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Ginkgolide und Bilabolid

Ginkgo biloba — der Ginkgobaum — ist die dlteste lebende Baumart der

Angewandte

Aus dem Inhalt

Welt. Ginkgo-Prdparate sind ein wichtiger Bestandteil in der traditio-

nellen chinesischen Medizin, und in den letzten Jahren haben die Blatt-
extrakte als Phytopriparat in Europa und als Nahrungserginzungs-
mittel weltweit breiten Absatz gefunden. Zu den postulierten Wirkungen

des Ginkgo-biloba-Extrakts gehoren die Verbesserung der Geddcht-

nisleistung, die Steigerung der Blutzirkulation und eine Verzogerung der
Alzheimer-Demenz. Was den Extrakt so einzigartig macht, sind die

Terpentrilactone — Ginkgolide und Bilobalid —, die als strukturell

komplexe Molekiile attraktive Zielstrukturen fiir Totalsynthesen waren.
Es wird angenommen, dass Terpentrilactone fiir die neuroregulato-
rischen Eigenschaften der Ginkgo-biloba-Extrakte mit ausschlaggebend
sind. Eine Reihe biologischer Wirkungen der in den letzten Jahren
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entdeckten Terpentrilactone macht diese zu aussichtsreichen pharma-

kologischen Substanzen.

1. Einleitung

Seit ihrer Entdeckung im Jahre 1932 in Ginkgo biloba
haben die Ginkgolide und das Bilobalid — zusammenfassend
als Terpentrilactone (TTLs) bezeichnet — ein intensives
Interesse gefunden, das sich in einer umfassenden Literatur
zu G. biloba"3 G.-biloba-Extrakten® und TTLs™ widerspie-
gelt. Einschneidende Resultate waren die Strukturaufkldrung
Ende der 60er Jahre und die Entdeckung (1985), dass TTLs
den Rezeptor des blutplédttchenaktivierenden Faktors
(PAFR; platelet-activating factor receptor) antagonisieren.
Die Chemie und Pharmakologie der Ginkgolide wurde in
zwei Ubersichtsartikeln beschrieben,”® von denen der jln-
gere 1991 erschienen ist, sodass wir uns hier in erster Linie auf
seitherige Entwicklungen konzentrieren. Dazu gehoren die
Entdeckung eines allgemeinen Biosyntheseweges, der aus
biosynthetischen Untersuchungen von Ginkgoliden abgelei-
tet wurde, Totalsynthesen, faszinierende chemische Reak-
tivitditen und Struktur-Aktivitdts-Beziehungen bei der
Antagonisierung des PAFR. Hinzu kommen neueste
Befunde, wonach Ginkgolide die (-Amyloid-Bildung
unterbinden, sowie die Entdeckung eines neuen Targets
fiir Ginkgolide.

1.1. Der Ginkgobaum

Charakteristische Merkmale des Ginkgobaums (Ginkgo
biloba L.; aus dem Japanischen ginkyo, was ,silberne
Aprikose* bedeutet) sind die ficherférmigen Blétter und
die fleischigen, gelben, faulig riechenden Samen, die einen
silbrigen genieBbaren Kern enthalten (Abbildung 1). Der
Ginkgobaum ist die einzige iiberlebende Art der Ginkgo-
aceae — einer Familie von Bdumen, die in der Jurazeit vor 170
Millionen Jahren auftauchte — und damit ein ,lebendes
Fossil“. Die dokumentierten Fossilfunde wiesen lange Zeit
eine Liicke von 100 Millionen Jahren zwischen der altertiim-
lichen und der neuzeitlichen Spezies auf, ein jlingster
paldontologischer Fund eines iiber 121 Millionen Jahre
alten Fossils hat jedoch gezeigt, dass sich der Baum seit den
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Tagen der Dinosaurier kaum verindert hat.”! Der Ginkgo-
baum unterscheidet sich von allen anderen lebenden Pflanzen
und wird taxonomisch meist einer eigenen Gattung zuge-

wy

Abbildung 1. Ein Exemplar von Ginkgo biloba nahe der Riverside
Church in New York.
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ordnet (Ginkgophyta). Man nimmt an, dass G. biloba die
ilteste lebende Baumspezies ist® und ein Alter von iiber
eintausend Jahren erreichen kann.”! In neueren Untersu-
chungen wurde dieses ,,lebende Fossil* zur Bestimmung von
prihistorischen CO,-Gehalten genutzt.'" !

