 (Cquar, €10}, 33.8 (CHz, C21), 33.1 (CHs, C29),
32.6 (CHg, C7), 32.3 (CHy, €22), 30.6 (Cyuart, €20), 28.1 (CH3, €23),
27.7 (CHz, C15), 27.1 (CHy, C2), 25.9 (CH3, C27), 23.6 (CH3, C30), 23.4
(CHa, C11), 23.0 (CH3, C16), 18.3 (CH3, C6), 16.8 (CH3, C26), 15.5 (CH3,
C24), 15.3 (CH3, C25) ppm; MS (ESI, MeOH): mjz = 493.5 (100%,
[M + NaJ").

5.4.17. (33) Methyl 3-hydroxy-12-oxo-olean-28-oate (16)

Compound 16 was obtained using method A; yield: 42%;
Rr = 0.20 (hexanefethyl acetate, 8:2); m.p.: 194—196 °C (lit [62].:
132-133 °C); [¢]p = —26.0° (c0.35; CHCl3); IR (KBr): # = 3492vs,
3446vs, 3432s, 2994w, 2970m, 2946m, 2926m, 2860w, 1718m,
1688s, 1654w, 1636w, 1628w, 1470w, 1458w, 1438w, 1240m, 1192w,
1178w, 1162w, 1048w, 1038w, 994w cm™'; 'H NMR (500 MHz,
CDCls): 6 = 3.67 (s, 3H, CH3 (31)), 3.19 (dd, ] = 11.4, 44 Hz, 1H, CH
(3)), 2.81—2.74 (m, 1H,CH (18)), 2.61 (d.] = 3.9 Hz, 1H, CH(13)), 2.23
(dd, ] = 16.7, 4.8 Hz, 1H, CH, (11)), 212 (dd, ] = 16.1,13.8 Hz, 1H, CHp,
(11)),1.94 (m, 1H, CH; (19)), 1.87 (ddd, ] = 14.6, 14.6 Hz, 4.1 Hz, 1H,
CH; (16)), .79 (ddd, ] = 13.7,13.7, 4.3 Hz, 1H, CH; (7)), 1.69—1.56 (m,
4H, CH (9) + CH2 (16) + CH,4 (2)),1.54 (m, 1H, CH4 (1)), 1.50-1.39 (m,
2H, CH, (22) + CH, (21)), 1.35—1.24 (m, 2H, CHy, (22) + CH;, (21)),
1.20 (dd, ] = 13.3,13.3 Hz, 1H, CHy (19)), 1.07 (d, 1H, CH} (2)), 0.98 (s,
3H, CHs (30)), 0.98—0.95 (m, 1H, CHy, (16)), 0.96 (s, 3H, CH3 (27)),
0.95 (s, 3H, CH3 (23)), 0.93 (s, 3H, CH3 (28)), 0.89 (s, 3H, CH3 (29)),
0.84 (s, 3H, CH3 (26)), 0,77 (s, 3H, CH3 (25)), 0.74—0.67 (m, 1H, CH
(5)) ppm; *C NMR (125 MHz, CDCls): § = 211.7 (C=0, C12), 178.2
(C=0, €28), 78.6 (CHOH, C3), 55.1 (CH, C5), 51.8 (CH, C13), 51.9
(CH3, €31), 49.7 (CH, €9), 47.3 (Cquart, C17), 41.9 (Cquare, C14), 41.2
(Cquart. €8), 38.8 (CHz, C11), 38.5 (CHa, C1), 37.9 (Cyuart. C10), 36.9
(Cquart, €4), 36.2 (CHy, C19), 34.4 (CHy, C1), 33.4 (CHs3, C29), 32.9
(CHa, €7 + C22), 32.0 (CHy, C21), 31.8 (CH, C18), 30.6 (Cquart, C20),
27.9 (CH3, €29), 27.5 (CHy, C2), 27.04 (CH3, C23), 23.1 (CH3, C27),
22.8 (CHy, C16), 20.5 (CH3, C30), 18.3 (CHy, C6), 16.0 (CH3, C24), 15.3
(CH3, C26), 15.2 (CH3, C25) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z — 4875
(54.8%, [M + HJ"), 509.6 (79.6%, [M + Na]), 9953 (100%,
[2M + Na]™).

54.18. (2w, 308) Methyl 3,12-dihydroxy-11-oxo-olean-12-en-28-
oate (17)

Compound 17 was obtained using method E starting from
compound 16 as colorless crystals; yield: 96%; m.p.: 206—210 °C;
R = 0.43 (n-hexane/ethyl acetate, 7:3); [«|p = +70° (c 0.43; CHCl3);
IR (KBr):» = 3530s, 3472m, 3008m, 2986s, 2948s, 2928s, 2864s,
1726vs, 1652m, 1614s, 1470m, 1454m, 1390s, 1366s, 1306m, 1276m,
12625, 1242m, 1204m, 11925, 1162m, 1046s, 758s, 736 s cm™'; UV—
Vis (CHCl3): Amax (log ) = 281.2 nm (4.48); '"H NMR (500 MHz,

CDCls): 6 = 6.22 (s, 1H, OH), 3.66 (ddd, | = 9.0, 9.0, 1.8 Hz, 1H, CH
(18)), 3.62 (s, 3H, CH3 (31)), 3.22 (dd, J = 10.4, 5.9 Hz, TH, CH (3)).
2.79 (ddd, | — 13.4, 3.4, 3.4 Hz, 1H, CH, (1)), 2.44 (s, 1H, CH (9)), 2.04
(ddd, | = 13.7, 13.7, 3.9 Hz, 1H, CH, (16)), 1.76 (ddd, J = 13.9, 13.9,
4.4Hz, 1H, CH, (7)),1.70 (brd, ] = 13.7 Hz, 1H, CH}, (6)), 1.67—1.52 (m,
6H, CHy, (7) + CH, (21) + CHa (11) + CH, (15) + CH, (6)), 1.38—1.26
(m, 5H, CHy (19) + CHp (21) + CH, (22) + CHp (6)), 136 (s, 3H, CHs
(27)), 1.26-1.22 (m, 1H, CHy (22)), 1.19 (ddd, | = 14.0, 3.2, 3.2 Hz, TH,
CHp (15)), 110 (s, 3H, CHs (25)), 1.04—0.95 (m, TH, CHy (1)), 0.99 (s,
6H, CHs (30) + CHy (23)), 0.92 (s, 3H, CHy (29)), 0.91 (s, 3H, CHs
(26)), 0.79 (s, 3H, CH3 (24)),0.70 (brd, ] = 11.4 Hz, 1H, CH (5)) ppm;
3¢ NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 195.6 (C=0, C11),178.0 (C=0, C28),
142.3 (COH=C, C12), 136.8 (C=COH, C13), 78.8 (CHOH, C3), 60.6
(CH, C9), 551 (CH, C5), 52.0 (CHs, C31), 46.2 (Cquarr, C14), 45.6
(Cquarts €17), 417 (Cquart, C8), 40.4 (CHg, C1), 39.3(CH, C19), 39.2
(Cavare: C4), 37.6 (Cauare, C10), 34.2 (CHy, €22), 33.4 (CH, C18), 332
(CHg, C21), 33.0 (CHs, €29), 32.0 (CHz, C7), 30.7 (Cquare, C20), 282
(CH3, €23), 28.0 (CHa, C15), 27.4 (CHy, C11), 23.5 (CHa, C27), 23.4
(CHs, C30), 23.3 (CHa, C2), 18.9 (CHs, C26), 17.5 (CHz, C6), 16.5 (CHs,
€25),15.7 (CH3, C24) ppm; MS (ESI): m/z = 501.3 (100%, [M + H]*),
1023.4 (64%, [2M + Na]*).

5.4.19. (38) Methy! 3-hydroxy-11-oxo-olean-12-en-28-oate (18)

To a mixture of 16 (450 mg, 0.88 mmol) in acetone (50 mL) and
glacial acetic acid (5 mL) N-hydroxysuccinimide (950 mg,
8.25 mmol) and potassium dichromate (780 mg, 2,64 mmol) were
added, and the mixture was stirred at 45 °C for 48 h. The mixture
was quenched with an aq potassium disulfide solution and washed
with an aqg. sodium hydrogen carbonate solution. After extracting
with DCM, the organic phases were combined, washed, dried and
evaporated. Chromatographic purification gave compound 18;
yield 71%; m.p.: 184—188 °C (lit.: [36]: 181188 "C); Rf = 0.62 (n-
hexanefethyl acetate, 7:3; [a]p = +82° (¢ 0.14; CHCl3); UV-Vis
(MeOH): Amax (log £) = 269 nm (4.03); IR (KBr): » = 3339br, 2949s,
2866s, 1724s, 1661s, 1466m, 1387m, 1365w, 1330w, 1304w, 1261m,
1227w, 1209m, 1189m, 1162m, 1125w, 1089w, 1039m, 1013w cm™;
TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 5.61 (s, TH, CH (12)), 3.61 (s, 3H, CHs
(31)),3.20(dd, ] = 10.8, 5.5 Hz, 1H, CH (3)), 2.98 (dd, ] = 13.8, 3.7 Hz,
1H, CH (18)), 2.80 (d, ] = 13.4 Hz, 1H, CH, (1)), 2.30 (s, 1H, CH (9)),
2.02 (ddd, J = 13.8, 13.8, 4.0 Hz, 1H, CH, (16)), 1.75—1.52 (m, 9H, CH,
(19) + CHp (16) + CH, (7) + CH, (15) + CH2 (22) + CH2 (2) + CH, (6)),
1.42-1.13 (m, GH, CHp, (19) + CHy, (7) + CHz (21) + CHy, (15) + CHyp
(6)), 1.34 (s, 3H, CH; (27)), 1.08 (s, 3H, CH5 (23)), 1.00—0.95 (m, 1H,
CHy(1)),0.97 (s, 3H, CH3 (30)), 0.92 (s, 3H, CH3 (29)), 0.91 (s, 3H, CH3
(25)), 0.89 (s, 3H, CHs (24)), 0.78 (s, 3H, CH; (26)), 0.66 (brd,
J = 11.3 Hz, TH, CH (5)) ppm; *C NMR (125 MHz, CDCl3): & = 200.3
(C=0, C11), 177.4 (C=0, C28), 168.6 (C = CH, C13), 127.9 (CH = C,
C12), 78.7 (CHOH, C3), 61.7 (CH, €9), 55.0 (CH, €5), 51.8 (CH3, C31),
46.2 (Cquart, C17), 45.0 (Cquart, €8), 44.2 (CHz, C19), 43.4 (Cquarr, C14),
41.5 (CH, C18), 39.1 (CHg, C1), 38.8 (Cquart, C4), 37.2 (Cquart, €10), 33.7
(CHa, C21), 32.9 (CHy, C7), 32.8 ((Ha, C29), 31.6 (CHa, C22), 30.6
(Cquart, €20), 28.1 (CH3, C23), 27.7 (CHy, C15), 27.3 (CHy, C2), 23.5
(CH3, C27), 23.4 (CH3, C30), 22.9 (CH,, C16), 18.9 (CH3, C26), 17.4
(CHa, C6), 16.1 (CH3, C24), 15.5 (CH3, C25) ppm; MS (ESI, MeOH): m/
z = 485.6 (100%, [M + H]7), 507.5 (35%, [M + Na]*).

5.4.20. (303) Benzyl 3-hydroxy-urs-12-en-28-oate (19)

UA (1 equiv.) was dissolved in DMF and treated with benzyl-
chloride following method D. Compound 19 was obtained as a
colorless solid; yield: 82%; m.p.: 182 °C (lit.: 180—182 °C [63]);
Rr = 0.25 (n-hexane/ethyl actetate 8:2); [a]p = +45.6° (¢ 0.30,
CHCl3); IR (KBr): v = 3518vs, 3474br, 3266m, 3034w, 2988s, 2970s,
29425, 2922vs, 2868s, 2854s, 2836m, 2798w, 1714vs, 1498w, 1464m,
1452m, 1376m, 1308w, 1288m, 1272m, 1248m, 1230m, 1198m,
1180m, 1164m, 1140m, 1114m, 1096w, 1050m, 1028 m cm'l: TH NMR
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(500 MHz, CDCl3): 6 = 7.53—7.29 (m, 5H, CHaromat), 5.37 (br, 1H, OH),
5.24 (dd, ] = 3.4, 3.4 Hz, 1H, CH (12)), 510 (d, ] = 12,5 Hz, 1H, CH,
(31)), 4.98 (d,] — 12.5 Hz, TH, CHp (31)), 3.21 (dd, ] = 11.0, 4.5 Hz, 1H,
CH (3)), 2.27 (d, ] = 11.3 Hz, 1H, CH (18)), 2.01 (ddd, ] = 13.3,13.3,
4.4 Hz, 1H, CH, (16)), 1.94—1.84 (m, 2H, CHa (2)), 1.84—1.75 (m, 1H,
CH, (15)), 1.75-1.67 (m, 1H, CHp (16)), 1.67—157 (m, 5H, CHa
(22) + CH, (1), CHz (11)), 1.52—1.40 (m, 4H, CH, (6) + CH, (7) + CH,
(21) + CH (9)), 1.41—1.20 (m, 5H, CH (19) + CH (20) + CH, (7) + CHp,
(21) + CHy (6)), 107 (s, 3H, CHy (27)), 1.02—0.95 (m, 2H, CHy
(15) + CHp (1)), 0.99 (s, 3H, CH; (23)), 0.94 (d, | = 6.2 Hz, 3H, CH;
(30)),0.89 (s, 3H, CH3 (25)),0.85(d, ] = 6.4 Hz, 3H, CH3 (29)),0.78 (s,
3H, CH3 (24)), 0.71 (brd, | — 11.7 Hz, 1H, CH (5)), 0.65 (s, 3H, CH3
(26)) ppm; C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 177.4 (C=0, C28),138.2
(C=CH, C13), 136.5 (Caromar, C32), 128.5 (CHaromar, C33), 128.3
(CHaromat. €34), 128.1 (CHaromar, €35), 125.9 (CH=C, C12), 79.2 (CH,
C3), 66.1 (CHy, C31), 55.4 (CH, €5), 53.0 (CH, C18), 48.3 (Cquart. C17),
47.7 (CH, C9), 42.2 (Cquart, C14), 39.7 (Cquart, C8), 39.2 (CH, C19), 39.0
(CH, C20), 38.9 (Cquart, C4), 38.8 (CHz, C1), 371 (Cquare, C10), 36.8
(CHa, €22), 33.2 (CHa, C7), 30.8 (CHa, C21), 28.3 (CH3, C23), 28.1
(CH3, C15), 27.4 (CH,, C11), 244 (CHy, C16), 23.7 (CHs, C27), 234
(CHa, C2), 21.3 (CHs, C30), 18.5 (CHa, C6), 17.2 (CH3, €29), 171 (CH,
C26), 15.8 (CH3, C24), 15.6 (CH3, C25) ppm; MS (ESI, MeOH): m/
z = 5473 (10%, [M + H]*), 569.5 (100%, [M + Na]*), 1115.2 (82%,
2M + Na]*).

5.4.21. (38) Benzyl 3-hydroxy-olean-12-en-28-oate (20)

OA (1 equiv.) was treated with benzylchloride following method
D, and 21 was obtained as fine colorless needles; yield: 92%; m.p.:
185—187 °C (lit [64].: 189 °C); [a]p = +58.4° (c 0.45; CHCls) [lit.:
[65]: 50.1° (¢ 2.44; CHCl3)|; Rp = 0.42 (n-hexanefethyl acetate, 8:2);
IR (KBr): » = 3583s, 2938s, 17265, 1498w, 1463m, 1386m, 1363w,
1323w, 1305w, 1264w, 1234w, 1201m, 1182m, 1162m, 1129m, 1095w,
1044m, 1016 m cm'; '"H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 7.37-7.27 (m,
5H, CHaomat), 5.29 (dd, ] = 3.6, 3.6 Hz, 1H, CH (12)), 5.09 (d,
J=12.6Hz, 1H, CH, (31)),5.05(d,] = 12.5 Hz, 1H, CHy (31)), 3.20 (dd,
J =113 Hz, 4.5 Hz, 1H, CHOH (3)), 2.91 (dd, ] = 13.8, 4.2 Hz, 1H, CH
(18)),1.98 (ddd, ] = 13.4,13.0, 4.1 Hz, 1H, CH, (16)), 1.85 (dd, ] = 8.9,
3.6 He, 1H, CHz (11)), 1.76—1.14 (m, 16H, CH (9) + CH2 (19) + CH,
(1) + CH2(21)+ CH2 (7) + CH3 (22) + CH,4 (15)+ CH2 (2)+ CHy (16)+
CH> (6)), 1.13 (s, 3H, CH3 (27)), 1.09—1.00 (m, 2H, CHp, (1) + CH, (15)),
0.98 (s, 3H, CH3 (23)), 0.92 (s, 3H, CH3 (30)), 0.90 (s, 3H, CHs (29)),
0.88 (s, 3H, CH3(25)),0.77 (5, 3H, CH3 (24)), 0.70 (brd, ] = 11.5 Hz, 1H,
CH (5)), 0.61 (s, 3H, CHs (26)) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl3):
6 = 1774 (C=0, C28), 143.7 (C(=CH, C13), 136.4 (Cquar, C32), 128.4
(CHaromar, €35), 128.0 (CHaromar. C34), 127.9 (CHaromar, C33), 122.5
(CH=C, C12), 80.0 (CHOH, C3), 65.9 (CH,, C31), 55.2 (CH, C5), 47.6
(CH, C9), 46.7 (Cquart, C17), 45.9 (CHa, C19), 41.7 (Cquart, C14), 41.4
(CH, €18), 39.3 (Cquart, C8), 38.7 (Cquart. C4), 38.4 (CHy, C1), 37.0
(Cquart: €10), 33.8 (CHz, C21), 33.1 (CHs, €29), 32.7 (CHy, C7), 324
(CHz, €22), 30.7 (Cquart, C20), 28.1 (CH3, €23), 27.6 (CHy, C15), 27.2
(CHz, C2), 25.9 (CH3, C27), 23.6 (CH3, C30), 23.4 (CHy, C11), 23.0
(CH3, C16), 18.3 (CH3, C6), 16.9 (CH3, C26), 15.6 (CH3, C24),15.3 (CH3,
C25) ppm; MS (ESI, MeOH): mfz = 569.5 (100%, [M + Na]™).