G. biloba ist diozisch (zweihdusig), d.h., es treten rein
maénnliche oder rein weibliche Bliiten auf unterschiedlichen
Baumexemplaren auf, wobei sich die Geschlechtsmerkmale
erst im Alter von etwa 30 Jahren feststellen lassen. Ginkgo-
bdume konnen auf eine Hohe von iiber 35 Metern bei einem
Umfang des Hauptstammes von bis zu 10 Metern anwachsen.
Der Baum behauptet sich auch unter widrigen Umwelt-
bedingungen und ist auBerordentlich widerstandsfahig gegen
Pilz- und Insektenbefall. Vor mehr als 100 Jahren berichtete
der japanische Botaniker Sakugoro Hirase iiber die Entde-
ckung der frei beweglichen Spermatozoiden von G. biloba,
was ein entscheidendes evolutiondres Bindeglied zwischen
den Lebenszyklen niederer und hoherer Pflanzen lieferte.

G. biloba wurde iiberall in China und Korea angepflanzt
und vor ca. 800 Jahren in Japan eingefiihrt, danach folgten
Europa um 1730 und Nordamerika im Jahre 1784. Der
deutsche Arzt und Botaniker Engelbert Kimpfer verwendete
1712 als erster den Namen ,,Ginkgo“, Linnaeus fiihrte 1771
die taxonomische Bezeichnung Ginkgo biloba ein; ,biloba“
bedeutet ,,zweilappig” und bezieht sich auf die facherformi-
gen, in der Mitte geteilten Blitter (Abbildung 2). Die Gestalt
der Blitter inspirierte gar Johann Wolfgang von Goethe
(1749-1832) zu dem Gedicht ,,Ginkgo Biloba“ an Marianne
von Willemer.'"” Das junge Ginkgoblatt symbolisiert Goethes
Leitmotiv vom Individuum und Paar als nicht zu unter-
scheidendes Wesen.

Die frithesten Aufzeichnungen {iiber die medizinische
Verwendung von G. biloba gehen auf ein Buch von Liu
Wen-Tai aus dem Jahre 1505 zuriick.!"”! In Chinese Materia
Medica von Pen Tsao Ching (1578) ist beschrieben, dass
alternde Mitglieder des koniglichen Hofes mit G. biloba
gegen Senilitdt behandelt wurden. Wéhrend heute haupt-
sdchlich Blattzubereitungen von G. biloba angewendet
werden, befassen sich diese alten chinesischen Quellen fast
ausschlieBlich mit der Frucht. Die Ginkgonuss (Abbildung 2)
ist gegrillt oder gekocht eine Zutat der japanischen und
chinesischen Kiiche. Es ist jedoch Vorsicht geboten, da der
iiberméfBige Verzehr der Niisse Vergiftungserscheinungen
hervorrufen kann. Ursache ist vermutlich ihr Gehalt an 4-O-
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Abbildung 2. Blitter und Niisse von Ginkgo biloba.

Methylpyridoxin, einem krampfauslosenden Wirkstoff, der
die y-Aminobuttersiure(GABA)-Synthese inhibiert.!'* 1]

1.2. Der Ginkgo-biloba-Extrakt

Blattzubereitungen aus G. biloba wurden in der west-
lichen Welt um 1965 durch die deutsche Firma Dr. Willmar
Schwabe™ unter dem Handelsnamen Tebonin eingefiihrt.
Schwabe entwickelte spiter in Zusammenarbeit mit der
franzosischen Firma Beaufour-Ipsen einen als EGb761
bezeichneten standardisierten  G.-biloba-Extrakt,' der
unter Handelsnamen wie Tanakan, Rokan und Tebonin forte
vertrieben wird. Seither ist eine Fiille von G.-biloba-Pro-
dukten auf dem Markt erschienen, und G. biloba-Extrakte
gehoren mittlerweile zu den meistverkauften pflanzlichen
Priparaten weltweit. 1998 wurden in den USA etwa 4
Milliarden Dollar fiir pflanzliche Arzneimittel ausgegeben,
mit G. biloba an erster Stelle. Heute werden iiber 50
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Millionen Ginkgobdume vornehmlich in China, Frankreich
und South Carolina angebaut, die pro Jahr ungefiahr 8000
Tonnen getrocknete Blitter ergeben.!”!

Der G.-biloba-Extrakt EGb761 wird durch Extraktion
der getrockneten griinen Blétter mit einer Aceton-Wasser-
Mischung gewonnen und ist auf einen Gehalt von 6% TTLs
(3.1% Ginkgolide und 2.9 % Bilobalid) und 24 % Flavonoide
standardisiert."” Bei den Flavonoiden handelt es sich fast
ausschlieBlich um Flavonol-O-glycoside, eine Kombination
der phenolischen Aglycone Quercetin, Kaempferol oder
Isorhamnetin mit Glucose, Rhamnose oder beiden an unter-
schiedlichen Positionen der Flavonoleinheit. Die Bioverfiig-
barkeit der Flavonoide im G.-biloba-Extrakt ist nicht geklrt,
es wird aber allgemein angenommen, dass Flavonoide nicht
die Blut-Hirn-Schranke (BHS) passieren oder zumindest
nicht in ausreichenden Mengen vorhanden sind, um eine
physiologische Wirkung auf das Zentralnervensystem auszu-
iiben. Andererseits lag die Bioverfiigbarkeit der Ginkgolide
und des Bilobalids nach einer 80-mg-Dosis EGb761 bei 70—
80% bei Halbwertszeiten von 3-5 h.") EGb 761 enthilt noch
mehrere weitere Komponenten, darunter Proanthocyanidine
(Prodelphinidine) und organische Sduren. Ihr Gehalt an
Ginkgolsduren (Anarcardinsduren) ist wegen der allergenen
Eigenschaften dieser Verbindungen auf 5 ppm begrenzt.'¥)

EGb761 ist nach wie vor der gebrauchlichste Extrakt bei
Untersuchungen der pharmakologischen Effekte von G.
biloba, und in mehreren neueren Ubersichten wurde seine
Wirkung im Zentralnervensystem beschrieben.*?? Zu den
neuroregulatorischen Effekten von EGb761 zéhlen die Ver-
besserung der Wahrnehmung, antioxidative Wirkungen,
erhohte zerebrale Durchblutung und Zirkulation, Modifika-
tion der Neurotransmission und Schutz vor Apoptose.'! In
Deutschland wird der G.-biloba-Extrakt zur Behandlung von
Fehlfunktionen im Zusammenhang mit organischen Psycho-
syndromen (organic brain syndrome) mit den Hauptsympto-
men Gedéchtnisschwiche, Konzentrationsstorungen, depres-
siver seelischer Zustand, Schwindel, Tinnitus und Kopf-
schmerz eingesetzt.’® EGb761 gehort in Deutschland und
Frankreich zu den am haufigsten verschriebenen Medika-
menten zur Behandlung von Demenz-Symptomen.

Am intensivsten wurde eine mogliche Anwendung zur
Behandlung der Alzheimer-Krankheit (AD) untersucht.?>7
In zwei Schliisselstudien wurden insgesamt 549 AD-Patienten
hinsichtlich der Wirkung von EGb761 evaluiert.?* In
beiden Studien verlangsamte EGb761 die Entwicklung
kognitiver Symptome bei Demenz, und die Regression
wurde hinsichtlich bestimmter Kenndaten um 7.8 Monate
verzogert, was der Wirkung der gegenwirtig verfiigbaren
AD-Therapeutika Aricept (Donezepil, 9.5 Monate) und
Exelon (Rivastigmin, 5.5 Monate), beides Acetylcholineste-
rase-Inhibitoren, entspricht. In einer neueren Studie zeigte
EGb761 eine gute Wirkung bei sehr leichter bis leichter
kognitiver Beeintrachtigung, weniger aber bei schwerer
Demenz, was darauf hindeutet, dass EGb761 vor allem
stabilisierend wirkt und den Ausbruch von Symptomen
verzogert.” Es wurden mehr als 40 weitere klinische Studien
mit Extrakten aus G. biloba durchgefiihrt,”'>" und in
praktisch allen Fillen wurde iiber positive Wirkungen bei
unterschiedlichen Aspekten von zerebraler Insuffizienz
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berichtet, wenngleich mit unterschiedlichem Grad an Wirk-
samkeit. Die beobachteten klinischen Wirkungen konnten
durch neuere Befunde erkliart werden, wonach EGb 761 die p3-
Amyloid-Aggregation, die sehr wahrscheinlich an der Ent-
stehung von AD beteiligt ist,*!] inhibiert.”>*"! Eine weitere
Studie befasste sich mit der Wirkung von EGb761 auf die
Modulation der Gen-Expression im Cortex und im Hippo-
campus der Maus. Es stellte sich heraus, dass unter anderem
Gene beeinflusst werden, die vermutlich fiir die Entwicklung
von AD eine Rolle spielen.**!

Tests an gesunden Erwachsenen belegten eine glinstige
Wirkung des G.-biloba-Extrakts auf das Kurzzeitgedichtnis,*!
drei weitere Studien fiihrten zu #hnlichen Ergebnissen.
Hingegen zeigte sich in einer neueren Testreihe mit gesunden
Probanden, dass eine sechswochige Behandlung mit 120 mg
EGb761 pro Tag die Leistungsfihigkeit des Gedichtnisses
oder verwandter kognitiver Funktionen nicht steigert.*] Dies
war auch das Ergebnis einer fritheren Studie, in der Patienten
30 Tage mit EGb761 behandelt wurden.””) Demgegeniiber
zeigte eine Vorstudie mit 23 Multiple-Sklerose(MS)-Patien-
ten, dass EGb761 kognitive und funktionelle Féahigkeiten bei
MS verbessert;®” EGb 761 in einer Dosis von 240 mg pro Tag
wirkte sich in drei Monaten giinstig auf Aufmerksamkeit und
Gedéichtnis bei Patienten mit leichter MS aus.