54.22. (38) Benzyl 3-hydroxy-12-oxo-olean-28-oate (21)
Compound 21 was obtained following method A as a colorless
solid; yield: 83%; m.p.: 198—201 °C (lit.: 196198 °C [4]); R = 0.74
(silica gel, toluene/ethyl acetate/formic acid/n-heptane,
80:20:3:20); [a]p = +54.1° (¢ 0.5, CHCl3); UV—Vis (CHCl3): Amax
(log ¢) = 258.17 (1.35) nm; IR (KBr):» = 2942s, 1728s, 17115, 1472m,
1456m, 1387w, 1372m, 1240s, 1204m, 1180m, 1161m, 1140m, 1119m,
1086w, 1037m, 1005w cm™~'; "H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.36—
7.29 (m, 5H, CH (33) + CH (34) + CH (35)), 5.19 (d, ] = 11.6 Hz, 1H,
CH, (31)), 5.07 (d, ] = 11.6 Hz, 1H, CHy, (31)), 4.45 (dd, | = 11.3,
5.0 Hz, 1H, CH (3)), 2.83 (ddd, | = 10.2, 3.3, 3.3 Hz, 1H, CH (18)),

245 (d, ] = 42 Hz, 1H, CH (13)), 2.18 (dd, ] = 16.7,16.7, 4.8 Hz, 1H,
CH, (16)), 2.03 (s, 3H, CH5 (37)), 2.04—1.98 (m, 1H, CH, (15)), 1.95—
1.90 (m, 1H, CH, (19)), 1.89—1.80 (m, 2H, CH, (7) + CHp, (16)), 1.69—
1.52 (m, 5H, CHy, (15) + CH, (6) + CH2 (11) + CH, (2)), 1.51-1.47 (m,
3H, CH (9) + CH, (21) + CHy, (7)), 1.44—1.30 (m, 3H, CH, (1) + CHp
(6) + CH, (22)), 1.29—1.15 (m, 3H, CHy, (1) + CHy (22) + CHy, (19)),
1.05-0.94 (m, 1H, CHp (2)), 0.99 (s, 3H, CH3 (30)), 0.97 (s, 3H, CH3
(23)), 0.90 (s, 6H, CH; (27) + CHj (29)), 0.87—0.84 (m, 1H, CHy,
(15)), 0.85 (s, 3H, CH3 (25)), 0.81 (s, 3H, CHs (24)), 0.79 (m, 1H, CH
(5)) 0.61 (s, 3H, CH3 (26)) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl3):
4 = 211.6 (C=0, C12), 177.6 (C=0, C28), 171.0 ((=0, C36), 136.5
(Cquart, €32), 128.7 (Caromat. €33), 128.5 (Caromat. €35), 128.3 (Caromats
C34), 80.6 (CH, C3), 66.1 (CHz, C31), 55.3 (CH, C5), 52.0 (CH, C13),
49.8 (CH, C9), 47.4 (Cquar, C17), 42.0 (Cquare, C14), 41.3 (Cquarr, C8),
38.6 (Cquarts C4), 37.9 (CHy, €21), 37.8 (CHz, C11), 36.9 (Cquart, C10),
36.4 (CHz, C19), 34.6 (CHy, C7), 33.5 (CH3, C29), 33.0 (CHa, C22),
32.2 (CH, C18), 31.8 (CHz, C1), 30.8 (Cquar. C20), 28.0 (CH3, €23),
275 (CHy, €15), 23.5 (CHy, €2), 23.3 (CH3, C30), 22.9 (CH,, C16),
21.4 (CHs, C37), 20.6 (CHs, €27), 18.3 (CHa, C6), 16.6 (CHs, C26),15.9
(CHs, C24), 15.3 (CHs3, C25) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z = 605.1
(56%, [M + H|*), 6221 (26%, [M + NH4] ™), 585.3 (32%, [M + Na]*),
929.9 (26%, [3M+2Na|*"), 1209.2 (26%, [2M + H]"), 1231.3 (100%,
[2M + Na|*).

5.4.23. (38) Benzyl 3-acetoxy-urs-11-en-28-oate (22)

Compound 22 [66| was obtained from a mixture of 22 and 23
by using method A; yield: 56%; Rr = 0.7 (n-hexane/ethyl acetate,
85:15); m.p.: 173—-174 °C; [a]p = +45.1° (¢ 0.66, CHCl3); IR (KBr):
v = 3433w, 3069w, 2926m, 2926s, 2874s, 1727s, 1499w, 1465s,
1388m, 1379s, 1039m, 1283m, 1270m, 1237s, 1197s, 1182s, 1140s,
1110s, 1028s, 1005m, 986s, 970s, 6975 cm~'; "H NMR (500 MHz,
CDCl3): 6 = 7.37—7.27 (m, 5H, CH (33) + CH (35) + CH (36)), 5.23
(dd, ] = 3.5,3.5 Hz, 1H, CH (12)), 5.10 (d, ] = 12.5 Hz, 1H, CH, (31)),
4.98 (d, | = 12,5 Hg, TH, CH}, (31)), 4.49 (dd, ] = 9.7, 6.3 Hz, 1H, CH
(3)), 226 (d, ] = 11.2 Hz, 1H, CH (18)), 2.04 (s, 3H, CH3 (37)), 2.00
(dd, J = 13.2,13.2, 4.6 Hz, 1H, CH; (16)), 1.88 (m, 2H, CH, (2)), 1.85
(ddd, ] = 10.5, 10.5, 4.5 Hz, 1H, CH, (11)), 1.80 (ddd, ] = 13.5,13.5,
4.6 Hz, 1H, CH, (15)), 1.69 (ddd, 1H, | = 10.5, 3.2, 3.2 Hz, CHy, (11)),
1.66—1.60 (m, 4H, CH» (22) + CH, (1) + CHy, (2)), 1.52—1.44 (m, 4H,
CH (9) + CH, (6) + CH, (21) + CHy (16)), 1.33—1.30 (m, 1H, CH
(20)), 1.30—1.27 (m, 1H, CHy (21)), 1.28—1.25 {m, 1H, CHy, (7)), 1.07
(s, 3H, CH3 (27)), 1.11-1.03 (m, 2H, CHy, (1) + CHy, (15)), 0.99 (dd,
J =116, 5.7 Hz, TH, CH (19)), 0.94 (s, 3H, CH; (30)), 0.91 (s, 3H, CH3
(25)), 0.86 (s, 6H, CH3 (23) + CH3 (29)), 0.85 (s, 3H, CH3 (24)),
0.87—0.80 (m, 1H, CH (5)), 0.64 (s, 3H, CHs (26)) ppm; *C NMR
(500 MHz, CDCl3): § = 177.2 (C=0, C28), 170.9 (C=0, C36), 138.1
(C=CH, C13), 1364 (Cquar. C32), 128.4 (CHaromar, C34), 128.1
(CHaromar. €33), 127.9 (CHaromar €35), 125.6 (CH=C, C12), 80.9
(CHOAc, C3), 65.9 (CH,, C31), 55.3 (CH, C5), 52.9 (CH, C18), 48.1
(Cquart, €17), 47.5 (CH, €9), 42.0 (Cquart, €14), 39.5 (Cquart» €8), 39.1
(CH, C19), 38.8 (Cquar. C20), 38.3 (CHa, C1), 37.7 (Cquam, C4), 36.8
(Cquart, €10), 36.6 (CHz, C21), 32.9 (CHy, C7), 30.6 (CH,, €22), 281
(CH3, €29), 27.9 (CHa, C15), 24.2 (CHa, C16), 23.5 (CH,, C11), 23.5
(CHs, €27), 23.2 (CHz, C2), 21.3 (CH3, Ac), 21.1 (CH3, C30), 18.2 (CHa,
C6), 17.0 (CHs, €26), 17.0 (CH3, C24), 16.7 (CH3, €23), 15.5 (CH3, €25)
ppm; MS (ESI, MeOH): m/z = 589.2 (30%, [M + H|"), 6115 (30%,
[M + NaJ*), 1199.2 (100%, [2M + Na] ).

5.4.24. (38) Benzyl 3-acetoxy-olean-11-en-28-oate (23)

Compound 23 |67] was obtained using method D as a colorless
solid; yield: 83%; Rr = 0.7 (n-hexanefethyl acetate, 85:15); m.p.:
228-230 °C; [a]p = +55.8° (¢ 0.33, CHCl3); IR (KBr): v = 2940brs,
1726vs, 1468w, 1456w, 1388w, 1378w, 1364w, 1264m, 12425, 1200w,
1178m, 1162m, 1122w, 1030m, 1012m cm™; TH NMR (500 MHz,
CDCl3): 6 = 7.37—7.27 (m, 5H, CHaromat), 5.28 (dd, ] = 3.5, 3.5 Hz, 1H,
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CH (12)),5.09 (d, ] = 12.6 Hz, 1H, CH, (31)), 5.04 (d, ] = 12.5 Hz, TH,
CHy (31)), 448 (m, 1H, CH (3)), 2.90 (dd,] = 13.7,4.1 Hz, 1H, CH (18)),
2.04 (s, 3H, CHy (Ac)), 1.98 (ddd. ] — 13.5,13.5, 4.1 Hz, 1H, CH, (16)),
1.85 (dd, ] = 8.9, 3.5 Hz, 2H, CH, (11)), 1.75—1.68 (ddd, ] = 13.8, 13.8,
4.3 Hz, 1H, CH, (7)), 1.68—1.58 (m, 7H, CH, (19) + CH, (1) + CH,
(7) + CH, (15) + CHy (2) + CHp, (16)), 1.60—1.48 (m, 1H, CH, (6)), 1.42
(ddd, J = 12.6, 12,6, 3.4 Hz, 1H, CH, (21)), 1.38—1.29 (m, 2H, CH,
(6) + CHyp (22)), 1.27-1.20 (ddd, | = 9.7, 3.5, 2.5 Hz, 1H, CH}, (21)),
122-116 (ddd, ] = 11.7, 4., 2.4 Hz, 1H, CHy, (22)), 1.20—1.13 (ddd,
| =115,45, 2.3 Hz, 1H, CH, (19)), 1.12 (s, 3H, CH3 (27)), 1.08—0.98
(m, 2H, CHy, (1) + CHy (15)), 0.92 (s, 3H, CHs (30)), 0.90 (s, 3H, CHs
(25)), 0.90 (s, 3H, CHs (29)), 0.86 (s, 3H, CHs (23)), 0.85 (s, 3H, CHs
(24)), 0.84—0.78 (dd, ] = 11.8, 1.7 Hz, 1H, CH (5)), 0.61 (s, 3H, CHs
(26)) ppm; 3C NMR (125 MHz, CDCl5): 6 = 177.6 (C=0, C28), 171.1
(C=0, Ac), 143.9 (C=CH, C13), 136.6 (Caromat, C32), 128.6 (CHaromat.
C34), 128.1 (CHaromars C33), 128.0 ((Haromar, C35), 122.6 (CH=C,
C12), 81.1 (CHOH, C3), 66.1 (CHa, C31), 55.5 (CH, C5), 47.7 (CH, C9),
46.9 (Cquarr, C17), 46.0 (CHz, C19), 41.8 (Cquare, C8), 416 (CH, C18),
39.5 (Cquare, €20). 38.3 (CHy, C1), 378 (Cguar, €4). 37.1 (Cquare, C14),
34.0 (CHa, €22), 33.2 (CHs, C29), 32.8 (CHa, €21), 32.5 (CHa, €7), 30.9
(Cquares C10), 28.2 (CH3, €23), 27.8 (CHa, C15), 26.0 (CH3, C27), 23.8
(CHs, €30), 23.7 (CHz, €2), 23.6 (CHy, Cl1), 23.2 (CHy, C16), 21.5
(CH3, Ac), 18.4 (CHa, C6), 17.0 (CH3, C26), 16,8 (CH3, €24), 15.5 (CHa,
C25) ppm: MS (ESI, MeOH): m/z = 589.2 (42.9%, [M + H]*), 611.3
(82.5%, [M + Na]*), 1199.4 (100%, [2M + Na]*).

5.4.25. (38) Benzyl 3-acetoxy-12-oxo-olean-28-oate (24)

Treatment of 23 following method A gave 24 as a colorless solid;
yield: 83%; m.p.: 196—198 °C (lit |68].: 196—198 °C); Rr = 0.38 (n-
hexanefethyl acetate, 8:2); [a]p = +52° (¢ 0.63, CHCl3); IR
(KBr):» = 3404w, 2943s, 17285, 17115, 1472m, 1456m, 1420w, 1387m,
1366m, 1332w, 1308w, 12415, 1204m, 1180m, 1161m, 1140m, 1119m,
1086w, 1038w, 1006w cm ™ '; 'H NMR (500 MHz, CDCl3): § = 7.39—
7.27 (m, 5H, CHaromat), 5.21 (d, ] = 12.2 Hz, 1H, CH, (31)), 5.08 (d,
J=12.2Hz, 1H, CH, (31)), 4.47 (dd, ] = 11.5, 4.8 Hz, 1H, CH (3)), 2.85
(ddd, | = 10.3, 3.2, 3.8 Hz, 1H, CH (18)), 2.46 (d, ] = 4.2 Hz, 1H, CH
(13)), 219 (dd, ] = 16.6, 4.8 Hz, 1H, CH, (11)), 2.05 (s, 3H, CH3 (Ac)),
2.02(dd,] =16.5,3.1 Hz, 1H,CH, (11)),1.94 (ddd, | = 12.8,2.4, 2.2 Hz,
1H, CH, (1)), 1.90—-1.85 (m, 1H, CH, (16)), 1.88 (ddd, ] = 13.8, 44,
4.4 Hz, 1H, CH, (22)), 1.70—1.64 (m, 1H, CHy, (16)), 1.64—1.55 (m, 5H,
CH(9) + CH2 (2) + CH,4 (21) + CH, (6)), 1.56—1.48 (m, 1H, CHy, (19)),
1.47 (ddd, 1H, ] = 14.0, 3.4, 3.4 Hz, CHy, (7)), 1.41-1.33 (m, 3H, CHy
(22) + CHyp (6) + CH, (15)), 1.33—1.26 (m, 3H, CH), (22) + CHy
(15) + CHp (1)), 1.06—0.99 (m, 1H, CH}, (21)), 1.00 (s, 3H, CH3 (27)),
0.99-0.95 (m, 1H, CHy, (19)), 0.91 (s, 6H, CH3 (30) + CH3 (28)), 0.86
(s, 3H, CH3 (29)), 0.86 (s, 3H, CH3 (24)), 0.83 (s, 3H, CH3 (25)), 0.80
(dd, ] = 11.1,1.1 Hz, 1H, CH (5)), 0.68 (s, 3H, CH3 (26)) ppm; *C NMR
(125 MHz, CDCl3): 6 = 2114 (C=0, C12), 1774 (C=0, €28), 170.8
(€=0, Ac), 136.3 (Caromat» €32), 128.5 (CHaromar. €34), 128.4 (CH,r
omats €33), 128.1 (CHaromar €35), 80.4 (CHOH, C3), 65.9 (CH3, C31),
55.1 (CH, C5), 51.8 (CH, C13), 49.6 (CH, C9), 47.2 (Cquan, C17), 41.8
(Cquart, C14), 41.2 (Cquart, C8), 38.4 (CHy, C11), 37.7 (Cquart, C10), 37.6
(CHa, €19), 36.8 (Cquart, C4), 36.2 (CHz, C1), 34,5 (CHa, C21), 33.4
(CHs, €29), 32.9 (CHy, C7), 321 (CH, C18), 31.7 (CHa, C22), 30.6
(Cqum, C20), 27.9 (CHs, C30), 27.4 (CHz, C16), 23.4 (CHy, C2), 23.2
(CH3,C27),22.7 (CHy, C15), 21.2 (CH3, Ac), 20.5 (CH3, €23),18.1 (CHy,
C6), 16.4 (CHs, C24), 15.7 (CHs, C26), 15.2 (CHs, C25) ppm; (ESI,
MeOH): mjz = 605.5 (100%, [M + H]%), 622.4 (54.8%, [M + NH4]™),
627.5 (32.6%, [M + Na]*), 929.8 (20%, [3M+2Na]**), 1209.2 (27.9%,
[2M + H]*), 1231.2 (76.0%, [2M + Na]*).

5.4.26, (30) Benzyl 3-acetoxy-11-oxo-12-hydroxy-olean-4-12,13-
en-28-oate (25)

Obtained from 24 as a colorless solid following method E;
yield: 75%; m.p.: 237-240 °C; Ry = 0.69 (toluene/ethyl acetate/

formic acid/n-heptane, 80:20:3:20); [«¢]p = +98.9° (¢ 0.34, CHCl3);
IR (KBr): » = 3461m, 3033w, 2048s, 2868m, 1720s, 1667m, 1640s,
1498s, 1463m, 13725, 1322w, 1306m, 1286m, 1263s, 1238m, 1205m,
1182m, 1163s, 1140m, 1118m, 1085m, 1085w, 1070w, 1035s,
1012m cm ™ '; UV—Vis (CHCl3): Amax (log ¢) = 289.93 (4.09) nm; 'H
NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 7.41—7.27 (m, 5H, CH (33) + CH
(34) + CH (35)), 6.23 (s, TH, COH=C (12)), 5.12—5.05 (m, 2H, CH;
(31)), 4.50 (dd, | = 11.5, 4.9 Hz, 1H, CH (3)), 3.75-3.71 (m, 1H, CH
(18)), 2.78 (ddd, ] = 13.4, 3.4, 3.4 Hz, TH, CH, (1)), 2.42 (s, 1H, CH
(9)), 2.09-2.00 (m, 1H, CH, (16)), 2.04 (s, 3H, CH3 (Ac)), 1.80 (ddd,
J=13.9,13.9,4.5 Hz, 1H, CH, (7)), 1.76—1.71 (m, 3H, CH}, (16) + CH>
(2)), 1.71-1.62 (m, 1H, CHy, (7)), 1.58—1.50 (m, 3H, CH, (6) + CH,
(15) + CH, (22)), 1.43—1.34 (m, 2H, CH; (19) + CH, (21)), 1.34 (s,
3H, CH; (27)), 1.33-1.24 (m, 3H, CHy (21) + CHy, (6) + CHy, (22)),
1.18—1.13 (ddd, ] = 14.2, 3.3, 3.3 Hz, TH, CHp, (15)), 1.07 (s, 3H, CH3
(25)), 1.09—1.03 (m, 1H, CHy (1)), 0.99 (s, 3H, CH3 (30)), 0.92 (s, 3H,
CHs (29)), 0.86 (s, 6H, CH3 (23) + CHs (24)), 0.82—0.75 (m, 1H, CH
(5)), 0.69 (s, 3H, CH3 (26)) ppm; C NMR (100 MHz, CDCls):
& = 195.4 (C=0, C11), 177.1 (C=0, C28), 171.1 (C=0, CAc), 142.2
(COH=C, C12), 136.7 (C=COH, C13), 1363 (Cquar C32), 1286
(Caromat. €34), 128.1 (Caromat, €33), 128.1 (Caromat, €35), 80.6 (CH,
C3), 66.2 (CHg, C31), 60.4 (CH, C9), 55.2 (CH, C5), 46.0 (Cquart, C17),
45.6 (Cquart, C14), 41.7 (Cguare, C8), 40.4 (CHz, €19), 38.8 (CHa, C1),
38.2 (Cquarts €4), 37.4 (Cquar, €10), 34.2 (CHy, C21), 33.4 (CH, C18),
33.2 (CHa, C7), 33.0 (CHs, €29), 32.0 (CHa, C22), 30.7 (Cquare, C20),
28.2 (CHs, C23), 27.9 (CHg, C15), 23.6 (CHy, C2), 23.4 (CHs, C27),
23.3 (CHs, C30), 23.2 (CHa, C16), 21.4 (CH3, C37), 18.8 (CH3, €26),
17.4 (CHy, C6), 16,8 (CHs3, C24), 16.5 (CH3, C25) ppm; MS (ESI,
MeOH): mjz = 619.1 (48%, [M + HJ|"), 641.3 (29%, [M + Na]*),
1259.3 (100%, [2M + Na]*).

5.4.27. (38) But-3-enyl 3—hydroxy-olean-12-en-28-oate (26)

Compound 26 was prepared according to method D and ob-
tained as colorless, fine needles (recrystallization from ethanol);
yield 84%; m.p.: 80—81 °C; Ry = 0.52 (n-hexane/ethyl acetate,
6:4); [alp = +110.8 (c 0.31, CHCl3); IR (KBr): v = 3442br, 2944m,
1636m, 1620w, 1458s, 1446m, 1432s, 1174w, 1106m, 1032m,
1010m cm™'; 'H NMR (500 MHz, CDCl3): & = 5.79 (dddd, | = 17.0,
10.2, 6.7, 6.7 Hz, 1H, CH (33)), 5.27 (dd, ] = 3.5 Hz, 1H, CH (12)),
5.10 (ddd, ] = 17.2, 3.2, 1.5 Hz, 1H, CH, (34)), 5.06 (ddd, | = 10.3,
3.1, 1.6 Hz, 1H, CHy (34)), 412—4.01 (m, 2H, CH> (31), AA XX'-
system), 3.21 (dd, ] = 11.4, 4.6 Hz, 1H, CH (3)), 2.86 (dd, J = 13.9,
4.3 Hz, 1H, CH (18)), 2.39-2.32 (m, 2H, CHz (32), AA'XX" system),
1.96 (ddd, | = 11.6, 11.6, 4.5 Hz, 1H, CH, (16)), 1.89—1.84 (m, 2H,
CHj3 (11)), 1.69 (ddd, J = 13.8, 13.8, 4.4 Hz, 1H, CH, (7)), 1.66—1.50
(m, 9H, CH, (19) + CH (9) + CH, (1) + CHy, (7) + CHa (2) + CH,
(15) + CHy (16) + CH, (6)), 1.50—1.45 (m, 1H, CH, (22)), 1.45-1.38
(m, 1H, CHy, (6)), 1.38—1.30 (m, 1H, CH, (21)}), 1.31-1.25 (m, 1H,
CHy, (22)), 1.20—-1.10 (m, 2H, CH}, (19) + CH}p (21)), 1.12 (s, 3H, CH3
(27)), 1.07-1.00 (m, 1H, CHy, (15)), 0.98 (s, 3H, CH3 (23)), 0.97—
0.92 (m, TH, CHy, (1)), 0.91 (s, 3H, CH3 (30)), 0.90 (s, 3H, CH; (25)),
0.89 (s, 3H, CH3 (29)), 0.77 (s, 3H, CH3 (24)), 0.73 (s, 3H, CH3 (26)),
0.72 (dd, ] = 9.6, 1.4 Hz, 1H, CH (5)) ppm; *C NMR (125 MHz,
CDCls): 6 = 177.8 (=0, C28), 143.9 (C=CH, C13), 134.5 (CH=
CHs, C33), 122.5 (CH=C, C12), 117.1 (CH,=CH, C34), 79.2 (CHOH,
C3), 63.4 (CHz, C1), 55.4 (CH, C5), 47.8 (CH, C9), 46.8 (Cquart, C17),
46.1 (CHz, C19), 41.9 (Cquart, €8), 41.4 (CH, C18), 39.5 (Cquart, C20),
38.9 (Cquart, C14), 38.6 (CHy, C1), 372 (Cquare, €4), 34.1 (CH,, C22),
33.3 (CHs, €29), 33.3 (CHa, C32), 32.9 (CHz, C21), 32.6 (CHa, C7),
30.9 (Cquart, C10), 28.3 (CH3, €23), 27.8 (CHy, C15), 27.4 (CH,, C2),
26.0 (CHs, C27), 23.7 (CH3, C30), 23.6 (CHz, C11), 23.2 (CHy, C16),
18.5 (CHy, C6), 17.2 (CH3, C26), 15.7 (CHs, C24), 15.5 (CH3, €25)
ppm; MS (ESI): m/z = 511.3 (30%, [M + H]7), 1043.4 (100%,
[2M + Na]™).
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5.4.28. (38) But-3-enyl 3—hydroxy-12-oxo-olean-28-oate (27)

Compound was prepared using method B followed by chro-
matography (silica gel, hexane/ethyl acetate, 7:3) and recrystal-
lization from ethanol as a colorless solid; yield 76%; m.p.: 72—
73 °C; Rp = 0.36 (n-hexane/ethyl acetate, 6:4); [a]p = —19.2 (c
0.31, CHCl3); IR (KBr): » = 3440br, 29725, 2940s, 2862m, 2362m,
2344m, 1700vs, 1654m, 1646m, 1636m, 1466m, 1458m, 1438m,
1418m, 1388m, 1304m, 1256m, 1242m, 1188m, 1176m, 1088m,
1048m, 1036m cm_]; 'H NMR (500 MHz, CDCl3): é = 5.82-5.73
(m, 1H, CH (33)), 511 (ddd, | = 17.2, 3.2, 1.5 Hz, 1H, CH, (34)),
5.06 (ddd, ] = 10.2, 1.6, 1.1 Hz, 1H, CH;, (34)), 4.19—-4.08 (m, 2H,
CH (31)), 3.20 (dd, ] = 11.4, 4.7 Hz, 1H, CH (3)), 2.79 (dd, ] = 10.1,
3.4, 3.4 Hz, 1H, CH (18)), 2.62 (d, ] = 4.3 Hz, 1H, CH (13)), 2.38
(brdd, ] = 6.6, 6.6 Hz, 2H, CH; (32)), 2.23 (dd, ] = 16.7, 5.0 Hz, 1H,
CH, (11)), 213 (dd, | = 16.6, 13.2 Hz, 1H, CHy, (11)), 1.97—1.90 (m,
1H, CH, (19)), 1.91—1.84 (m, 1H, CH, (16)), 1.79 (ddd, ] = 13.8,
13.8, 4.7 Hz, 1H, CH, (7)), 1.70—1.51 (m, 6H, CHy (16) + CH,
(6) + CHp (2) + CH (9) + CH, (1)), 1.48-1.37 (m, 3H, CHp
(7) + CHyp (6) + CH, (22)), 1.36—1.29 (m, 2H, CH, (21) + CHp
(22)), 1.25-1.18 (m, 1H, CHy (19)), 1.11-1.02 (m, 1H, CHy (15)),
0.99 (s, 3H, CHy (30)), 0.97 (s, 3H, CH3 (23)), 0.97 (s, 3H, CH3
(25)), 0.94 (s, 3H, CH3 (27)), 0.90 (s, 3H, CH3 (29)), 0.92-0.87 (m,
1H, CHy, (1)), 0.85 (s, 3H, CH3 (24)), 0.78 (s, 3H, CHz (26)), 0.74—
0.70 (m, TH, CH (5)) ppm; °C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 211.9
(C=0, C12), 1779 (C=0, C28), 134.2 (CH, C13), 1174 (CH>=CH,
C34), 78.8 (CHOH, C3), 63.6 (CHa, C31), 55.3 (CH, C5), 52.0 (CH,
C13) 49.9 (CH, C9), 475 (Cqum, C17), 421 (Cquam C14), 415
(Cquare, C8), 39.0 (CHy, C11), 38.7 (Cquare, C20), 38.1 (CHy, C1), 37.1
(Cquart. C4), 36.4 (CHz, C19), 34.7 (CH,, C32), 33.5 (CH3, €29), 33.3
(CH3, €21), 33.2 (CHy, C7), 32.1 (CH, C18), 32.0 (CH;, €32), 30.8
(Cquares C10), 28.1 (CHs, €23), 27.7 (CHy, C15), 27.2 (CHy, €2), 23.3
(CH3, C30), 22.9 (CH3, C21), 20.7 (CH3, €30), 18.5 (CHa, C6), 16.4
(CH3, C24), 15.5 (CH3, C26), 15.4 (CH3, C25) ppm; MS (ESI): m/
z = 5272 (100%, [M + HJ"), 544.2 (20%, [M + NH4]"), 1053.3
(51%, [2M + Na*), 1075.3 (42%, [2M + Na]*).

54.29. (2a, 38, 12a) 2,3,12—Trihydroxy-olean-28-oic acid 28,13-
lactone (28)

Compound 28 obtained from MA following method A: yield:
40%; m.p.: 229-231 °C; R = 0.21 (n-hexane/ethyl acetate, 1:1);
[a]p = 18.8° (c 0.36, CHCl3); IR (KBr): v = 3442vs, 3432vs, 29505,
2936s, 2866m, 1754s, 1466m, 1456m, 1386m, 1366m, 1252m,
1222m, 1144m, 1134m, 1084m, 1046m, 1032m, 974m, 942m,
732mcm '; 'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 3.89 (brs, 1H, CH (12)),
3.85—3.68 (m, 1H, CH (2)), 3.06 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, CH (3)), 3.15-2.80
(brs, 2H, OH), 2.15 (ddd, | = 13.5, 13.5, 5.6 Hz, 1H, CH, (16)), 2.10—
1.91 (m, 5H,CH (18) + CH, (1) + CH4 (19) + CH2(11)), 1.90-1.79 (m,
1H, CH, (15)), 1.72—1.59 (m, 3H, CH (9) + CH, (7)), 1.58—1.45 (m,
4H, CH, (22) + CHz (6) + CHp (16)), 1.46—1.34 (m, 2H, CHy
(22) + CH, (21)), 1.31 (s, 3H, CH; (27)), 1.29—-1.20 (m, 2H, CHy
(19) + CH, (21)), 1.15—1.09 (m, TH, CH, (15)), 113 (s, 3H, CH3 (26)),
1.03 (s, 3H, CH3 (23)), 0.98 (s, 3H, CH3 (30)), 1.08—0.89 (m, 1H, CH},
(1)),0.94 (s, 3H, CH3 (25)), 0.90 (s, 3H, CH3 (29)), 0.88—0.83 (m, 1H,
CH (5)), 0.82 (s, 3H, CH3 (24)) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl3):
6 = 180.2 (C=0, C28), 90.8 (C—0, C13), 84.0 (CHOH, C3), 76.1
(CHOH, C12), 69.2 (CHOH, C2), 55.4 (CH, C5), 51.2 (CH, C18), 46.7
(CHz, C1), 44.9 (Cquart, €17), 44.7 (CH, C9), 42.5 (Cquart, C14), 42.3
(Cquart, €8), 39.5 (CHg, C19), 39.4 (Cquart, €4), 37.9 (Cquart, C10),34.3
(CHz, C21), 34.0 (CHg, C7), 33.4 (CH3, C30), 31.7 (Cquar. C20), 29.0
(CHy, C11), 28.6 (CH3, €23), 28.1 (CH3, C15), 27.6 (CHy, C22), 24.0
(CH3, C29), 21.3 (CHy, C16), 18.8 (CH3, C27), 18.7 (CH3, C26), 17.9
(CH3, C6), 17.7 (CH3, €25), 16.7 (CH3, C24) ppm; MS (ESI, MeOH):
m/z = 489.2 (60%, [M + H]*), 977.4 (12%, [2M + H]*), 944.4 (100%,
[2M + Na]*).

5.4.30. (2w,38) 2,3—Diydroxy-12-chloro-olean-28-oic acid 28,13-
lactone (29)

MA (0.3 g, 0.6 mmol) was solved in a DCM/water mixture (1:1,
40 mL) and sodium hypochlorite (3 mL; 13% Cl>) was added. After
stirring for 5 h at 25 °C, the mixture was quenched with sodium
sulfide and stirred for one additional hour. Usual workup afforded
29 as a colorless solid; yield: 84%; m.p.: 306—309 °C; Rf = 0.40 (n-
hexane/ethyl acetate, 1:2); [a]p = +34.5° (c 0.5, CHCl3); IR (KBr):
v = 3395m, 2950s, 1767s, 1464m, 1395m, 1361m, 1254m, 1216m,
1134m, 1050m cm™'; 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 4.16 (dd,
J =39, 23 Hz, 1H, CH (12)), 3.72 (ddd, ] = 11.5, 9.7, 4.7 Hz, 1H, CH
(2)).3.03 (d,] = 9.6 Hz, 1H, CH (3)), 2.28 (ddd, | = 15.0,12.9, 4.0 Hz,
1H, CH, (11)), 2.18—-2.10 (m, 2 H, CH, (19) + CH, (16)), 2.08—2.05 (m,
1H, CH, (1)), 2.04—1.87 (m, 3H, CH, (19) + CH(18) + CH,4 (15)), 1.77—
1.71 (m, 2H, CH (9) + CH}, (11)), 1.68—1.59 (m, 2H, CH, (7)), 1.57—1.49
(m, 2H, CH, (22) 4 CH, (6)), 1.47—1.42 (m, 1H, CH,, (6)), 1.37 (s, 3H,
CH3 (27)), 1.36—1.26 (m, 2H, CH, (21) + CHy, (22)), 1.27—1.10 (m, 3H,
CH, (16) + CHy, (21) + CHp (15)), 1.15 (s, 3H, CH3 (26)), 1.00 (s, 3H,
CH3(23)), 1.03—0.96 (m, 1H, CHy, (1)), 0.99 (s, 3H, CH3 (30)), 0.95 (s,
3H, CH3 (25)), 0.89 (s, 3H, CH3 (29)), 0.90—0.84 (m, 1H, CH (5)), 0.84
(s, 3H, CHs (24)) ppm; '*C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 179.2 (C=0,
C28), 91.7 (Cquart, €13), 83.4 (CHOH, C3), 69.1 (CHOH, C2), 64.6
(CHCI, C12), 55.5 (CH, C5), 51.8 (CH, C18), 46.6 (CHz, C1), 45.1 (Cquarn
C17), 44.8 (CH, C9), 43.2 (Cquar, C14), 42.4 (Cquart, C8), 39.6 (CHa,
C19), 39.2 (Cquarr, C4), 37.9 (Cquart, C10), 34.2 (CHz, C7), 33.7 (CHa,
€21), 33.5 (CHs, €30), 31.7 (Cquart, €20), 29.4 (CHa, C11), 29.3 (CHy,
C15), 28.4 (CHs, C23), 27.3 (CH,, €22), 23.5 (CH3, C29), 21.2 (CHa,
C16), 20.2 (CH3, C27), 18.7 (CH3, C26), 18.1 (CH3, C25), 17.9 (CHa, C6),
16.5 (CHs, C24) ppm; MS (ESI, MeOH): mfz = 529.5 (85%,
[M + NaJ*), 561.1 (37%, [M + Na + MeOH|"), 1035.3 (100%,
[2M + Na]*).

54.31. (2e,303) 2,3—Dihydroxy-12-bromo-olean-28-oic acid 28,13-
lactone (30)

MA (300 mg, 0.63 mmol) in acetic acid (20 mL, 90%) was treated
with sodium acetate (0.5 g, 6.1 mmol) and bromine (50 L, 1 mmol).
After 10 min stirring at room temperature the reaction was
quenched with water and an aq. solution of sodium sulfide. The
white precipitate were filtered off and washed with water to yield
30 as a colorless solid; yield: 72%; m.p.: 260—-262 °C (lit. 261—
263 °C [69]); R = 0.44 (n-hexane/ethyl acetate, 1:2); [a]p = +33.0°
(€0.50, CHCls) [lit. 31.67 (¢ 3.0, CHCl3 [69])]; IR (KBr): v = 3384s,
2950s, 1768s, 1462m, 1394m, 1360m, 1301w, 1246w, 1210m, 1130m,
1051 m cm™'; 'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 4.26 (dd, | = 3.7, 2.3,
1H, CH (12)), 3.70 (ddd, | = 11.3, 9.6, 4.6 Hz, 1H, CH, (2)), 3.05 (d,
J=9.6Hz, 1H, CH(3)), 2.39 (ddd, ] = 15.0,12.4, 3.9 Hz, TH, CH, (11)),
2.34-2.28 (m, 1H, CH, (19)), 2.18—2.00 (m, 2H, CH, (16) + CH, (1)),
2.01-1.90 (m, 3H, CH (18) + CHj, (19) + CH, (15)), 1.89—1.83 (m, 1H,
CHyp (11)), 1.82—-1.75 (m, 1H, CH (9)), 1.69—-1.52 (m, 2H, CH, (7)),
1.60—-1.50 (m, 1H, CH, (22)), 1.55—1.48 (m, 1H, CH, (6)), 1.47—1.44
(m, TH, CHy, (6)), 1.44 (s, 3H, CHs (27)), 1.40—1.37 (m, 1H, CH, (21)),
1.33-1.38 (m, TH, CHy, (22)), 1.29—1.20 (m, 2H, CHy (16) + CHp, (21)),
117 (s, 3H, CH3 (26)), 1.19-1.10 (m, 1H, CHy, (15)), 1.01 (s, 3H, CHs
(23)),1.03—0.95 (m, 1 H, CHy (1)), 0.99 (s, 3H, CH3 (30)), 0.94 (s, 3H,
CHs (25)), 0.92—0.89 (m, 1H, CH (5)), 0.89 (s, 3H, CHs (29)), 0.82 (s,
3H, CH3 (24)) ppm; "*C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 = 178.7 (C=0,
(28),91.5 (C-0, C13), 83.8 (CHOH (€3}, 69.3 (CHOH, C2), 56.0 (CHBr,
C12),55.5 (CH, €5), 52.1 (CH, C18), 46.1 (CHj, C1), 45.6 (CH, C9), 45.6
(Cquart, €17), 43.7 (Cquart, C14), 42.4 (Cquart, €8), 39.8 (CHz, C19),39.2
(Cquart, €4), 37.9 (Cquare, €10), 34.3 (CHy, C7), 33.8 (CH3, C21), 33.5
(CH3, C30), 31.7 (Cquare, €20), 30.5 (CHz, C11), 29.3 (CHz, C15), 28.4
(CH3, C23), 274 (CH,, C22), 23.6 (CH3, €29), 21.2 (CH,, C16), 21.1
(CHs, €27),19.0 (CH3, €26), 18.0 (CH3, C25), 17.8 (CH3, C6), 16.8 (CH3,
C24) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z = 551.3 (11%, [M + H] ), 568.3 (19%,
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[M + NHq'). 5735 (62% [M -+ Na|'), 6051

[M + Na + MeOH]"), 1123.1 (100%, [2M + Na]").