EGb761 konnte somit zur Linderung von AD-Sympto-
men dienen, obwohl die beschriebenen Wirkungen oft nur
geringfiigig sind. In Anbetracht der mangelnden Behand-
lungsmoglichkeiten gegen ADM!l kgnnte sich EGb761 als
eine niitzliche Alternative zu den gegenwiértig verfiigbaren
Methoden erweisen. Allerdings ist die Wirkung von EGb761
hinsichtlich einer Verbesserung der Gedachtnisfunktion bei
gesunden Personen trotz der zahlreichen Studien nach wie
vor umstritten und nicht zweifelsfrei belegt. Es existieren
mehrere Vorschldge, wonach z.B. die durch EGb761 bewirk-
ten Veranderungen der Gehirnfunktion mit einer Privention
der altersbedingten Abnahme der Serotoninbindung?®? oder
der a,-adrenergen Rezeptorendichte™ in zerebralen Mem-
branen zusammenhéngen konnten, jedoch sind diese Studien
nicht hinreichend bestétigt.

Die molekularen Grundlagen der Wirkung von EGb761
auf das Zentralnervensystem sind vor allem deshalb schlecht
verstanden, weil kaum bekannt ist, welche Komponenten
iberhaupt wirksam sind. Die Hauptkomponenten des
Extrakts sind Flavonoide und Terpentrilactone; die Flavono-
ide passieren die Blut-Hirn-Schranke vermutlich nicht, ob
Terpentrilactone hierzu in der Lage sind, ist unbekannt.
Aufgrund ihres lipophilen Charakters wird jedoch allgemein
angenommen, dass TTLs die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden
konnen, weshalb es scheint, dass sie teilweise fiir die Wirkung
von G.-biloba-Extrakten auf das Zentralnervensystem aus-
schlaggebend sind.

2. Isolierung und Strukturaufkldrung

2.1. Strukturaufkldrung

Eine groBe Zahl von Naturstoffen, darunter Flavonoide
und Ginkgolséduren, ist in G. biloba identifiziert worden.
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AusschlieBlich im Ginkgobaum vorkommende Naturstoffe
sind die Terpentrilactone (Ginkgolide und Bilobalid).>"
Ginkgolide sind Diterpene mit einem Kéifiggeriist aus sechs
fiinfgliedrigen Ringen: einem carbobicyclischen Spiro[4.4]-
nonanringsystem, drei Lactonringen und einem Tetrahydro-
furanring (Abbildung 3). Weiterhin enthalten sie eine unge-

R Bilobalid (BB, 6)
Ginkgolid A(GA,1) H H OH

Ginkgolid B (GB,2) OH H OH
Ginkgolid C (GC,3) OH OH OH
Ginkgolid J (GJ,4) H OH OH
Ginkgolid M(GM, 5) OH OH H

Abbildung 3. Strukturen der finf Ginkgolide und des Bilobalids.

wohnliche tert-Butylgruppe. Die Ginkgolide unterscheiden
sich lediglich in der Zahl und Position ihrer Hydroxygruppen.
Sie wurden erstmals 1932 aus der Wurzelrinde von G. biloba
durch Furukawa isoliert.”™ Maruyama et al. gelang 1967 die
Isolierung der Ginkgolide A (GA, 1), B (GB, 2), C (GC, 3)
und M (GM, 5) aus der Wurzelrinde und die Aufklarung ihrer
einzigartigen Stukturen (Abbildung 3).F*!l Unabhingig
davon bestimmten Okabe et al. die Strukturen von GA (1),
GB (2) und GC (3) aus Blittern von G. biloba durch
Rontgenstrukturanalyse.>%! Ein weiteres Ginkgolid, Gink-
golid J (GJ, 4), wurde 1987 aus G.-biloba-Blittern isoliert.®!
Interessanterweise scheint GJ (4) ausschlieBlich in Blittern
und GM (5) auschlieBlich in der Wurzelrinde vorzukommen.