(20%,

5.4.32. (20,30) 0,0'-2,3—Diydroxy-12-iodo-olean-28-oic acid
28,13-lactone (31)

MA (0.3 g, 0.6 mmol)was solved in DCM/water (1:1, 40 mL) and
treated with sodium hydrocarbonate (250 mg, 3 mmol), potassium
iodide (1 g, 6 mmol) and iodine (500 mg, 2 mmol). After 48 h
stirring at 25 °C and work up as described above, compound 31 was
obtained as a colorless solid; yield: 46%; m.p.: 230-233 °C;
Rp = 0.44 (n-hexanefethyl acetate, 1:2); [a]p = +69.1° (¢ 0.40,
CHCl3); IR (KBr): » = 3424s, 2954s, 1775, 1637w, 1468m, 1386m,
1368w, 1301w, 1210w, 1198w, 1179m, 1130m, 1103w, 1052m cm™;
'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 4.45 (dd, | = 4.5, 2.3 Hz, 1H, CH (12)),
3.76 (ddd, ] = 11.7,9.2, 4.5 Hz, 1H, CH, (2)), 3.07 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, CH
(3)), 2.60—2.51 (m, 1H, CH, (19)), 2.42—2.36 (m, 1H, CH, (11)), 2.14—
2.08 (m, 1H, CH, (16)), 2.10—2.06 (m, 1H, CH, (1)), 1.98—1.83 (m, 4H,
CHp (11) + CHp, (15) + CHp (19) + CH(18)), 1.79—1.72 (m, 1H, CH(9)),
1.68—1.40 (m, 4H, CH; (22) + CH, (7) + CH, (6)), 1.50 (s, 3H, CH3
(27)), 1.50—1.40 (m, 1H, CHj, (6)), 1.33—1.20 (m, 3H, CHy (7) + CH,
(21) + CHy (16)), 123 (s, 3H, CHy (26)), 1.21-113 (m, 2H, CH,
(21) + CH, (15)), 1.12—1.08 (m, TH, CHy, (1)), 1.04 (s, 3H, CH; (23)),
0.99 (s, 3H, CH3 (30)), 0.94 (s, 3H, CH; (25)), 0.95-0.85 (m, 1H, CH
(5)), 0.88 (s, 3H, CH3 (29)), 0.80 (s, 3H, CH; (24)) ppm; '°C NMR
(100 MHz, CDCl3): 6 = 178.3 (C=0, C28), 914 (Cquart, C13), 83.6
(CHOH, €3), 69.2 (CHOH, C2), 55.2 (CH, C5), 52.7 (CH, C18), 47.1 (CH,
€9), 45.8 (Cquarts C17), 45.9 (CHy, C1), 44.1 (Cquart, C14), 42.6 (Cuarts
C8), 40.0 (CHz, C19), 39.4 (Cquart. C4), 38.0 (Cquar, C10), 34.6 (CHz,
C7),33.7 (CHa, €21), 33.6 (CHa, C30), 33.1 (CHy, C11), 32.0 (CHI, C12),
32.1 (Cquart. C20), 29.6 (CH3, C15), 28.3 (CHs, C23), 27.6 (CHa, C22),
23.4 (CHs, €29), 22.9 (CHs, €27), 21.5 (CHa, C16), 19.4 (CHs, C26),
18.5 (CH3, C25), 17.6 (CHz, C6), 16.8 (CHs, C24) ppm; MS (ESI,
MeOH): m/z =599.1 (16%, [M + H] "), 621.3 (100%, [M + Na]*), 652.9
(49%, [M + Na + MeOH|"), 1218.9 (87%, [2M + Na|").
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NMR-Spectroscopic results for representative compounds
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gHSQC
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(38) Benzyl 3-acetoxy-olean-11-¢n-28-oate (23)
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IR-spectra
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(38) Benzyl 3-acetoxy-11-oxo-12hvdroxv-olean-A-12, 1 3-en-28-oate (23)
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H,H-NOESY
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Biological Investigations

Cell Cycle

The experiments were performed as described in the experimental part (5.3.3). Below, all
graphs (Fig. S3) are depicted in more detail. In addition, for compound 1 the detailed
calculated process, starting with the original FACS data is shown (Fig S1). Figure S3 gives
detail to the single-cell extraction protocol.
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Figure S1_

A: Density plot of the measured cell population. B:_The doublets were removed by
plotting BL-2H (488 nm, 20 mW, pulse height) against BL-2A ((488 nm, 20 mW, pulse
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area) and selecting the diagonal events. When a single-cell signal and a doublet-cell
signal show the same height (BL-2H value), the signal area (BL2-A) shows in case of
doublet cells the two-fold area under the curve. The single-cell events are
represented by the main diagonal, doublet-cell events are represented by the
parallel diagonal. Thus, separation is possible by choosing the main diagonal events
(green colored gate, R6) see figure S3 C: The BL2-A plot of the corrected cell cycle.
D: The multicycle fit (FCS-Express™ De Novo Software) with CV for G1 and G2.
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Figure S2: Pulse measurement and event separation

A) The process of normal pulse recording B) Pulse measurement in case of a single
cell C) Pulse measurement in case of a cell-doublet; D) Schematic representation of
the correlation between A-Pulse measurement and H-pulse measurement of single
vs. double-cells; E) The process of doublet-cell recording

11



MANUSKRIPT 2 - ADDENDUM

>

counts
FEPEE RPN

[P ST R NN T . |

a

17 3a H
DNA distribution

%G1 | %G2 |%s
51.839 15721 | 32439

D

counts
L

o 1.7 ER) 5
DNA distribution

(%G1 %62 %S
| 51.879 | 15.860 | 32.261 |

G

counts
.

a 17 34 5
DNA distribution

%G1 WG2 | %S
61.565 | 14.004 & 24431

counts

Q 1.7 3a 5
DNA distribution

counts

a 17 14 5

DMA distribution

%G1 | %G2 |%s |
56.831 | 17.835 25334

E

counts

o

17 34 5

DNA distribution

WGl | %G2 |%s |
55.294 | 15.901 | 28.805

H

counts
L

0 L7 14 5
DNA distribution

%G1 %G2 %S
62269 | 15460 | 22.262

.

%G1 %G2 %S
49973 | 7345 | 42682

counts

o 1.7 34 5
DNA distribution

%G1 | %WG2 |%5 |
|48.320  1.875 | 49.704




MANUSKRIPT 2 - ADDENDUM

Figure 52

A) control; B) compound 10; C) compound 9; D) compound 4; E) compound 7; F)
compound 1; G) compound 8; H) compound 25.
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Figure 53
A) contrel; B) compound 5; C) compound 18; D) compound 24.
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Annexin V/ PI Assay

The experiments were performed as described in the experimental session (5.3.4). Below
(Fig. S4) representative graphs and the extracted values (Tab. S1) for all compounds are
given (measured as triplicate). In addition, for compound 17 the detailed measurement
process (S5) is shown.
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Figure S4: Representative annexin V/PI plots for all investigated compounds.
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nec |Average | STD |sec nec | Average | STD |vital |Average |STD |apop | Average | STD
CM1l |1.33 1.78 | 0.64 7.87 9.71|2.60 | 84.89 82.15|3.88| 591 6.37 | 0.65
cmM2 2.23 11.54 79.40 6.83
9M1 | 1.99 200|001 16.72 16.21|0.77 | 56.60 | 57.12|0.79|24.69 24.67 |0.03
M2 | 2.01 16.59 56.72 24.68
amMm3 |2.01 15.33 58.03 24.63
18 M1 | 6.76 6.65|0.22| 19.10 19.74 | 0.77 | 26.61 25.72|0.85 4757 48.03)|0.54
18 M2 | 6.79 20.60 25.65 47.50
18 M3 | 6.40 19.52 24.91 49.17
21 M1 | 0.68 0.62|0.08 11.98 11.08 |0.82 |73.00| 74.47|1.44[14.34 13.82 |0.56
21M2 | 0.66 10.89 74.55 13.90
21M3 | 0.53 10.37 75.87 13.23
25M1 | 1.85 155|031 1279 12.64|056|72.70| 7296|0.85)|12.60 12.83 |0.24
25M2 | 1.56 13.11 72.26 13.07
25M3 | 1.24 12.02 73.91 12.83
17mM1 | 3.37 311|023 28.33 29.681.32|33.78 33.08|0.72 3452 34.13 |0.41
17Mm2 | 3.00 30.96 32.34 33.70
17M3 | 2.96 29.75 33.12 34.17
10M1 | 1.42 1.40({0.19%9 | 13.12 12.57|0.56|72.21 7275|062 [13.25 13.28 | 0.51
10M2 | 1.20 12.58 73.43 12.79
10M3 | 1.58 12.00 72.61 13.81
M1 | 2.57 241|015 10.08 9.43/0.94|72.25 72.47|1.06|15.10 15.68 | 0.55
M2 | 2.39 9.87 71.54 16.20
M3 | 2.27 8.35 73.63 15.75
1M1 | 1.66 156|011 14.05 14.2311.29|72.11 7174|163 |12.18 12.47 |0.35
imz2 | 1.59 15.60 69.95 12.86
iM3 | 1.44 13.03 73.15 12.38
4mM1 11.54 154|001 1161 11.89|0.39|74.79 74.74|0.07 |12.06 11.84 031
4mM2 | 1.53 12.16 74.69 11.62
5M1 | 4.25 3.78|0.45| 18.92 18.67 | 0.44 | 44.68 44.89 | 0.68 | 32.15 32.66 | 0.64
SM2 13.35 18.93 44.34 33.38
5M3 | 3.75 18.16 45.65 32.44
gm1 | 0.91 0.96|0.08| 12.77 12.96|0.26| 75.09 75.08|0.02 {11.23 11.00|0.33
émz2 11.02 13.14 75.07 10.77

Table §1: Uncorrelated values from the annexin V/Pl-assay.
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During the reaction of methyl 3p-acetoxy-glycyrrhetinate (1) with SeO; significant amounts of a cyto-
toxic hitherto unprecedented triterpenoic selenophene 3 are formed. This compound stops cell prolifer-
ation and acts by apoptosis.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Almost seven decades ago Ruzicka and co-workers' described
the ‘oxidation’ of methyl 3p-acetoxy-glycyrrhetinate (1, Fig. 1)
with Se0; leading to an unusual product 2 of unknown structure.
As an alternative’? to SeO, the use of CrO; was suggested, but
the structure of 2 remained unknown at that time. Several years la-
ter, McKean and Spring® identified this compound as an o,B-unsat-
urated lactone, the structure of which was deduced from
additional experiments®® including derivatization, combustion
analysis and stereochemical considerations. The unusual structure
of an anellated enol-lactone is not limited to glycyrrhetinic acid
derivatives but was also found for other triterpenoids®” of the ole-
anane type. Finally, in 2010 the structure of 2 was secured® by
NMR data and a single crystal X-ray analysis. Hence, the ‘oxidation’
of 1 introduces two more oxygen atoms, it eliminates four hydro-
gens, it re-arranges one ring, and it generates an additional unsat-
urated y-lactone ring.® Although compound 2 has been known for
decades, no biological data have been published so far.

During our continuing investigation of antitumor active deriva-
tives of glycyrrhetinic acid derivatives, we became interested in
the synthesis and biological evaluation of this type of compound.
Thus, reaction of 1 with SeO, as described (AcOH, SeO,, 120 °C,
24 h)'"® gave a mixture of many compounds as indicated by TLC.
In a bioassay-driven LC fractionation several of these products (of-
ten as a mixture of compounds as indicated by ESI-MS) were iso-
lated by preparative LC, and they were tested for their cytotoxic
activity using a photometric SRB assay employing human tumor

* Corresponding author. Tel.: +49 345 5525660; fax: +49 345 5527030.
E-mail address: rene.csuk@chemie.uni-halle.de (R. Csuk).

0960-894X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2013.04.036

cell lines and mouse fibroblasts NiH 3T3. As a result, two fractions
were identified containing cytotoxic compounds: The first bio-ac-
tive fraction contained lactone 2, the second fraction consisted of
an unknown side-product 3° that was formed in significant
amounts (up to 15% isolated yield).

Figure 2. Structure of the unexpected selenophene 3.
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Figure 3. Experimental and calculated isotopic distribution for the quasimolecular ion [M+H]" of compound 3.

Close inspection of the 'H and '>C NMR data of 3 revealed the
absence of protons at C-18 and C-19 as well as at C-12 and C-13.
The protons H3((29) are shifted to lower fields (4 = 1.48 ppm). An
additional 7’Se NMR spectrum revealed the presence of a signal
at § = 592.27 ppm being typical'® for a selenophene. In the IR spec-
trum typical C=Se stretching vibrations'' were found at v =684
and 1469 cm ™.

An ESI-MS experiment showed the presence of a quasimolecu-
lar ion [M+H]" m/z = 603.3 with a rather complex pattern (Fig. 2)
corresponding to a molecular formula of C33Hy505Se. The calcu-
lated isotope distribution pattern for this molecule is also depicted
in Figure 3 and matches the result from the experiment.

73Se labeled derivatives have been used as pancreatic imaging
agents'? using y-ray scintigraphy, and several selenium com-
pounds'® were discussed in the chemoprevention of colon-cancer
representing one of the leading causes' for cancer-associated
death in the Western world.*~17 Thus, selenium compounds have
been suggested'®!7 as potent novel cytotoxic agents leading to an
apoptotic response'® either by a caspase-dependent process'® ol
by their interaction'® with glutaredoxin proteins.

Recently, the cytotoxicity of selenophenes has been investi-
gated in more detail. Thus, for some benzo|b]selenophene

derivatives cytotoxic activity on human fibrosarcoma cell has been
established,?® and for compound D-501036 (a bis-(2-selenienyl)-
N-pyrrole derivative) Chang and co-workers®' showed, that this
compound induces cellular apoptosis through the p53-associated
mitochondrial pathway. Also, several selenophenyl-substituted
quinolines®? as well as selenocarbamates®® exhibited significant
cytotoxic activity. Hence, we became interested in the cytotoxic
activity of 3 as compared to its parent compound 1 and lactone 2,

Table 1

Cytotoxicity (ICso values in pmol from SRB assays after 96 h of treatment; averaged
results from three independent experiments and using the two-parametric Hill-slope
equation using Graphpad Prism 5.04 and JMP7 software for calculations) of 1-3
against a panel of selected human tumor cell lines and a nonmalignant mouse
fibroblast cell line (NiH 3T3)

Cell line 1 2 3

518A2 26.1+1.6 147 £ 0.6 36.7£0.5
A2780 40.5£3.7 19.7£3.3 337+06
MCF? 51.6+26 335£13 456+3.3
8505C 116.4+10.7 732%55 422+28
HT29 77477 58.7 6.6 67.2+7.8
A549 426+73 150+09 469+1.8
NiH 3T3 101.4+72 381+43 46.1+4.4




MANUSKRIPT 3

3544
control 1
282
2124
b
-
= 141
o
o
71
W
o 1 {
0 28 5.6 84 0 2.8 56 84
DNA content DNA content
2 3
282
2124
%
(=1
= 1414
(=]
o
71
P ™
) \""F‘
0+ & T T Y
0 28 5.6 84 0 28 56 84
DNA content DNA content

R. Csuk et al./Bioorg. Med. Chem. Lett. 23 (2013) 3542-3546

HG1/GO S-phase W G2/M
20
1
9 8
. | L1
0 - -
-2 i
-7 8
T -20 -15
i
Q
oo
s
o
<
3
§ -40 -
=
3
2
B
a2
-
T 60
-80
-86
-100
1 2 3

Figure 4. Cell cycle distribution. Melanoma 518A2 cells were incubated with the respective compound for 24 h. After harvesting of all living cells, the cell cycle distribution

was measured using a propidium iodide (PI) assay.

Table 1 summarizes the results from the SRB assays®* using
several human tumor cell lines as well as nonmalignant mouse
fibroblasts (NiH 3T3). These experiments (Table 1) showed that se-
leno-3 is by and large as cytotoxic as parent compound 1 except for
human breast adenocarcinoma cells MCF7 and human adenocarci-
noma cell HT29. For the human thyroid-carcinoma cells 8505C a
2.8-fold higher cytotoxicity was found. In comparison, lactone 2
shows approximately twice the cytotoxicity than parent 1.

Thus, comparison of the cytotoxicity of parent 1 with lactone 2
and selenophene 3 indicates that a modified C-ring either leads to
an increase in cytotoxicity (as observed for 2) or leaves the biolog-

ical activity at least unchanged. To investigate the mode of action
for these new glycyrrhetinic acid derivatives, we investigated their
influence onto the cell proliferation of 518A2 melanoma cells. As
depicted in Figure 4, compound 3 induced a significant stop of cell
proliferation. The lactone 2 gave a similar effect after incubation
for 24 h whereas parent compound 1 does not affect the cell prolif-
eration rate at all. In summary, seleno-3 and lactone 2 act rather
cytostatic whereas compound 1 is cytotoxic.

Next, we became interested whether these compounds are still
able to trigger apoptosis. Typical morphological characteristics of
an apoptotic cell death are cell membrane stability, chromatin

Figure 5. Dye-exclusion assay (A, B, D). Melanoma 518A2 cells were incubated with the respective compound for 24 h. After collecting of the dead cells, these were stained
with AO/PI and investigated by fluorescence microscopy; cells treated with compound 1 (50 uM, picture A), 2 (30 pM, picture B) and 3 (50 uM, picture C). DNA-laddering
experiment (C): Melanoma 518A2 cells were incubated with 2 (30 uM). After collecting of the dead cells, these were submitted to the DNA-ladder experiment.
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Figure 6. Annexin V assay. Melanoma 518A2 cells were incubated with the respective compound for 6 h. After harvesting of all cells, the apoptotic cells were measured using

the Annexin V assay.

condensation as well as cell shrinking. Further, during this pro-
grammed cell death the iCAD (inactivated caspase activated
DNAse) becomes activated and cuts the DNA into smaller pieces
of approx. 178 bp. Caspase mediated ROCK (Rho-activated serine/
threonine kinases) activation leads to a degeneration of the actin,
cell contraction and membrane blebbing. Also, the exposure of
phagocytic signals (e.g. of phosphatidylserine) is a typical hallmark
of an apoptotic cell death.

By an AO/PI dye exclusion assay the membrane integrity and
other typical morphological characteristics were observed
(Fig. 5). In addition, the formation of a typical DNA-ladder was ob-
served for selenophene 3 (cf. Fig. 5C). Combined with the results
from the annexin V assay (Fig. 6) an apoptotic cell death becomes
evident. Furthermore, for the selenophene 3 an increased ability to
induce apoptosis (after an incubation time of 6 h) as compared to
lactone 2 was found.

The formation of a selenophene from the reaction of an o,p-
unsaturated ketone with SeQ, is—to the best of our knowledge—
unprecedented for triterpenoids. o,p-Unsaturated ketones usually
form intramolecular®® or intermolecular®® diselenides.

Presumably, selenophene 3 is formed by an SeO: mediated
allylic oxidation followed by an elimination under acidic condi-
tions'® to a 1,3-diene. This diene'” undergoes a [4+2] cycloaddi-
tion with SeO, to yield finally compound 3. Previously, the
formation of selenophenes from the reaction of 1,3-dienes with
Se0, at elevated temperatures has been reported by Lee et al.>"?8
for several verbenone derived dienes.

The biological properties make triterpenoid selenophenes inter-
esting candidates for further biological evaluation.
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Methyl 3 3-O-acetyl-13-carboxy-19-hydroxy-11-oxo-C-norolean-18-ene-30-oate (2) [125637-17-4]

To a solution of 1 (0.8 g, 1.56 mmol) in glacial acetic acid (50 mL) freshly sublimed SeQ, (0.8 g, 7.45 mmol)
was added, and the mixture was heated for 20 h at 120 °C. Another portion of SeQ; (0.8 g, 7.45 mmol) was
added, and heating continued for another 4 h. After cooling to room temperature, the mixture was filtered, water
(150 mL) was added, and the mixture was extracted with dichloromethane (4 x 50 mL), After drying (Na,S0y),
the solvents were removed at diminished pressure, and the residue was subjected to chromatography (Si0s,
hexanes/ethyl acetate, 9:1) to yield 2 (0.4 g, 50%) as an off-white solid;

Ry=0.52 (810, toluene/ethy] acetate/heptane/HCOOH 80:20:30:4);mp 285 — 289 °C (lit.: 291 - 292 °C)j[a]n =
+ 2,997 (¢ 0.5, CHCL):IR (KBr): v = 3449br, 3024w, 2970m, 2948m, 17785, 17365, 1690w, 1449m, 1382m,
13690, 12488, 12180, 1197m, 1153m, 10810, 11090, 1081w, 105806, 1024m, 10008, 980m cm"'_ UV -vis
(CHC13): hay (log £) = 232 (2.22) nm; 'H NMR (400 MHz, CDCL):8 = 4,55 (dd, J = 9.2, 7.3 Hz, 1H, CH (3)),
372 (5, 3H, CHA(31)), 3.08 (s, 1H, CH (9)), 2.33 (dad, S =139, 13.9, 3.3 Hz, 1H, CH, (21)), 2.07 (dedd, J = 14.0,
7.0,3.5 He, IH, CH, (1)), 2.04 (s, 3H, CH; (33)), 1.87 (ddd, J=15.0, 149, 3.6 He, 1H, CH, (16)), 1.76 {ddd, J =
13.9, 6.6, 3.3 He, 1H, CHy (21)), 1.76 — 1.65 (m, 4H, CH, (15) + CH, (6) + CH> (2)), 1.63 — 1.53 (m, 4H, CH> (T)
+ CH, (22) + CHy (6)), 1.47 (ddd, J = 13.6, 6.9, 3.4 Hz, 1H, CH, (22)), 1.42 (s, 3H, CH; (29)), 1.45 — 1.38 (m,
IH, CHy (16)), 1.32 — 118 (m, 2H, CH, (15) + CHy, (1)), 118 (s, 3H, CH; (26)). 1.16 (s, 6H, CH, (25) + CH;
(28)), 111 (s, 3H, CH; (27)). 0.96 — 0.90 (ms, 1H, CH (5)). 0.88 (s, 6H, CH (23) + CH, (24)) ppm; “C NMR
(100 MHz, CDCL;): 6 = 203.9 (C=0, CI11), 174.7 (C=0, C30), 174.4 (C=0, C12), 1709 (C=0, C32), 151.5
(Cquartes €190, 1192 (Cuan.. C18), 805 (CH, C3) 678 (Cyuan. C13), 65.6 (CH, C9), 55.3 (CH, C5), 52.9 (CH,,
C31), 48.5 (Couans C14), 434 (Cpan. C20), 42,4 (Cuans C8), 37.9 (Cran, C4), 36.8 (CHy, C1), 36.6 (CHa, C16),

1
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35.8 (Cuars C10), 35,3 (CH2C22), 34.1 (CHa, €7), 32.8 (CHa, €15), 314 (CHa, €21, 308 (Cpuan, C17), 28.2
(CH,. ©23), 26.9 (CH,, C28), 26.8 (CHs, C27), 23.4 (CHs, €26), 23.3 (CHy, €2), 21.4 (CHs, €33), 21.3 (CH.,
C29), 18.9 (CHa, C6), 17.3 (CHy, C25), 16.5 (CH;, €24) ppm: MS (ESI, MeOH): miz = 555.3 ((M+H]', 22%),
ST2.3 ([M+NH, |+, 35 %), 577.4 ([M+Na]", 100 %); 1131.3 ([2M+Na]’, 62 %).

Methyl 3f 3-0-acetyl-11-0x0-12,19-selena-olean-12,18-diene-30-oate (3)

was obtained as an off-white solid (15 %% M.p.: 199 = 201 °C; [a]p= + 9.23% (¢ 0,27, CHCl;); UV-vis (MeOQH):
Jmas (log £) = 307.03 (3.87) nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;): & =4.52 (dd, /= 11.4, 5.1 Hz, 1H, CH (3)), 3.75
(%, 3H, CH; (31)), 3.00 (ddd, J = 13.6, 7.3, 3.6 Hz, 1H, CH, (1)), 2.88 — 2.80 (m, 1H, CH, (21)), 2.81 {s,1H, CH
(9)), 2.07 (dd, J = 13.7, 3.0 Hz, 1H, CH, (15)), 2.03 (5, 3H, CH: (33)), 1.83 (ddd, /=143, 6.8, 3.4 Hz, IH, CH,
(2100, 1.74 (ddd, J=14.0, 14,0, 3.7 Hz, 1H, CH, (16)), 170~ 1.61(m, 6H, CH, (22) + CHa (7) + CH. (2) + CH,
(6)), 1.60 — 1.48 (m, 2H, CH, (7) + CH, (16)),1.48 (5, 3H, CH; (29)), 1.42 {ddd, J = 12.7,12.7, 3.0 Hz, 1H, CH,
(6)), 1.32 (s, 3H, CHW(27)), 1.26 (ddd, J =13.8, 6.4, 3.3 Hz, 1H, CH,, (15)), 1.16 {5, 3H, CH; (23)), 1.15 - 1.10
(m, 1H, CHy, (1)), 1.06 (5, 3H, CH; (28)), 1.02 (s, 3H, CH, (26)), 0.91 — 0.85 {m, 1H, CH (5)), 0.87 (s, 6H, CH;
(23) + CHy (24)) ppm; C NMR (100 MHz, CDCl5): & = 193.9 (C=0, C11), 176.1 (C=0, C30), 171.1 (C=0,
C32), 156.7 (C13), 1539 (CI8), 143.2 (C12), 139.1 (C19), 80.7 ({C3), 63.7 (C9), 55.8 (C5), 52.8 (C31), 48.6
(C14), 48.2 (C20) 45.4 (C8), 39.0 (C1), 38.4 (C10), 38.3 (C4), 34.8 (C17), 344 (C16), 34.1 (C22), 33.5 (CT),
323 (C29), 30.4 (C21), 28.3 (C23), 28.1 (C28). 25.4 (C15), 24.3 (C27), 23.8 (C2), 21.5 (C33), 19.2 (C26), 17.4
(C6), 17.0 (C25), 16.8 (C24) ppm; 7"Se NMR (95 MHz, CDCL): & = 592.27 ppm; MS (ESI, MeOH): miz =
603.3 (100 %, [M+H]), 625.7 (10 %, [M+Na]"), 656.5 (15 %, [M+Nat+tMeOH] ), 1227.1 (10 %, [2M+Na] );
analysis for CiHyOxSe (601.68): C, 65.87; H, 7.71; found: C, 65.69; H, 7.82,
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Lactone (2)
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Selenophene (3)
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Cell Cycle investigations

Approximately 1.2¥10° cells (518A2) were seeded in 6-well plates, and the cells were allowed to grow for 24 h.
After removing of the used medium, the substance-loaded medium (5 ml) was reloaded (1 [SOuM], 2 [30pM], 3
[50uM] or a blank fresh medium as a control). After 24 h, the living cells were harvested, washed with PBS
(with Mgl‘ and Ca:') twice and fixed with ethanol (70 %, 4°C, 1h). After removing of the fixation and
permeabilization reagent, the cells were washed with PBS buffer (with Mg®* and Ca®", containing 1% BSA and
0.1% NaNs, 3 x 1 ml, 1000 rpm) and adjusted to 1#10° million cells. The pellet was gently suspended in staining
buffer (PBS buffer containing BSA, RNAse, NaN; and PI analog Darzynkiewicz ef @l.) and incubated at 37°C
for 30 min. Analyses were performed using an Attune” FACS machine; collecting data from the BL-2A channel.
Doublet cells were excluded from the measurements by plotting BL-2A against BL-2H. For each cell cycle

distribution 5.000 events were collected. Distribution was calculated by the method of Dean er al.

Result:
control @ 5] ]
24
g
clﬂ-
(o]
71+
W
o
° kL 34 L8] ° kAl e L O] an 56 LR o RA 56 e
BL2-A BL2-A BL2-A BL2-A
%Gl %@ |%S %GL %2 |%S UGl %R %S %Gl |%R %S
46,662 ‘ 3694 | 44643 45600 @ 8055 46345 51694 | 7402 20903 50.569 1.207 :43 224
9
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Dye-exclusion assay (AO/PI) with DNA-ladder

The Dye-exclusion assay and the DNA-ladder experiment was preformed like described'.

Annexin V — Assay

Approximately 1.2*10° cells (518A2) were seeded in 6-well plates and the cells were allowed to grow for 24 h.
After removing of the used medium, the substance-loaded medium was reloaded (1 [S0uM], 2 [30uM], 3
[50uM] or a blank fresh medium as a control). After 6 h, all cells were collected and washed with PBS (with
Mg®" and Ca®") twice. The cells were washed with annexin-V binding buffer (BD Pharming™) and adjusted to
1*10° cells. AnnexinV-FITC (5 pl, Life Technologies™) and propidium lodide (5 pl, 50 pg/ml) and incubated in
the dark at room temperature for 15 min. Analyses were performed using an Attune” FACS machine; collecting

data from the BL1-A and BL3-A channel after compensation.

Results:

s o
*
i e
:

200 “:nmi; total apoptosis W vital cells 180 "a total apopiosis  ® sec nocresis W apoptosis
g 150 1 132 _.7""0 ‘
s 100 | et =
par 5 = 3 3
501 28 f ot s B0 5
B_ o0l - L Fr0- d
éﬁ 0 .“ § o 72
- 100 | . = 601
1 150 2 0 ¥ 30
§ i A30 3 W ks 20
2 200 1 ey 20 .o.x
=250 0.0 ' -

1 2 3 1 2 3

(1) Csuk, R.; Siewert, B.; Dressel, C.; Schiifer, R. Eur. J. Med. Chem. 2012, 56, 237-245,

10
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Compound 1:

Detailed data from the SRB assay:

3AcGaME
150+
-~ 518A2 (MBZ36)
-& A2780 (MBZ36)
-+ MCF7 (MBZ36)
-+ NiH3T3 (MBZ36)
- A549 (MBZ36)
-0~ 8505C(MBZ36)
8 HT29 (MBZ36)
1
150
JW002
] Nonlin fit ~ | = | & ] e L = | Y | = L
Table of sesubs 18A2 (MBZ38\2780 (MBZ3GACFT (MBZ386:H3T3 (MBZ38549 (MBZ36B505CMBZ36HT29 (MB236)
4 S e [ o [ Y [ Y e Y
1 Inhabxtion vs. resp ~ Variable slope (tw |
2 Best-fit values
3 Bottom =00 =00 =00 =00 =00 =00 =00
4 Top =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 =100.0
5 IC50 26.06 4054 5156 1014 4263 1164 |77 60
6 Hillslope 2240 2537 1837 1788 1.360 1839 11997
7 Span =100.0 = 100.0 =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 =100.0
8 Std. Error
9 IC50 1611 3676 2581 7.162 7.280 10.71 |7.687
10 Hillslope 02707 0.5461 0.1768 0.2683 03502 03526 10.4501
1 95% Confidence Intervais |
12 C5( 21.92 o 30.2/31.09 t0 49.9 44.93 10 58.2 82.97 to 119. 23.91 to 61.3/88.89 to 144./57.84 t0 97.3/
13 Hillslope 1.544 10293 1.134 t0 3.94 1.382 10 2.29. 1.098 10 2.47 0.4592 to 2.2 0.9329 to 2.7,0.8399 to 3.11-
14 Goodness of Fit |
15 Degrees of Freedom 5 5 5 5 5 5 |5
16 R square 0.9913 09638 0.9902 0.9705 09230 0.9500 10.9301
17 Absolute Sum of Squares 98.74 3096 69.88 93.97 537.0 1211 1300.0 3
18 Syx 4444 7.869 3739 4335 10.36 4.921 |7.746
19 Constramnts
20 Bottom Bottom = 0.0 Battom = 0.0 Bottom = 0.0 Bottom = 0.0 Bottom = 0.0/ Bottom = 0.0|Bottom = 0.0/
21 Top Top=1000 Top=1000 Top=1000 Top=1000 Top=1000 Top=1000 Top=1000 |
L 72}" Number of points |
23 Analyzed 7 7 7 7 7 7 7
24
11
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Compound 3:
Selenophen
150-
-o- 518A2 (MBZ33)
= A2780 (MBZ33)
100
50-
0 T T . 2 1
0 50 100 150 o HT29 (MBZ56)
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- A549 (MBZ56)
-+ MCF' (MBZ56)
% B8505C' (MBZ56)
Noniin 6t A o L B N L T -
L Tiable of rezults 1842 (MBZIF2TE0 MEIZIZHT29 (MBZE6HHITS (MBZSME4T (MBZSEMCE (MEZ56)505C (MBZ5E
E o Y [ vV [ v [ V[V [ V|
1 Inhibition vs. respanse — \Varable slope b |
Fl Best-it values
3 Buottom =00 =00 =040 =0.0 =00 =00 =00
4 Top =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 = 100.0 =100.0
5 1C50 36.66 3367 45 60 46.09 46.89 4218 6722
6 Hillzlope 1.853 3845 2214 0.5966 1.245 2208 1.361
7 Span =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 =100.0 = 100.0 =100.0
8 Std. Emor
9 IC50 0.4E51 0.5952 3252 4387 1.769 2.758 T.848
10 Hill zlope 0.04593 0243 0.3556 004831 0.07298 0.3680 0.2288
1 95% Confidence Intervals
12 IC50 35.20 to 2803222 to 35.1 37.64 to 53.5(34.79 1o 57.4(42.34 1o 51.4 35.06 to 49.2|47.04 to 87.3
13 Hill slope 1765 to 2.02 3045 to 4.24 1.343 to 3.08(0.4724 to 0.7|1.058 10 1.431.279 10 31T|0.7730 10 1.9
14 Gaodness of Fit
15 Degrees of Freedom 4 3 [ 5 5 [ 3
18 R square 0.9553 0.9951 0.9756 05875 0.9547 0.9673 0.9600
1w Absolute Sum of Squares 09431 8141 2221 2817 15.95 7.7 Bra1
18 Syx 04856 1.165 6.084 2373 1.786 5435 4.060
18 Constraints
20 Buttanm Bottom = 0.0 Bottom = 0.0 Battarn = 0.0 [Battorn = 0.0|Battom = 0.0 Bottom = 0.0|Bottom = 0.0
FI] Top Tag= 1000 Top=100.0 Top=100.0 Top=100.0 |Top=100.0 [Top=100.0 Top= 100.0
2 Number of paints
F5) Aralyzed 3 ] 3 7 7 7 7
T
13
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Compound 2:
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Several derivatives of tormentic acid have been prepared and tested for their antitumor activity. The
dichloroacetate 14 is an excellent antitumor active agent acting by an apoptose inducing pathway as
demonstrated by OA/PI staining, DNA laddering experiments as well as by an annexin V binding assay.

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Cancer is still one of the leading causes of death. The index of
cancer cure is often low and its treatment is still a challenge. Cancer
cells hold the ability to evade death, and expressing multidrug
resistance is an important draw-back in the chemotherapy of
cancer.

Natural products have been used to treat diseases for thousands
of years. They still play an important role in development of new
drugs. Among them, triterpenes represent a class of most signifi-
cant compounds. They have been shown to possess a broad variety
of medicinal properties. In continuation of our previous studies on
betuline, betulinic, glycyrrhetinic and boswellic acid derivatives as
antitumor active compounds, we became interested in tormentic
acid as a lead compound in the synthesis of antitumor active
derivatives,

Common tormentil (bloodroot, Potentilla erecta), also known as
shepherd's knot, is a low, clump-forming plant growing wild all
over northern Europe and all over Asia. Extracts prepared from the
dried root have been used to treat bleedings and diarrhea (because
of its high content in tannins acting as adstringents) or to dye
leather red (because of the presence of phlobaphenes).

 Dedicated to Prof. Dr. Rainer Beckert, Friedrich-Schiller Universitit Jena, on the
occasion of his 60th birthday. Ad multos annos!
* Corresponding author, Tel: +49 0 345 55 25660; fax: +49 0 345 55 27030.
E-mail address: rene.csuk@chemie.uni-halle.de (R. Csuk).

0223-5234/$ — see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2012.08.032

As early as 1915 tormentol (tormentoside) [1] was isolated as
the P-b-glucopyranosyl ester of tormentic acid the structure of
which was established in 1966 [2—4]. Tormentic acid, i.e. (2R, 3 R,
19 R) 2,3,19-trihydroxy-urs-12-en-28-carboxylic acid (1), can be
extracted [5—17] from various plants, among them Myrianthus
serratus, Perilla frutescens, Cotoneaster simsonsii, Rubus sieboldii but
also from species of Potentilla, e.g. Potentilla anserina, Tormentilla
tormentilla or P. erecta.

There are ample examples for the antitumor activity of
pentacyclic triterpenes; less is known, however, about the bio-
logical activity of 1 and even fewer data have been reported for
derivatives of 1. Thus, 1 is able to inhibit in vitro platelet
aggregation [18], and the influence of 1 on forming atheroscle-
rotic plaques [19] in mice has been investigated. In addition, TA
reduced vascular smooth muscle cell proliferation [20] and
possesses [21,22] some anti-inflammatory activity, Compound 1
reduced also the viability of human gastric cells [13] by an
inhibition [13,23,24] of 2- and B-DNA polymerases. Only a weak
cytotoxic activity has been established [25,26] for different
tumor cell lines; some anticancer activity has been found for 1
for lymphocytic leukemua cells [27]. Interesting to note that 1
shows little toxicity [13] to normal cells, and 1 has been sug-
gested [20] to be developed for the treatment of post-
angioplasty re-stenosis. Recently, 1 methyl ester (2) has been
shown [28] to act as a selective, low micromolar inhibitor of
11p-hydroxysteroid dehydrogenase and to display anti-
inflammatory effects [29,30].
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2. Results
2.1. Chemistry

Quite recently, we became aware that small structural modifi-
cations, e.g. esterification or acylation of a triterpenoid skeleton
[31-38], might result in obtaining compounds of improved cyto-
toxicity. Thus, 1 was used as an easy accessible starting material for
the synthesis of “simple” derivatives.