Die Studien, die zu den Strukturen von GA (1), GB (2),
GC (3) und GM (5) fiihrten, sind bereits an anderer Stelle
ausfiihrlich beschrieben worden,®®! einige Ergebnisse ver-
dienen aber besondere Beachtung. Die Strukturuntersuchun-
gen durch Maruyama et al. wurden erst dadurch ermoglicht,
dass tiber die Stadt Sendai (Japan) 1964 ein Taifun hinweg-
fegte, woraufhin die Erlaubnis erteilt wurde, die Wurzelrinde
(100 kg) von fiinf entwurzelten Baumen zu verwenden. Nach
Extraktion, Chromatographie und mehreren fraktionieren-
den Umkristallisationen wurden daraus jeweils 10 g GA (1)
und GB (2), 20g GC (3) und 200 mg GM (5) erhalten
(Abbildung 4).°! Die Reinigung der Ginkgolide wurde durch
ihre bemerkenswerte Neigung zur Polymorphie und zur
Bildung von Mischkristallen behindert. Zufriedenstellende
Ergebnisse wurden erst nach zehn bis fiinfzehn fraktionie-
renden Kiristallisationen erreicht, wobei die Reinheit NMR-
spektroskopisch oder anhand der optischen Drehung iiber-
priift wurde. Die komplexen Strukturen (Abbildung 3)
wurden mithilfe chemischer Reaktionen und spektroskopi-
scher Studien an den nativen TTLs und etwa 70 Derivaten
aufgeklirt.>*

Eine Schliisselrolle bei den Strukturuntersuchungen
spielte der ,Triether 7 (eigentlich ein Tetraether,
Schema 1), der durch Reduktion und Pyrolyse von GA (1)
entsteht. Bei dieser Transformation werden die Carbonyl-
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Abbildung 4. Polymorphe Kristalle von Ginkgolid C, erhalten durch
fraktionierende Umbkristallisationen (Zentimeterskala).

HO
OH
Pyrolyse
OH fBu _ /Q/--HtBu
Me\\‘ Me\\\‘ N
H OH HO 0
7

Schema 1. Zur Strukturaufklarung von GA (1) ausgefiihrte Transforma-
tionen, die die bemerkenswerte Stabilitit des Ginkgolidgeriistes ver-
deutlichen.

gruppen der drei Lactoneinheiten selektiv reduziert, wobei
das Ginkgolidgeriist unversehrt bleibt.”” Die NMR-Spektren
der Ginkgolide zeigten wegen der interferierenden quartéren
und Carbonyl-Kohlenstoffatome keine Konnektivitit in den
Protonensystemen; in dem GA-, Triether* 7 sind jedoch die
drei Carbonylgruppen durch Methylengruppen ersetzt,
sodass eingehende Doppel- und Dreifachentkopplungsexpe-
rimente moglich waren. Die Zuordnungen wurden durch
Reduktion von GA (1) mit LiAlD, anstelle von LiAIH,
bestitigt. Die Untersuchungen fiihrten auch zu einem
damals unbekannten Befund, der heute als Kern-Overhau-
ser-Effekt (NOE) verstanden wird. Eine Bestrahlung mit der
Frequenz des fert-Butyl-Singuletts fithrte zu einer hoheren
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Intensitédt einiger Protonensignale, was an den aus der
Elektronenspinresonanz (EPR) bekannten Overhauser-
Effekt erinnert.“®” Noch wihrend diese Studien im Gange
waren, beschrieben Anet und Bourn die erste Beobachtung
eines NOE.[*¥

Die einzigartige Stabilitdt des Ginkgolidgeriistes zeigte
sich, als GA (1) den Bedingungen einer Alkalischmelze (50 %
NaOH, 160°C, 30 min) ausgesetzt wurde, wobei unter Verlust
zweier Kohlenstoffatome (als Oxalsdure) das Halbacetal
Bisnor-GA (8) entstand. Einen weiteren Beleg fiir die hohe
Stabilitit lieferte die Umsetzung einer eisgekiihlten Losung
von GA (1) mit Natriumdichromat in konzentrierter Schwe-
felsdure, die lediglich unter Oxidation des Hydroxylactons
zum Oxolacton 9 verlief. Diese Verbindung gab zu einiger
Verwirrung Anlass: Das 'H-NMR-Spektrum von 9 enthielt
das bekannte fer-Butyl-Singulett, im UV- oder CD-Spektrum
wurden jedoch keine Signale eines a-Ketolactons beobachtet.
Die Elektronenspektren waren jedoch an einer Probe gemes-
sen worden, die eine zeitlang gestanden hatte, womit sich
herausstellte, dass eine unerwartete Photocyclisierung von 9
zum Photodehydro-GA 10 eingetreten war (Schema 1).
GleichermaBen ergab eine erneute 'H-NMR-Messung, dass
nun die ftert-Butylgruppe durch eine geminale Dimethyl-
gruppe ersetzt war.*7"]

Die absolute Konfiguration der Ginkgolide wurde von
Maruyama et al. durch Anwendung der Oktantenregel auf 7-
0Ox0-GC-10-monomethylether und ein weiteres Keto-Derivat
bestimmt.®! Okabe et al. setzten GA (1) mit p-Bromben-
zoylbromid zum 3-Mono-p-brombenzoat um und fiihrten eine
Kristallstrukturanalyse der erhaltenen prismatischen Kris-
talle durch.® Anfinglich bestand eine Unstimmigkeit zwi-
schen den veroffentlichten Strukturen von GB (2) und GC (3)
beziiglich der Konfiguration der Hydroxygruppe in 1-Posi-
tion. Laut Maruyama et al. war die Hydroxygruppe o-kon-
figuriert,® laut Okabe et al. B-konfiguriert.”? Detaillierte
NMR-Untersuchungen” und Roéntgenkristallstrukturen!’>"!
von GB (2) und GC (3) bestitigten die a-Konfiguration von
1-OH. Spitere Rontgenstrukturanalysen von GA (1), GB (2)
und GC (3) zeigten, dass die Gesamtstrukturen dieser
Molekiile bemerkenswert dhnlich sind. Konformativ unter-
scheidet sich GA (1) von GB (2) und GC (3) wegen der
intramolekularen Wasserstoffbriicken in GB und GC, die
hauptsdchlich zwischen 1-OH und 10-OH, aber auch zwi-
schen 1-OH und 3-OH auftreten.”>” Neuere Rontgenstruk-
turanalysen (bei 120 K) von GA (1), GC (3) und GJ (4)"
decken sich mit den fritheren Befunden zur Struktur der
Ginkgolide.l”>"!

Eine mit den Ginkgoliden verwandte Verbindung mit der
empirischen Formel C;sH;gOg wurde von Major aus den
Blittern von G. biloba isoliert.®! Weinges und Bihr berich-
teten spiter iiber die gleiche Verbindung (die sie als Bilobalid
(BB, 6, Abbildung3) bezeichneten), wobei sie die fiir
Ginkgolide charakteristische ter-Butylgruppe sowie eine
sekundire und eine tertizire Hydroxygruppe identifizierten.””
Die Strukturaufkldrung gelang 1971 und zeigte, dass Bilobalid
ebenso wie die Ginkgolide drei Lactoneinheiten und eine fert-
Butylgruppe enthilt, im Unterschied zu diesen jedoch nur
einen Carbocyclus aufweist.’®””) Bilobalid ist das am meisten
vorhandene TTL im Extrakt EGb761. Weinges et al. losten
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1987 die Rontgenkristallstruktur von BB (6), die in Verbin-
dung mit CD-Untersuchungen zur Bestétigung der Konfigu-
ration der Hydroxygruppen diente./”!

2.2. Isolierung und Quantifizierung

In den ersten Arbeiten zur Isolierung und Strukturauf-
klarung der TTLs waren mehrere Extraktionen der Wurzel-
rinde oder der Blitter, gefolgt von einer chromatographi-
schen Aufarbeitung und zehn- bis fiinfzehnmaliger fraktio-
nierender Umkristallisation erforderlich, um die einzelnen
TTLs in reiner Form zu gewinnen. Seither wurde ein
betrachtlicher Aufwand betrieben, um die Isolierung und
Quantifizierung der TTLs zu vereinfachen. Diese Arbeiten
wurden durch van Beek zusammengefasst.”!

Die erste Stufe zur Gewinnung reiner TTLs ist die
Extraktion aus Bldttern. In den meisten Féllen wurden
wasserhaltige Losungsmittelsysteme wie Wasser-Aceton und
Wasser-Methanol verwendet. Unpolare Bestandteile werden
ausgeschlossen, wihrend sich sdmtliche TTLs, einschlielich
des gering wasserloslichen GB (2), anreichern. Da BB (6) in
Losungen mit pH > 7 instabil ist, sind basische Extraktionen
moglichst zu vermeiden.™ Vor kurzem wurde ein verbesser-
tes Extraktionsverfahren entwickelt, das auf der Stabilitit der
TTLs gegen eine Vielzahl von Bedingungen wie Oxidation
und Wirme beruht.®! Hierbei werden die Blitter 1h in
siedendem verdiinntem Wasserstoffperoxid behandelt und
anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert. Man erhélt ein
cremefarbenes Pulver mit einem TTL-Gehalt von
60-70% 811 Das Wasserstoffperoxid entfernt Bestandteile,
die zu Emulsionen in den Extraktionsschritten fiihren,
wodurch sich die Gesamtprozedur erheblich verkiirzt.