Treatment of 1 (Scheme 1) with Mel/K;CO3 gave the methyl ester
2[4,28,39,40] in almost quantitative yield. TEMPO oxidation [41,42]
of 2 yielded the 2-oxo compound 3 [1] in 83% yield; compound 3 is
characterized by the presence of a carbonyl signal in its *C NMR
spectra at é = 211.0 ppm. This oxidation advances in a regioselective
way; no oxidation at position C-3 could be noted. The reason for this
regioselectivity might be the steric hindrance at position C-3
because of the presence of the two geminal methyl groups at C-4.

Oxidation of 2 using bis(tri-n-butyl-tin)oxide [43,44] in the
presence of bromine at 0 °C, however, yielded the 3-oxo compound
4 whose carbonyl group can be found in the *C NMR spectrum at
& = 216.6 ppm. Using a prolonged reaction time and an excess of
oxidizing agent gave the 3-oxo-1,12-diene 5 in 57% yield. Reduction
of 3 with sodium borohydride proceeded in a stereoselective way
and provided the 2-epi compound 6; compound 6 represents a 2,3-
bis epimer to euscaphic ester 8; the latter is easily obtained from
naturally occurring euscapic acid (7) by esterification with diazo-
methane. As an alternative, reduction of 5 under the same condi-
tions gave a 70% yield of 6. Compound 8 was oxidized in
a regioselective manner to afford 4.

For betulin and betulinic acid, several acylated derivatives
showed a higher antitumor activity than their parent compounds
[38,45]. Therefore, it seemed of interest to prepare several acylated
analogs of 2 and to compare their biological activity with parent 2.

Acetylation of 1 (Scheme 2) with acetic anhydride in dry pyri-
dine for 24 h yielded 66% of the diacetate 9. If the reaction was
stopped after 3 h, the 2-0-acetyl derivative 10 and the 3-0-acetyl
derivative 11 were isolated in 56% and 21%, respectively. The
monoacetates 10 and 11 were previously isolated [25] from
Cecropia lyratiloba, and shown to be effective inhibiting the viability
of a chronic myeloid leukemia blast crisis cell line by inducing
apoptosis [2]. Acetylation of 3 under similar conditions provided
acetate 12 whereas from compound 4 mono-acetylated 13 was
formed. Acylation of 2 with chloroacetyl chloride yielded the 2,3-
bis(chloroacetyloxy)-compound 14, the 2-O-chloro acetate 15 and
the 3-O-chloro acetate 16.

2.2. Biology

Thus, contrary to previous findings with betulinic acid, neither
an esterification nor an acetylation resulted in products of signifi-
cantly increased cytotoxicity (Table 1). Mono- or diacetylated
products 9-11 showed only moderate cytotoxicity (ICsp > 30 pmol)
for all human tumor cell lines tested. A similar behavior can be
found for the mono-acetylated keto compounds 12 [1] and 13 and
for the keto compounds 3, 4 and 5. An improvement was observed
for the mono-chloroacetylated compounds 15 and 16; a signifi-
cantly improved cytotoxicity, however, was observed for bis-
chloroacetylated 14.

Cell death can occur [46,47] either necrotic or programmed by
a variety of different forms being known for the latter. Apoptosis is
characterized [46] inter alia by cell shrinking, membrane blebbing,
an enhanced activity of caspases, a translocation of phosphati-
dylserine and DNA fragmentation. Previous work of Rocha et al
[2,25] and Fogo et al. [20] gave evidence for 1 and several alkynic
derivatives thereof for acting by inducing apoptosis. To evaluate the
ability of our compounds, tormentic acid methyl ester 2 and the

HO"

8R=Me

g( 7 R = H (Euscaphic acid)

Scheme 1. a) TEMPO, NaOCl, CHCly, 8 h, 63%; b) [(nBu)35n];0, Brz, 0 °C, 1 min, 62%; ¢) [(nBu);Sn|,0, Bra, 0 °C, 15 min, 57%; d) NaBH,, MeOH, reflux, 1 h, 82%; e) [(nBu);Sn];0, Br;,

0°C, 1 min, 67%; f) NaBH,, MeOH, reflux, 1 h, 70%; g) CHoNz, MeOH, 95%.
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3 R=H
a( 12R=Ac

1
E 9
a. {10

R'=RZ=R*=H
R'=R?=Ac,R®=H
R'=Ac,R®=H,R®=H
11 R'=H,RZ=Ac,R®=H

14 R' = R = CI-CH,-C(=0), R® = Me
15R" = CI-CH,-C(=0), R? = H, R® = Me
16 R' = H, R? = CI-CH,-C(=0), R® = Me

4 R=H
3( 13R=Ac

Scheme 2. a) Ac;0, pyridine, CHyCl, 24 °C, 3—24 h, 9: 66%, 10: 56%, 11: 21%, 12: 66%, 13: 68%; b) CICHCOCI, pyridine, CH;Cls, 24 °C, 4 h, 14: 26%, 15: 40%, 16: 11%.

most active compound of this series, bis-chloroacetyl 14 were
tested in more detail.

As indicated above, programmed cell death is characterized [47]
by different morphological changes. Thus, living cells (518A2) were
stained with acridine orange (AO) and investigated by fluorescence
microscopy. AO is an uncharged cationic dye; it binds to nucleic
acids. AO and nucleic acids form either monomeric complexes with
double stranded nucleic acids (exhibiting a green fluorescence) or
dimers with single stranded nucleic acids (emitting orange light).
Maslinic acid (MA) is well known for its ability to induce apoptosis
in cancer cells and was used as a control [22,27,48—57]. A typical
condensation of the chromatin as well as blebbing of the nuclear
membrane and a shrinking of the cells was observed. Compound 2,
however, shows only a weak ability to induce cell death for 518A2
cells at a concentration of 30 uM. The condensation of chromatin as
well as the blebbing of the nuclear membrane indicates a pro-
grammed cell death process. The same phenomenon was observed
for 8505C human thyroid carcinoma cell cells. Some red dots were
seen during microscopy; these were assigned to proteasomes or are
due to lysosomal activity [58].

Additional investigations using an AO/PI exclusion dye assay
(Fig. 1) showed that the majority of the dead cells still possess an
intact cell membrane. While membrane disruption is

Table 1

a characteristic feature of necrosis [leading to deep red light
emission from the propidium iodide (PI)], an intact membrane
indicates a programmed cell death since PI — as a double charged
molecule — cannot enter the cell as long as the cell membrane is
intact [59]. All compounds used in this AO/PI assay induced
a controlled cell death hence paralleling previous findings
[2,25,50,60] for other triterpenoic acids.

To gain a deeper insight, additional experiments were called for.
Phosphatidylserine — a label for cell death — switches from the
inner to the outer cell membrane during the cascade of apoptosis
[47]. Annexin V, a cellular protein of the annexin group, selectively
binds to phosphatidylserine. By a combination of the protein with
fluorescine isothiocyanate (FITC) a fluorescence active dye is
formed. In this assay 8505C cancer cells emitted green light hence
having bound annexin V-FITC and thus indicating that these cells
died by apoptosis [61]. The same was true for experiments
employing 518A2 cancer cells. Fig. 2 depicts the results from the
annexin V-FITC/PI stained cells by FACS-analysis.

Another typical hallmark of apoptosis is an exactly determined
cutting of the DNA by endonucleases into multiple 180 bp frag-
ments (and multiples thereof) [62,63]. All tested compounds gave
the characteristic DNA ladders. To evaluate the cancer-to-control
selectivity of some of our compounds, additional experiments

Cytotoxicity (ICso in pmol; SRB assay) for tormentic acid (1) and compounds 2—16 in a panel of various cancer cell lines [518A2 (melanoma), 8505C (anaplastic thyroid), A253
(head), A2780 (ovarian), A549 (lung), DLD1 (colon), MCF7 (mamma)], non malignant mouse fibroblast (NiH 3T3), and human fibroblast primary culture cells (WW030272).
Values were obtained from SRB assays after 96 h of treatment; the values are averaged from at least 5 independent experiments (n.d. not determined).

518A2 8505C A253 A2780 A549 DLD-1 MCF7 NiH 3T3 Ww030272

1 =30 234+ 08 =30 =30 310+ 0.1 310 + 0.2 323 +25 =30 477 £ 1.1
2 313 +39 420+ 52 17.0 + 2.0 239+ 43 n.d. 374+ 1.0 313+ 34 15.6 + 5.0 475+ 1.1
3 =30 =30 n.d. 17.8+£19 n.d. =30 287 +£05 19.2 £ 06 nd.

4 89+05 129+ 02 68+ 1.8 49+ 04 11.8+02 180+ 0.1 94 +05 7.9 +20 nd.

5 172 227 25.0 £ 09 =30 =30 =30 =30 260 + 54 =30 n.d.

6 =30 =30 153+ 20 189+ 35 =30 =30 226+ 10 =30 n.d.

8 277 +£02 293425 164 + 126 128+ 15 306 + 04 358+ 1.8 17.8 +45 =30 234417
9 =30 =30 273 +£35 17.6 £ 49 =30 =30 204 +3.7 323+ 0.1 n.d.

10 =30 =30 =30 243 + 90 =30 =30 253+ 26 =30 nd.

11 =30 =30 =30 281+ 09 =30 =30 262 +0.7 =30 nd.

12 5.6+12 7.0+£02 6.7+ 1.1 4404 7804 13.5+04 8209 67+1.1 n.d.

13 289+ 07 =30 185+ 04 9.0 4 313 +04 282 +05 14.8 + 0.4 251+ 46 n.d.

14 1.1+02 16 +0.7 16+ 09 08 +04 1.2+05 22+02 1.5+ 08 1.1+01 34+ 1.1
15 45 =04 46+ 05 46+ 0.5 2603 97 06 37+£04 26+03 2102 nd.

16 55+06 7.5+08 4104 4104 10010 6.0 £06 6.9+ 0.7 42+04 nd.
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Fig. 1. AO/PI assay of dead 8505C cells. The cells were treated with MA (A), tormentic acid (B), 2 (C) and 14 (D); green cells indicate a controlled cell death, deep red cells a necrotic
way of exitus. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

using human fibroblast primary culture cells WW030272 were
used. The results of these experiments are included in the table.

3. Conclusion

In summary, tormentic acid (1) as well as its methyl ester 2 are
adequate and its dichloroacetate 14 is an excellent antitumor active
agent acting by an apoptose inducing pathway as demonstrated by
OA/PI staining, DNA laddering experiments as well as by an annexin
V binding assay.

4. Experimental
4.1. Biological material

4.1.1. Cell lines and culture conditions

The cell lines 518A2, 8505C, A253, A2780, A549, DLD-1, MCF-7,
NiH 3T3 and WW030272 were included in this study. Cultures were
maintained as monolayer in RPMI 1640 (PAA Laboratories, Pasch-
ing, Germany) supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine
serum (Biochrom AG, Berlin, Germany) and penicillin/streptomycin

1(30 uM, 6 h)

apoptosis

secondary apoptosis

10 . ,:g

10°
<
8 g
10°
ital cell: nec s
102 vital <_L: s : «:7
102 100 10 10°  10°
BL2-A

(PAA Laboratories) at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO»/
95% air.

4.1.2. Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of the compounds was evaluated using the
sulforhodamine-B (SRB) (Sigma—Aldrich) microculture
colorimetric assay. In short, exponentially growing cells were
seeded into 96-well plates on day O at the appropriate cell densi-
ties to prevent confluence of the cells during the period of exper-
iment. After 24 h, the cells were treated with serial dilutions of the
compounds (0—30 pM) for 96 h. The final concentration of DMSO or
DMF solvent never exceeded 0.5%, which was non-toxic to the cells.
The percentages of surviving cells relative to untreated controls
were determined 96 h after the beginning of drug exposure. After
a 96 h treatment, the supernatant medium from the 96 well plates
was thrown away and the cells were fixed with 10% TCA. For
a thorough fixation, the plates were allowed to rest at 4 °C. After
fixation, the cells were washed in a strip washer. The washing was
done five times with water using alternate dispensing and aspira-
tion procedures. Afterward the plates were dyed with 100 pl of 0.4%
SRB (sulforhodamine B) for about 30 min. The plates were washed

Compound 14 (3.5 uM, 6 h)

apoptosis secondary apoptosis
10°
10°
<
&
& a
107
10°
102 necrosis
r T T
102 10° 10t 10° 10°
BL2-A

Fig. 2. FACS analysis of 8505C cells after 6 h incubation with 1 (left) or compound 14 (right).
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with 1% acetic acid to remove the excess of the dye and allowed to
air dry overnight. Tris base solution (100 pl of 10 mM) was added to
each well and absorbance was measured at 570 nm (using a 96 well
plate reader, Tecan Spectra, Crailsheim, Germany). The 1C5y was
estimated from the dose—response curves.

4.1.3. Morphological investigation of living cells

In an eight-well chamber slide (Sigma—Aldrich) 10.000 cells of
the human thyroid cancer cell line 8505C or 10.000 cells of the
melanoma cell line 518A2 were seeded. After 24 h of incubation, the
medium was removed, and the cells were treated with maslinic
acid (MA), tormentic acid (1) or tormentic acid methyl ester (2)
(4 ml, 30 uM). On the next day the supernatant medium was
removed, and the cells were washed with PBS (w(o, 1 ml)) and
stained with acridine orange (5.10°% mol). Visual inspection was
performed using a fluorescence microscope (Zeiss Axioskop).

4.14. Apoptosis assay of dead cells by AO/PI dye exclusion test and
annexin V-FITC

The death of the cells was analyzed employing an OA/PI assay as
well as with annexin V-FITC dye using fluorescence microscopy and
human cancer cell lines 518A2 and 8505C, respectively. Approx.
1*106 cells were seeded in cell culture flasks (25 cm?), and the cells
were allowed to grow up to 80%. After removing of the used
medium, the substance loaded fresh medium was reloaded (or
a blank new medium as a control). After 24—48 h, the supernatant
medium was collected and centrifuged (300 g, 4 °C), the pellet was
gently suspended in phosphate-buffered saline (PBS, 1 ml) and
centrifuged again. The PBS was removed, and the pellet again
gently suspended in PBS (100 pl). The analysis of the cells was
performed using a fluorescence microscope after having mixed the
cell suspension (10 ul) with a solution of AQ/PI (10 ul). A green
fluorescence indicates apoptosis whereas a red colored cell indi-
cates necrosis.

For the investigations using annexin V-FITC, the cells were
washed with annexin V binding buffer after the treatment with
PBS, then centrifuged and dyed for 15 min using an annexin V
staining buffer. Analyses were performed using a fluorescence
microscope; green colored cells indicate cells with phosphati-
dylserine on the outer cell membrane, a phenomenon that is typical
for apoptosis.

4.1.5. DNA laddering experiments

Approximately 1*10° cells (518A2 or 8505C) were seeded in cell
culture flasks (25 cm?), and the cells were allowed to grow up to
80%. After removing of the used medium, the substance loaded
medium was reloaded (or a blank fresh medium as a control). After
24—48 h, the supernatant medium was collected and centrifuged
(300 g, 4 °C). The pellet was gently suspended in phosphate-
buffered saline (PBS 1 ml) and centrifuged again. The PBS was
removed and lyses buffer (30 pl, 0 °C, 10 min) was added. The cells
were incubated for 2 h (37 °C) after treatment with RNAse (10 ul,
0°C, 10 min) and for 12 h at 50 °C after having been treated with
proteine kinase K (10 pl). The extract was mixed with DNA-ladder
dye (10 pl) and analyzed by gel electrophoresis (agarose,
150 mV, 2 h).

4.2. General — chemistry

Reagents were bought from commercial suppliers without any
further purification. Melting points were measured with a LEICA
hot stage microscope and were not corrected. NMR spectra were
recorded on VARIAN Gemini 200, Gemini 2000 or Unity 500
spectrometers at 27 °C with trimethylsilane as an internal standard,
4 are given in ppm and J in Hz. Mass spectra were taken on

a FINNIGAN MAT TSQ 7000 (electrospray, voltage 4.5 kV, sheath gas
nitrogen) instrument. Elemental analyses were measured on
a Foss-Heraeus Vario EL unit. IR spectra were recorded on a Perkin—
Elmer FT-IR spectrometer Spectrum 1000, optical rotations on
a Perkin—Elmer 341 polarimeter (1 cm micro cell, 25 °C) and UV—
vis spectra on a Perkin—Elmer unit, Lambda 14. TLC was performed
on silica gel (Merck 5554, detection by UV absorption). Solvents
were dried according to usual procedures. The purity of the
compounds was checked by HPLC/DAD and found to be >98% for
each compound.

4.3. (3 R, 19 R) methyl 3,19-dihydroxy-2-oxo-urs-12-en-28-
carboxylate (3)

To a solution of 2 (376 mg, 0.75 mmol) and TEMPO (2 mg,
0.01 mmol) in dichloromethane (20 ml), a solution of KBr (9 mg,
0.075 mmol) and (n-Bu)4NBr (120 mg, 0.37 mmol), in an aq. solu-
tion of NaHCO3 (5%, 3 ml) was added. Under vigorous stirring an aq.
solution of NaOCI (1 M, 0.8 ml) was slowly added with 2 h (no
further discoloration of the reaction mixture), and stirring was
continued for another 6 h. The reaction was quenched by the
addition of water (50 ml), and extracted with dichloromethane
(4 x 40 ml). The combined organic phases were washed with brine
(2 x 30 ml), dried (NazS04), and the solvent was evaporated. The
residue was subjected to chromatography (silica gel, toluene/ethyl
acetate/formic acid/n-heptane 80:20:3:10) to yield 3 (237 mg, 63%)
as a colorless solid; mp 104—-106 °C; [a]f,“ = +37.3° (c = 0.47, CHCl3);
R = 047 (toluenefethyl acetate/formic acid/n-heptane
80:20:3:10); IR (KBr): v = 3488 br, 2949 s, 1717 5, 1458 m, 1394 m,
1234 m, 1208 m, 1153 m, 1117 m, 1057 m, 1034 m, 970 w, 772 w,
733 wem '; TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 5.28 (dd, Ji1.. 12 = 3.1,
Jun 2 =31 Hz, 1 H, H-12), 3.83 (s, 1 H, H-344), 3.53 (s, 3 H, H-31),
2.54(m, 1 H, H-16,4), 2.39(d, J1eq, 1ax = 12.5 Hz, H-1¢q), 2.03 (d, Jyax,
1eq = 12.5 Hz, 1 H, H-14), 1.89 (m, 3 H, H-9, H-11" and H-11"), 1.67
(m,1H, H-22"),1.66—1.51 (m, 6 H, H-6", H-7", H-15,4, H-16¢q, H-21"
and H-22'),1.39 (m, 2 H, H-6', H-5), 1.37—1.30 (m, 2 H, H-7’, H-20),
1.24(s, 3 H, H-27),1.19 (m, 1 H, H-21"),1.14 (5, 3 H, H-29), 1.13 (5, 3 H,
H-23),0.97 (m, 1 H, H-15¢¢), 0.87 (d, J20, 30 = 6.5 Hz, 3 H, H-30), 0.81,
0.63 and 0.62 (each s, 9 H, H-24, H-25, H-26) ppm; '*C NMR
(125 MHz, CDCls): § = 211.0 (C2), 178.2 (C28), 138.4 (C13), 128.2
(C12), 82.6 (C3), 73.1 (C19), 54.4 (C5), 53.2 (C18), 53.1 (C1), 51.6
(C31), 47.8 (C17), 47.2 (C9), 45.7 (C4), 43.7 (C10), 41.3 (C14), 41.1
(C20), 40.3 (C8), 37.3 (C22), 32.4 (C7), 29.4 (C23), 28.2 (C15), 27.4
(C29), 259 (C21), 25.4 (C16), 24.3 (C27), 23.6 (C11), 21.0 (C6), 18.6,
16.5, 16.1 (C24, C25, C26), 16.2 (C30) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z
(%) =501.4 ([M + H]*,10), 518.4 ([M + NH4]*, 10), 523.3 ([M + Na],
100), 539.3 ([M + K]*, 19); analysis for C3;Hyg0s5 (500.71): C, 74.36;
H, 9.66; found: C, 74.21; H, 9.82.