Die Trennung der TTL-Rohmischung in die einzelnen
Ginkgolide und Bilobalid ist eine Herausforderung. Wéahrend
Bilobalid noch relativ leicht von den Ginkgoliden getrennt
werden kann, ist die Trennung der unterschiedlichen Gink-
golide alles andere als trivial. Die Ginkgolide unterscheiden
sich nur in ein oder zwei Hydroxygruppen, die noch dazu in
einigen Fillen (z.B. OH-1 und OH-10) untereinander Was-
serstoffbriicken bilden (Abbildung 3), sodass sie die Gesamt-
polaritdt der Molekiile kaum beeinflussen. Van Beek und
Lelyveld beschrieben eine vereinfachte Prozedur, die auf
einem Aufbrechen der Wasserstoffbriicken durch ein mit
Natriumacetat imprégniertes Silicagel basiert. Die Methode
wurde mit der priaparativen Mitteldruck-Fliissigchromatogra-
phie (MPLC)®™ und der TLC-Detektion der TTLs kombi-
niert.®® Ein weiteres Problem im Reinigungsschritt ist die
Labilitdt von BB (6), das sich auf Aluminiumoxidsidulen
zersetzt.™ Zur Quantifizierung der TTLs in unterschiedli-
chen Zubereitungen wurde die "H-NMR-Spektroskopie ein-
gesetzt.® Da die H-12-Signale der TTLs®™ deutlich und gut
getrennt erscheinen, lassen sich die Signalintensitidten inte-
grieren und mit denen von Maleinsdure (MA) vergleichen
(Abbildung 5)." Dies ist die beste Methode zur Bestimmung
sowohl des relativen Gehalts von Ginkgoliden in einer
Mischung als auch der Reinheit isolierter Ginkgolide.

Da den Ginkgoliden charakteristische Chromophorgrup-
pen fehlen, ist eine UV-Detektion ungeeignet. Herangezogen
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Abbildung 5. Die quantitative 'H-NMR-Spektroskopie ist eine
leistungsfihige und einfache Methode zur Bestimmung der
TTL-Gehalte in einer Mischung.

wurden andere Detektionsmethoden wie Brechungsindex-
(RID), Verdampfungs-Lichtstreudetektion (ELSD) und Mas-
senspektrometrie. In der ersten Publikation zur Trennung und
Quantifizierung der TTLs wurde jedoch die herkémmliche
HPLC-UV-Detektion eingesetzt.®! Spiter wurde die RI-
Detektion erfolgreich angewendet.®*! Die UV-Detektion!
wird wegen ihrer hoheren Empfindlichkeit zwar gelegentlich
bevorzugt, die Selektivitit von RID ist aber deutlich besser.™
Mehrere neuere Veroffentlichungen beschreiben den Einsatz
von LC-MS zur Trennung und Quantifizierung von TTLs in
G.-biloba-Extrakten und im Plasma nach Einnahme von G.-
biloba-Extrakt. Als MS-Methoden wurden Elektrospray-
Tonisation (ESI)? und chemische Ionisation bei Atmosphi-
rendruck (APCI) eingesetzt.”**! Bei neueren Analysen
kommerzieller G.-biloba-Produkte mit LC-MS(ESI) wurden
groBe Schwankungen in der Zusammensetzung und Kon-
zentration der TTLs festgestellt.”™>! ELSD wurde als Alter-
native zu MS zur Quantifizierung von TTLs in G.-biloba-
Extrakten angewendet.”*"]

o} o)
o —— O
)H( + H)Hﬂo®
o} OH

Pyruvat (13)

OH

Glyceraldehyd-
3-phosphat (14)

0,0

N\

_P~
0 0. 0 N . - .
%\” Pl No@@
o}
OH

OH OH
2C-Methyl-p-erythritol-
2,4-cyclodiphosphat (15)

H{ ™.
Dehydroabietan (17)

GGPP (16)

ﬁo@ - mo(@

K. Stremgaard und K. Nakanishi

3. Biosynthese

Wegen ihres komplexen Aufbaus war zunéchst nicht
unmittelbar zu erkennen, zu welcher strukturellen Kategorie
die Ginkgolide gehoren. Biosynthesestudien mit [2-'*C]-
Acetat und D,L-[2-"*C]-Mevalonat schienen auf den insgesamt
terpenoiden Ursprung der Ginkgolide und die Beteiligung
der verbreiteten Vorstufen Dimethylallylpyrophosphat
(Schema 2, DMAPP, 11) und Isopentenylpyrophosphat (IPP,
12) hinzudeuten.”™ Bis vor kurzem wurde angenommen, dass
die Biosynthese von DMAPP und IPP iiber die konventio-
nelle Mevalonat-Route verlduft. Hierbei reagieren drei
Molekiile Acetyl-Coenzym A und werden zu Mevalonsdure
reduziert, die anschlieBend phosphoryliert wird und unter
Eliminierung von Phosphat und CO, DMAPP und IPP ergibt.
In neueren Studien zur Terpen-Biosynthese wurde jedoch
iiberraschend die Existenz einer Nicht-Mevalonat-Route
nachgewiesen. Die zuvor durch Nakanishi und Habaguchi®™
entdeckte Mevalonat-Route stellte sich als eine Nebenroute
der Ginkgolid-Biosynthese heraus.