44, (2 R, 19 R) methyl 2,19-dihydroxy-3-oxo-urs-12-en-28-
carboxylate (4)

From 2: To a solution of 2 (500 mg, 0.99 mmol) in dry chloro-
form (20 ml) at 0 °C [(n-Bu)3Sn];0 (0.5 ml, 0.99 mmeol) and bromine
(51 pl, 0.99 mmol) were added. After stirring for 1 min, NEts
(0.10 ml) was added, the solvents were removed under diminished
pressure, and the residue was subjected to chromatography (silica
gel, toluenefethyl acetate/formic acid/n-heptane, 80:20:3:10) to
afford 4 (310 mg, 62%) as a colorless solid.

From 8: Analogous synthesis starting from 8 (673 mg,
0.99 mmol) gave 4 (452 mg, 67%) as a colorless solid; mp 114—
17 °C; o)’ = +31.3° (¢ = 0.42, CHCl3); Ry = 0.46 (toluene/ethyl
acetate/formic acid/n-heptane, 80:20:3:10); IR (KBr): » = 3483 br,
2935 5, 1720 5, 1458 m, 1390 m, 1263 m, 1232 m, 1207 m, 1192 m,
1153 5, 1094 m, 1056 m, 961 w, 866 w, 771 w cm™|; TH NMR
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(500 MHg, CDCl3): é = 5.32 (dd, 1 H, 12, 11- = 3.5, J12, n~ = 3.5 Hz, H-
12),4.51(dd, 1 H, Jaax, 1ax = 12.5, J2ax, 1eq = 6.5 Hz, 1 H, H-24), 3.58 (s,
3 H, H-31), 2.57 (s, 1 H, H-18), 2.51 (m, 1 H, H-16,4), 2.40 (dd, J1eq.
1ax = 12.5, J1eq, 2ax = 6.5 Hz, 1 H, H-1¢q), 2.04—2.01 (m, 2 H, H-11", H-
11"),1.72-1.28 (m, 12 H, H-6’, H-6", H-7', H-7", H-9, H-15,y, H-16¢q,
H-20, H-21', H-21", H-22', H-22"),1.25 (s, 3 H, H-25), 1.22 (5, 3 H, H-
27),1.20(s,3 H,H-29),1.16 (s, 3 H, H-24), 1.16—1.13 (m, 2 H, H-1,x, H-
5), 111 (s, 3 H, H-23), 1.01 (m, 1 H, H-15¢q), 0.93 (d, J30, 20 = 7.0, 3 H,
H-30),0.73 (s, 3 H, H-26) ppm; 3¢ NMR (CDCls, 125 MHz): 6 = 216.6
(€3),178.3 (C28),138.3 (C13),128.5 (C12), 73.1 (C19), 69.1 (C2), 57.6
(€5),53.1 (C18), 51.6 (€31),49.5 (C1), 47.8, 47.7 (C4, C17), 46.9 (C9),
41.2 (C14), 41.1 (C20), 40.0 (C8), 37.6 (C10), 37.3 (C22), 32.4 (C7),
28.2(C15), 27.4(C29), 25.9 (€C21), 25.4 (C16), 24.7 (C23), 24.4 (C27),
23.8 (C11), 21.6 (C24), 19.2 (C6), 16.8 (C26), 16.1 (C30), 15.9 (C25)
ppm; MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 501.4 ([M + H]", 116), 518.4
([M + NH4]", 10), 523.3 ([M + Na]*, 100), 539.3 ([M + K], 17);
analysis for C3;H4305 (500.71): C, 74.36; H, 9.66; found: C, 74.25;
H, 9.81.

4.5. (19 R) methyl 2,19-dihydroxyursa-3-oxo-1,12-dien-28-
carboxylate (5)

Following the procedure as described above (15 min reaction
time), from 2 (214 mg, 0.43 mmol), [(n-Bu)3:Sn];0 (0.44 ml,
0.86 mmol) and bromine (44 pl, 86 mmol), compound 5 (121 mg,
57%) was obtained as a white solid; mp 115-118 °C;
@ = +62.8° (c = 0.47, CHCl3); Rr = 0.65 (toluene/ethyl
acetate/formic acid/n-heptane 80:20:3:10); IR (KBr): » = 3436 br,
2933 s, 2876 s, 1725 s, 1669 s, 1648 m, 1458 m, 1404 m, 1383 s,
1238 s, 1208 s, 1152 5, 1091 m, 1054 m, 1034 m, 970 w, 930 w,
865 w, 786 w, 772 w, 753 w, 538 w cm~'; "H NMR (500 MHz,
CDCl3): 6 = 6.34 (s, 1 H, H-1), 5.93 (s, 1 H, OH), 5.40 (dd, 1 H, ]2,
111 =3.5, 12, 1» = 3.5 Hz, H-12), 3.61 (5, 3 H, H-31), 2.62 (5, 1 H, H-
18), 252 (m, 1 H, H-164), 2.21 (dd, 1 H, Ju», g = 6.6, Ju~,
12 = 3.5 Hz, H-11"), 213 (dd, 1 H, Ji11, 9 = 11.2, J11+, 12 = 3.5 Hz, H-
11),1.96 (dd, 1 H, Jg, 11 = 11.2, Jo. 11» = 6.6 Hz, H-9), 1.76-1.52 (m,
9 H, H-5, H-6', H-6", H-7", H-15ax, H-16eq, H-21", H-22', H-22"),
1.43-1.37 (m, 2 H, H-7', H-20), 1.26 (s, 3 H, H-27),1.24 (m, 1 H, H-
217),1.22,1.21,1.12 (each s, 12 H, H-23, H-24, H-25, H-29), 1.04 (m,
1H, H-15¢4), 0.94 (d, 3 H, J3g, 20 = 7.0 Hz, H-30), 0.77 (s, 3 H, H-26)
ppm; *CNMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 201.1 (C3), 178.3 (C28), 143.6
(C2), 138.6 (C13), 128.4 (C12), 128.1 (C1), 73.1 (C19), 53.8 (C5),
53.3 (C18), 51.6 (C31), 47.9 (C17), 43.9 (C4), 42.6 (C9), 41.6 (C10),
42.0 (C20), 40.6 (C14), 38.4 (C8), 37.3 (C22), 32.6 (C7), 28.2 (C15),
27.4 (€29), 271 (C23), 26.0 (C21), 25.4 (C16), 24.5 (C27), 23.6
(C11), 21.8, 19.4 (C24, C25), 18.7 (C6), 17.1 (C26) 16.0 (C30) ppm;
MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 499.7 ([M + H]", 13), 521.5 ([M + Na|*,
100), 5374 ([M + K%, 75), 553.2 ([M + MeOH]", 98), 569.3
(IM + K + MeOH]", 34); analysis for C31H505 (498.69): C, 74.66;
H, 9.29; found: C, 74.53; H, 9.38.

4.6, (2 S, 3 R, 19 R) methyl 2,3,19-trihydroxyurs-12-en-28-
carboxylate (6)

From 3: To a solution of NaBH,4 (53 mg, 1.41 mmol) in MeOH
(2 ml), a solution of 3 (235 mg, 0.47 mmol) was added drop-wise
and heated under reflux for 1 h. After quenching with an aqueous
solution of NH4Cl (satd., 5 ml), dilution with water (20 ml), the
mixture was extracted with ethyl acetate (3 x 20 ml), the combined
extracts were washed (2 x 20 ml) and dried (NazSO4). The solvent
was removed and the residue subjected to chromatography (silica
gel, n-pentane/ethyl acetate, 2:1) to afford 6 (193 mg, 82%) as
a colorless solid.

From 5: In analogous manner from 5 (80 mg, 0.16 mmol)
compound 6 (56 mg, 70%) was obtained as a colorless solid; mp

106-107 °C; [a]f} = +50.7° (c = 0.6, CHCls) (lit.: [3] 16.3°);
Rr = 0.26 (toluenefethyl acetate/formic acid/n-heptane,
80:20:3:10); IR (KBr): » = 3510 br, 2929 s, 1721 s, 1648 w, 1458 m,
1380 m, 1368 m, 1322 m, 1262 m, 1229 m, 1208 m, 1152 s, 1114 m,
1095 m, 1050 m, 1030 m, 1000 m, 973 w, 932 w, 900 w, 867 w,
806 w, 787 w, 772 w, 706 w, 684 w, 654 w cm™'; '"H NMR
(500 MHz, CDCl3): 6 = 5.35 (dd, 1 H, J12, 11 = 3.4, J12, 11 = 3.4 Hz, H-
12),4.07 (ddd, 1 Hs.beq, Jax = 4-D-J2eq, lax = 3-5J2cq, leq = 2.8 Hz, H-
ZEq), 3.58 (s, 3 H, H-31), 3.20 (d, 1 H, J3ax, 2eq = 4.0 Hz, H-3.), 2.58
(s, 1 H, H-18), 2.48 (m, 1 H, H-16), 2.08 (dd, 1 H, Jieq, 12x = 14.5,
Jieq, 2eq = 2.8 Hz, H-1¢q), 2.02-1.99 (m, 2 H, H-11', H-11"), 1.72—
1.47 (m, 9 H, H-6', H-6", H-7", H-9, H-15,4, H-16¢q, H-21", H-22',
H-22),1.39 (m, 1 H, H-20), 1.29 (m, 1 H, H-21"), 1.26 (m, 1 H, H-7'),
1.23 (s, 3 H, H-27), 1.21 (s, 3 H, H-25), 1.19 (s, 3 H, H-29), 1.14 (dd,
1H, J1ax, 1eq = 14.5, J1ax, 2eq = 3.6 Hz, H-154), 1.01 (m, 1 H, H-15¢q),
099 and 098 (each s, 6 H, H-23, H-24), 092 (d, 3 H, Jag,
20 = 6.6 Hz, H-30), 0.81 (m, 1 H, H-5), 0.68 (s, 3 H, H-26) ppm; 1*C
NMR (125 MHz, CDCls, 125 MHz): é = 178.3 (C28), 138.1 (C13),
129.3 (C12), 78.5 (C3), 73.2 (C19), 71.1 (C2), 55.1 (C5), 53.2 (C18),
51.6 (C31), 47.9 (C17), 47.6 (C9), 44.0 (C1), 41.3 (C14), 41.1 (C20),
40.0 (C8), 38.1 (C4), 37.4 (C22), 36.7 (C10), 32.7 (C7), 29.7 (€23),
28.1(C15),27.4 (C29), 26.0 (C21), 25.5 (C16), 24.6 (C27), 23.7 (C11),
18.2 (C6), 17.3 (C24), 16.6 (C26), 16.2 (C25), 16.1 (C30) ppm; MS
(ESI, MeOH): mjz (%) = 5255 ([M + Na]’, 100), 556.9
(IM + MeOH] *, 21); analysis for C31Hs00s (502.73): C, 74.06; H,
10.02; found: C, 73.96; H, 10.14.

4.7. Euscaphic acid methyl ester (8)

From the esterification of euscaphic acid (7) with diazomethane;
mp: 120122 °C (lit.: [40] 130-132 °C; [64] 122124 °C; [65]
140 °C); [af2” = +31.6° (¢ = 0.46, CHCl3) (lit: +31° [66]); Rp = 0.19
(toluene/ethyl acetate/formic acid/n-heptane, 80:20:3:10); MS (ESI,
MeOH): m/z (%) = 503.4 ([M + H]",10), 520.3 ([M + NH4] ", 6), 525.5
([M + NaJ*, 100), 556.9 ([M -+ MeOH]", 46).

4.8. (2 R, 3 R, 19 R) 2,3-Bis(acetyloxy )-19-hydroxyurs-12-en-28-
carboxylic acid (9)

Acetylation of 1 (150 mg, 0.31 mmol) in dry pyridine (6 ml) with
acetic anhydride for 12 h at 24 °C yielded after usual work-up and
re-crystallization from toluene 9 as a colorless solid; mp 178—
180 °C (lit:: [55] 186—189 °C); (@&’ = +5.8° (c = 0.51, CHCl3)
(lit.: +12° [25]; +6° [67]); R = 0.45 (toluenefethyl acetate/formic
acid/n-heptane, 80:20:3:10); IR (KBr): ¥ = 3433 br, 2937 s, 1743 s,
1456 m, 1369 s, 1252 s, 1154 m, 1109 w, 1033 m, 965 m, 932 w,
866 w, 759 w, 642 w, 598 w cm™'; "H NMR (500 MHz, CDCl3):
& =15.31(dd, 1 H, 12,11 = 3.2, Jiz. 11 = 3.2 Hz, H-12), 5.08 (ddd, 1 H,
Jaax 1ax = 111, Jaax, 3ax = 10.3, Jaax, 1eq = 4.7 Hz, H-24), 473 (d, 1 H,
J3ax, zax = 10.3 Hz, H-34), 2.52 (m, 2 H, H-18, H-164), 2.03 (s, 3 H, H-
32 or H-34),2.02 (m, 1 H, H-1¢), 1.96 (m, 5 H, H-32 or H-34 and H-
11’, H-11"), 1.79-1.47 (m, 8 H, H-6", H-7", H-9, H-15a4, H-16¢q, H-
21", H-22', H-22"),1.42-1.35 (m, 2 H, H-6’, H-20),1.32-1.27 (m, 2 H,
H-7/, H-21'),1.23 (s, 3 H, H-27), 1.18 (s, 3 H, H-29), 1.09 (m, 1 H, H-
1), 1.04 (s, 3 H, H-25),0.99 (m, 1 H, H-15¢¢), 0.96 (m, 1 H, H-5), 0.93
(d, 3 H, J30, 20 = 6.6 Hz, H-30), 0.88 (s, 6 H, H-23, H-24), 0.70 (s, 3 H,
H-26) ppm; *C NMR (125 MHZ, CDCl3): 6 = 184.2 (C28), 170.8,170.6
(C31,C33),138.0 (C13), 128.8 (C12), 80.6 (C3), 73.0 (C19), 70.0 (C2),
54.7 (C5), 52.8 (C18), 47.7 (C17),47.1 (C9), 43.9 (C1), 41.1 (C14), 41.0
(C20), 39.9 (C8), 39.3 (C4), 38.1 (C10), 374 (C22), 32.4 (C7), 28.4
(C23), 28.1 (C15), 27.3 (€29), 25.9 (C21), 25.2 (C16), 24.4 (C27), 23.7
(C11), 22.0, 20,9 (C32, C34), 18.2 (C6), 17.6 (C24), 16.9 (C26), 16.3
(€25), 16.1 (C30) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 5714 (M — H|",
100), 616.9 ([M + HCO,]™, 27); analysis for C34Hs5,07 (572.77): C,
71.30; H, 9.15; found: C, 71.18; H, 9.23.
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4.9. (2 R, 3 R, 19 R) 2-acetyloxy-3,19-dihydroxyurs-12-en-28-
carboxylic acid (10) and (2 R, 3 R, 19 R) 3-acetyloxy-2,19-
dihydroxyurs-12-en-28-carboxylic acid (11)

Acetylation of 1 (300 mg, 0.61 mmol) in dichloromethane
(30 ml) containing dry pyridine (2 ml) with acetic anhydride (1 ml)
for 3 h at 24 °C followed by usual aqueous work-up and chroma-
tography (silica gel, n-pentane/ethyl acetate/ethanol, 17:10:1)
afforded 10 (182 mg, 56%) and 11 (67 mg, 21%).

Data for 10: colorless solid; mp 171-174 °C; [a]f’ = +4.7°
(¢ = 0.51, CHCl3); R = 0.23 (toluene/ethyl acetate/formic acid/n-
heptane, 80:20:3:10); IR (KBr): v = 3510 br, 2937 s, 1724 5, 1457 m,
1369 m, 1255 s, 1155 m, 1095 m, 1031 m, 961 m, 933 w, 865 w,
766 w, 660 w cm ™ '; "H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 5.30 (dd, 1 H, J;>,
11 = 3.2, Ji2, nv = 3.2 Hz, H-12), 4.92 (ddd, 1 H, Jaax, 1ax = 10.9, J2ax,
3ax = 10.0, J2ax, 1eq = 4.4 Hz, H-25x), 3.18 (d, 1 H, J3ax, 2ax = 10.0 Hz, H-
3ax) 2,51 (5,1 H, H-18), 2.45 (m, 1 H, H-16,), 2.04 (s, 3 H, H-33),1.99
(m, 1 H, H-1¢q), 1.99-1.94 (m, 2 H, H-11', H-11"), 1.78—1.45 (m, 8 H,
H-6", H-7", H-9, H-153, H-16¢q, H-217, H-22', H-22"), 1.40—1.26 (m,
3 H, H-7', H-20, H-21"), 1.22 (s, 3 H, H-27), 1.17 (s, 3 H, H-29), 1.03,
1.01 (each s, 6 H, H-23, H-25), 1.00 (m, 1 H, H-15¢), 0.96 (m, 1 H, H-
1ax), 0.92 (d, 3 H, J3g, 20 = 6.6 Hz, H-30), 0.86 (m, 1 H, H-5), 0.83 (s,
3 H, H-24), 0.69 (s, 3 H, H-26) ppm; '*C NMR (125 MHz, CDCl3):
6 = 184.1 (C28), 171.6 (C31), 138.0 (C13), 129.0 (C12), 80.8 (C3), 73.3
(C2),73.1(C19),55.0(C5), 52.8 (C18), 47.7 (C17),47.1 (C9), 43.7 (C1),
41,1 (C14), 41.0 (C20), 40.0 (C8), 39.7 (C4), 38.3 (C10), 37.4 (C22),
32.5 (C7), 28.5 (C23), 28.1 (C15), 27.3 (C29), 25.9 (C21), 25.3 (C16),
24.5(C27),23.7 (C11), 21.3 (C32),18.3 (C6), 17.0, 16.6, 16.3 (C24, C25,
C26), 16.1 (C30) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 529.7 (IM — H] ",
100), 575.3 ([M + HCO;]~, 13); analysis for C3;Hs5006 (530.74): C,
72.42; H, 9.50; found: C, 72.36; H, 9.58.

Data for 11: mp 190-192 °C; [¢]& = +0.99° (¢ = 0.41, MeOH);
RF = 0.20 (toluenefethyl acetate/formic acid/n-heptane,
80:20:3:10); (KBr): » = 3576 m, 3432 br, 2930 s, 1737 s, 1689 s,
1461 m, 1369 s, 1253 s, 1158 m, 1104 m, 1049 m, 1031 m, 1005 m,
959 m, 934 w, 907 w, 868 w, 769 w, 650 w, 562 w cm™'; 'H NMR
(500 MHz, CD40D): 6 = 5.29(dd, 1 H, J12, 11" = 3.3, J12. 11» = 3.3 Hz, H-
12), 4.51 (d, 1 H, J3ax, 2ax = 9.9 Hz, H-3), 3.76 (ddd, 1 H, Jax,
lax = 10-9J23x, 3ax = 9-9J23x. leq = 4.4 HZ, H‘zax). 2.58 (ddd- 1 H-Jlﬁax.
16eq = 14.3, J6ax, 15ax = 12.8, J16ax. 15eq = 4.3 Hz, H-164), 2.50 (s, 1 H,
H-18), 2.09 (s, 3 H, H-32), 2.04-1.97 (m, 3 H, H-1.q, H-11", H-11"),
1.83—1.41 (m, 9 H, H-6", H-7", H-9, H-15,y, H-16¢q, H-20, H-21", H-
22/, H-22"),1.35 (s, 3 H, H-27), 1.33—1.30 (m, 3 H, H-6', H-7', H-21"),
1.19 (s, 3 H, H-29), 1.03 (s, 3 H, H-23), .01—0.96 (m, 3 H, H-14, H-5,
H-15¢4), 0.93 (d, 3 H, J30, 20 = 6.7 Hz, H-30), 0.88, 0.87 (each s, 6 H,
H-24, H-25), 0.80 (s, 3 H, H-26) ppm; '*C NMR (125 MHz, CD;0D):
6 = 180.8 (C28), 171.9 (C31), 138.7 (C13), 127.7 (C12), 84.4 (C3), 72.1
(C19),66.1 (€2),55.0(C5), 53.6 (C18), 48.1 (C17), 47.1 (C9), 46.9 (C1),
41.7 (C20), 41.2 (C14), 39.7 (C8), 38.9 (C4), 37.7 (C10), 37.6 (C22),
32.6 (C7), 28.1 (C15), 27.7 (C24), 25.9 (C21), 25.6 (C29), 25.2 (C16),
23.4 (€27), 23.3 (C11), 19.7 (C32), 18.1 (C6), 16.7 (C25), 16.0 (C26),
15.6 (C23), 15.2 (C30) ppm; MS (ESI, MeOH): mfz (%) = 529.7
([M — H]7, 100), 575.3 ([M + HCOz]", 15); analysis for C32Hsq0g
(530.74): C, 72.41; H, 9.50; found: C, 72.31; H, 9.66.

4.10. (3 R, 19 R) methyl 3-acetyloxy-19-hydroxy-2-oxo-urs-12-en-
28-carboxylate (12)

To a solution of 3 (100 mg, 0.20 mmol) in dry pyridine (4 ml)
acetic anhydride (8 ml) was slowly added and stirring at 24 °C was
continued for 24 h. The reaction mixture was poured into ice-cold
water, and the precipitate was filtered off. Re-crystallization from
methanol yielded 12 (72 mg, 66%) as a colorless solid; mp 218—
220 °C; [0)E® = +72.2° (c = 0.67, CHCl3); Ry = 0.56 (toluene/ethyl
acetate/formic acid/n-heptane, 80:20:3:10); IR (KBr): » = 3511 br,

29355,17215,1458 m, 1396 m, 1371 m, 1292 m 1236 5, 1151 m, 1096
w, 1053 m, 1034 m, 1009 m, 969 w, 930 w, 866 w, 772 w, 691 w,
499 w cm~'; "H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 5.28 (dd, 1 H, 2,
1t = 2.5, Jiz, 1» = 2.5 Hz, H-12), 4.88 (s, 1 H, H-3,4%), 3.53 (s, 3 H, H-
31), 2.54 (s, 1 H, H-18), 2.46 (m, 1 H, H-16,x), 2.34 (d, 1 H, Jyeq,
1ax = 12.2 Hz, H-1¢g), 212 (d, 1 H, J1ax, 1eq = 12.2 Hz, H-144), 211 (s,
3 H, H-33), 1.88—1.85 (m, 3 H, H-9, H-11’, H-11"), 1.68—1.51 (m, 7 H,
H-6', H-6", H-15.4, H-16¢q, H-217, H-22', H-22"), 1.46 (m, 1 H, H-5),
1.37-1.30(m, 3 H, H-7", H-7", H-20),1.24 (5, 3 H, H-27),1.21 (m, 1 H,
H-21'),1.15 (s, 3 H, H-29), 1.04 (s, 3 H, H-23), 0.99 (m, 1 H, H-15¢g),
0.88 (d, 3 H, J0, 20 = 6.7 Hz, H-30), 0.84, 0.79, 0.62 (each 5, 9 H, H-24,
H-25, H-26) ppm; '*C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 204.2 (C2),178.2
(C28), 170.5 (C32), 138.3 (C13), 128.2 (C12), 84.1 (C3), 73.1 (C19),
55.2(C5),53.9(C1),53.2(C18), 51.6 (C31), 47.9 (C17), 47.1 (C9), 43.6,
43.1(C4, C10), 41.3 (C14), 41.1 (C20), 40.3 (C8), 37.3 (€22), 32.4 (C7),
29,0 (€23), 28.2 (C15), 27.4 (C29), 26.0 (C21), 25.4 (C16), 24.3 (C27),
23,6 (C11), 20.6 (C33) 18.6 (C6), 17.5, 16.1, 15.9 (C24, C25, C26), 16.2
(C30); MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 543.4 ([M + HJ*, 39), 560.6
([M + NH4] ", 38),565.5 ([M + Na|",100), 581.4 ([M + K] *, 18), 597.0
{[M + Na + MeOH]*, 25); analysis for C33Hs006 (542.75): C, 73.03;
H, 9.29; found: C, 72.87; H, 9.41.

4.11. (2 R, 19 R) methyl 2-acetyloxy-19-hydroxy-3-oxo-urs-12-en-
28-carboxylate (13)

Following the procedure given for 12, from 4 (100 mg,
0.20 mmol), pyridine (4 ml) and acetic anhydride (8 ml) 13 (74 mg,
68%) was obtained as a colorless solid; mp 101-104 °C;
[a]zﬂu = +39.3° (¢ = 0.46, CHCl3); Rr = 0.61 (toluene/ethyl acetate/
formic acid/n-heptane, 80:20:3:10); IR KBr: » = 3545 br, 2936 s,
2878 m, 1724 s, 1458 m, 1371 s, 1235 s, 1152 5, 1093 m, 1032 m,
1011 m, 960 m, 931 w, 906 w, 866 w, 804 w, 772 w, 704 w, 655 w,
601 w, 485 w cm'; 'H NMR (500 MHz, CDCl5): 4 = 5.59 (dd, 1 H,
J2ax, 1ax = 13.3 Hz, J2ax, 1eq = 6.5 Hz, H-2,4), 533 (dd, 1 H, J12,11 = 3.3,
J1z.11* =3.3 Hz, H-12),3.59 (5,3 H, H-31), 2.58 (5,1 H, H-18),2.49 (m,
1 H, H-165), 2.19 (dd, 1 H, J1eq, 12x = 12.5 HZ, J1eq, 2x = 6.5 Hz, H-
leq), 212 (s, 3 H, H-33), 2.02 (m, 2 H, H-11', H-11"), 1.73-1.50 (m,
8 H, H-6", H-7", H-9, H-15,4, H-16¢q, H-21", H-22/, H-22"), 1.41-1.32
(m, 5 H, H-1,4, H-6, H-7', H-20, H-21"), 1.27 (s, 3 H, H-25), 1.22 (s,
3 H, H-27), 1.18 (s, 3 H, H-29), 1.15 (m, 1 H, H-5), 1.13 (s, 3 H, H-24),
110 (5,3 H, H-23).1.02 (m, 1 H, H-15¢), 0.92 (d,3H,Jap, 20 = 6.7 Hz,
H-30), 0.73 (s, 3 H, H-26) ppm; C NMR (125 MHz, CDCl3):
4=209.3(C3),178.3(C28),170.2(C32),138.5(C13),128.3(C12),73.1
(€19),71.7 (€C2) 57.0 (C5), 53.2 (C18), 51.6 (C31), 48.7 (C4), 47.8 (C17),
46.9 (C9), 45.6 (C1), 41.3 (C20), 41.1 (C14), 40.0 (C8), 37.8 (C10), 37.3
(C22),32.4 (C7), 28.2 (C15), 27.4 (C29), 25.9 (C16), 25.4 (C21), 24.8
(C23), 24.4 (C27), 23.8 (C11), 21.3 (C24), 20.7 (C33), 19.2 (C6), 16.8
(C26),16.0 (C30), 15.8 (C25) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z (%) — 543.3
(M + HJ" 34), 5604 ([M + NH4]*, 42), 565.5 ([M + Na]*, 100),
581.4 ([M + K]*, 43), 597.1 ([M + Na + MeOH]|", 27); analysis for
C33Hs006 (542.75): C, 73.02; H, 9.29; found: C, 72.88; H, 9.31.

4.12. (2 R, 3 R, 19 R) methyl 2,3-bis(chloroacetyloxy)-19-hydroxy
urs-12-en-28-carboxylate (14), (2 R, 3 R, 19 R) methyl 2-chloro
acetyloxy-3,19-dihydroxyurs-12-en-28-carboxylate (15), and (2 R,
3 R, 19 R) methyl 3-chloroacetyloxy-2,19-dihydroxyurs-12-en-28-
carboxylate (16)

Compound 2 (1.03 g, 2.05 mmol) was acylated at 24 °Cfor 4 h
with chloroacetyl chloride (282 mg, 2.5 mmol) and pyridine
(0.2 ml) in dry dichloromethane (30 ml). After usual aqueous work-
up and chromatography (silica gel, toluenefethyl acetate/formic
acid/n-heptane, 80/20/3/10), compounds 14 (341 mg, 26%), 15
(463 mg, 40%) and 16 (124 mg, 11%) were obtained.
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Data for 14: colorless solid; mp 92-93 °C; [ct]?,D = —811°
(¢ = 0.39, CHCl3); RF = 0.77 (toluene/ethyl acetate/formic acid/n-
heptane, 80/20/3/10); IR (KBr): » — 3568 br, 2948 s, 2878 m, 1736 s,
1457 m, 1412 m, 1397 m, 1370 m, 1310 s, 1262 s, 1168 s, 1071 w,
1023 m, 1001 m, 968 m, 928 m, 865 w, 791 m, 772 w, 696 w, 656 w,
587 w cm~'; 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 5.32 (dd, 1 H, J1z,
1 =35, Jiz, n* = 3.5 Hz, H-12), 517 (ddd, 1 H, Jaax, 1ax = 11.4, J2ax,
sax = 103, Jzax, 1eq = 4.7 Hz, 1 H, H-234), 484 (d, 1 H, J3ax,
2ax = 103 Hz, H-3,), 4.02, 3.93 (each s, 4 H, H-33, H-35), 3.58 (s,
3 H, H-31), 2.57 (s, 1 H, H-18), 2.49 (m, 1 H, H-16,), 2.07 (dd, 1 H,
Jieq, 1ax = 12.3, Jieq, 2ax = 4.7, H-1¢g), 1.98—1.95 (m, H, H-11, H-11"),
1.73—-1.51 (m, 8 H, H-6", H-7", H-9, H-15,4, H-16¢q, H-21", H-22', H-
22"),1.45-1.26 (m, 4 H, H-6', H-7, H-20, H-21"), 1.23 (s, 3 H, H-27),
1.18 (s, 3 H, H-29), 1.13 (m, 1 H, H-1,4), 1.05 (s, 3 H, H-25), 1.02—-0.98
(m, 2 H, H-5, H-15¢q), 0.92 (d, 3 H, J30, 20 = 6.4, H-30),0.92 (s, 6 H, H-
23, H-24), 0.67 (s, 3 H, H-26) ppm; 2C NMR (125 MHz, CDCl3):
6 = 178.2 (C28), 167.2, 166.9 (C32, C34), 138.3 (C13), 128.4 (C12),
82.3(C3),73.1(C19), 72.2 (C2), 54.7 (C5), 53.1 (C18), 51.6 (C31), 47.8
(C17), 47.1 (C9), 43.6 (C1), 41.2 (C14), 41.1 (C20), 40.8 (C33, C35),
39.9(C8),39.6(C4),38.2(C10),37.3(€22),32.5(C7), 28.3 (C23),28.1
(C15), 27.4 (C29), 26.0 (C21), 25.4 (C16), 24.4 (C27), 23.7 (C11),18.2
(C6), 17.5 (C24), 16.6 (C26), 16.3 (C25), 16.1 (C30) ppm; MS (ESI,
MeOH): m/z (%) = 672.3 ([M + NH4|", 14), 677.4 ([M + Na]*, 100);
analysis for C35Hs2Cl207 (655.69): C, 64.11; H, 7.99; found: C, 64.00;
H, 8.09.

Data for 15: colorless solid; mp 93-95 °C; [a]f) = —3.42°
(c = 0.50, CHCl3); RF = 0.46 (toluene/ethyl acetate/formic acid/n-
heptane, 80/20/3/10); IR (KBr): » = 3528 s, 2947 s, 2877 5, 1727 s,
1457 m, 1380 m, 1310 s, 1263 m, 1231 m, 1192 s, 1168 s, 1074 m,
1046 m, 1033 m, 1015 m, 964 m, 865 w, 791 w, 772 w, 661 wcm™';
TH NMR (500 MHz, CDCl3) & = 534 (dd, 1 H, Ji2. 11 = 3.5, iz,
117 =3.5Hz,H-12), 5.03 (ddd, 1 H, Jaax, 1ax = 11.5, J2ax, 3ax = 10.0, J2ax,
1eq = 4.5 Hz, H-24), 4.06 (s, 2 H, H-33), 3.60 (s, 3 H, H-31), 3.25 (d,
1H, J3ax, 2ax = 10.0 Hz, 1 H, H-3x), 2.59 (5,1 H, H-18), 2.50 (m, 1 H, H-
16ax), 2.03 (dd, 1 H, J1eq, 1ax = 12.2, J1eq, zax = 4.5 Hz, H-1¢g), 1.99—
1.96 (m, 2 H, H-11', H-11"), 1.74—1.48 (m, 8 H, H-6", H-7", H-9, H-
15ax, H-16¢g, H-21", H-22', H-22"), 1.45-1.39 (m, 2 H, H-6', H-20),
133(m,1H,H-7"),1.31 (m,1 H,H-21"),1.25 (s, 3 H,H-27), 1.19(5, 3 H,
H-29),1.06, 1.03 (each s, 6 H, H-23, H-25),1.02 (m, 1 H, H-1,), 0.99
(m, 1 H, H-15¢q), 0.93 (d, 3 H, J30, 20 = 6.7 Hz, H-30), 0.89 (m, 1 H, H-
5), 0.87 (s, 3 H, H-24), 0.68 (s, 3 H, H-26) ppm; '*C NMR (125 MHz,
CDCls): 6 = 178.3 (C28), 167.5 (€32), 138.2 (C13), 128.7 (C12), 80.5
(C3), 75.6 (C2), 73.1 (C19), 55.0 (C5), 53.2 (C18), 51.6 (C31), 47.9
(C17), 47.1 (C9), 43.4 (C1), 41.2 (C14), 41.1 (C20, C33), 39.9 (C4, C8),
38.3 (C10), 37.3 (C22), 32.6 (C7), 28.5 (C23), 28.1 (C15), 27.4 (C29),
26.0 (C21), 25.4 (C16), 24.5 (C27), 23.7 (C11), 18.4 (C6), 16.6, 16.2
(€24, €25, C26), 16.1 (C30) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 601.4
([M + Na] ™, 100); analysis for C33H51Cl06 (579.21): C, 68.43; H, 8.88;
found: C, 68.32; H, 9.03. )

Data for 16: colorless solid; mp 108-113 °C; [afp’ = +13.82°
(c = 047, CHCl3); Rr = 0.33 (toluene/ethyl acetate/formic acid/n-
heptane, 80/20/3/10); IR (KBr): » = 3528 br, 2946 s, 2878 5, 1725 s,
1669 m, 1456 m, 1380 m, 1311 s, 1263 s, 1230 s, 1192 s, 1152 s,
1095 m, 1043 m, 1016 m, 988 m, 969 m, 929 m, 866 w, 788 w, 772 w,
698 w, 659 w, 465 w cm™'; TH NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 5.34 (dd,
1 H, Jiz. w = 35, Jiz, nv = 3.5 Hz, H-12), 458 (d, 1 H, J3ax,
2ax = 10.0 Hz, H-3.), 4.14 (s, 2 H, H-33), 3.82 (ddd, 1 H, Jaax,
1ax = 11.5, J2ax, 3ax = 10.0, J2ax, 1eq = 4.4 Hz, H-2,x), 3.59 (s, 3 H, H-31),
2.59(s,1H, H-18),2.51 (m, 1 H, H-16,), 2.07 (dd, 1 H, J1eq 1ax = 12.6,
Jieq, 2ax =44, 1 H, H-1¢q), 2.02-1.98 (m, 2 H, H-11", H-11"), 1.74—1.48
(m, 8 H, H-6", H-7", H-9, H-15,4, H-16¢q, H-21", H-22', H-22"), 1.43—
1.38 (m, 2 H, H-6', H-20), 1.33 (m, 1 H, H-7'), 1.26 (s, 3 H, H-27), 1.24
(m,1H, H-21"),1.21 (s, 3 H, H-29), 1.06—-1.01 (m, 3 H, H-14, H-5, H-
15ax), 0.99, 0.91, 0.89 (each s, 9 H, H 23, H-24, H-25),0.93 (d, 3 H, J30,
20 = 6.7 Hz, H-30), 0.68 (s, 3 H, H-26) ppm; '3C NMR (125 MHz,

CDCl3): é = 178.3 (C28), 168.3 (C32), 138.2 (C13), 128.7 (C12), 87.1
(C€3), 73.2 (C19), 67.3 (C2), 55.0 (C5), 53.2 (C18), 51.6 (C31), 47.8
(€17), 47.6 (C1), 471 (C9), 41.2 (C14), 41.1 (C20, C33), 39.9 (C8), 39.4
(C4), 38.1 (C10), 37.3 (C22), 32,5 (C7), 28.5 (C23), 28.1 (C15), 27.3
(€29), 25.9 (C21), 25.4 (C16), 24.4 (C27), 23.7 (C11), 18.3 (C6), 17.5,
16.6, 16.4 (C24, C25, C26), 16.1 (C30) ppm; MS (ESI, MeOH): m/z
(%) = 601.4 ([M + Na]*, 100); analysis for C33HsClOg (579.21): C,
68.43; H, 8.88; found: C, 68.27; H, 8.99.
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