Nach der Nicht-Mevalonat- oder Desoxyxylolosephos-
phat-Route, die von Rohmer in *C-NMR-spektroskopischen
Studien entdeckt wurde,” reagiert Pyruvat (13) und Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat (14) zu 2C-Methyl-p-erythritol-2,4-
cyclodiphosphat (15) und schlieBlich zu DMAPP (11) und
IPP (12) (Schema 2).1% 1% Unabh:ingig hiervon untersuchten
Arigoni und Schwarz['" die Biosynthese der Ginkgolide an
einem G.-biloba-Embryosystem mit *C-markierter Glucose
und zeigten dabei ebenfalls, dass Ginkgolide iiber die Nicht-
Mevalonat-Route biosynthetisiert werden. Diese umfassen-
den Biosynthesestudien fithrten zur Entdeckung einer neu-
artigen metabolischen Route fiir Ginkgolide, die weit ver-
breitet sein konnte. Zunichst reagieren IPP und DMAPP zur
universellen Diterpen-Vorstufe Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP, 16), die in die tricyclische Zwischenstufe Levopima-
radien umgewandelt wird. Diese fiihrt zum Dehydroabietan
(17), das von den Plastiden in das Cytoplasma transportiert
wird. Dehydroabietan wird durch eine komplexe Folge von

OH

E—
E——

)\/\O(@@
)A\AC)@@ DMAPP (11) X
)\AO@)@
IPP (12) Y,
Ginkgolide

Schema 2. Nicht-Mevalonat-Route der Biosynthese von Ginkgoliden. (F) = PO;>".
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Reaktionen, einschlieBlich mehrerer Oxidationsschritte,
wahrscheinlich iiber 18 als Zwischenstufe in die Ginkgolide
umgewandelt (Schema 2).1%

In einer weiteren Studie wurde '*C-markiertes CO, in
Ginkgolide und Bilobalid inkorporiert, wobei die zeitliche
Abfolge der Markierung eine In-situ-Biotransformation von
GA (1) zu GC (3) anzeigte. Aus dhnlichen Studien wurde auf
Dehydroabietan (17, Schema 2) als biosynthetische Vorstufe
der TTLs geschlossen.'”*!% Markierungsexperimente mit
[U-"C]Glucose belegten, dass alle biosynthetischen Schritte
zu Ginkgoliden in den Wurzeln stattfinden und die Produkte
dann in die Blitter iiberfiihrt werden.'"™ In einer anderen
Studie hingegen korrelierten Carrier et al. den Einbau von [1-
MC]IPP in Farnesylpyrophosphat (FPP) und GGPP (16) mit
dem Vorkommen der TTLs. Hieraus wurde abgeleitet, dass
Ginkgolide in den der Luft ausgesetzten Teilen der Pflanze
synthetisiert werden.!'*

Vor kurzem wurde eine cDNA isoliert und charakteri-
siert, die fiir G.-biloba-Levopimaradien-Synthase, eine an der
Ginkgolid-Biosynthese beteiligte Diterpensynthase,
codiert."™!  G.-biloba-Levopimaradien-Synthase vermittelt
eine mehrstufige Reaktionsfolge, die GGPP (16) in Levopi-
maradien umwandelt.'®! Levopimaradien ist ein Doppelbin-
dungsisomer von Abietadien, das aus Sdmlingen von G.
biloba isoliert wurde.'™ Die Klonierung und Isolierung
dieses Enzyms in Verbindung mit der Klonierung anderer
Biosynthesegene konnte einen Zugang fiir die Gewinnung
von Ginkgoliden in grolerem Mafstab eroffnen.

4. Synthesestudien

Seit der Aufkldrung ihrer komplexen Strukturen im Jahr
1967 haben TTLs ein grof3es Interesse als Zielstrukturen fiir
Totalsynthesen auf sich gezogen. Maf3gebliche Arbeiten auf
diesem Gebiet gehen auf Corey zuriick (Abbildung 6). Das
Ginkgolidgeriist ist aus sechs hoch oxidierten Ringen aufge-
baut, die zehn bis zwolf stereogene Zentren sowie eine
einzigartige fert-Butylgruppe enthalten, was die Ginkgolide
zu einer echten Herausforderung fiir die Totalsynthese macht.
Nachdem man entdeckt hatte, dass GB (2) ein potenter
Antagonist des PAF-Rezeptors ist, wurde eine grofle Zahl
von Ginkgolid-Derivaten hinsichtlich ihrer Struktur-Aktivi-
tdts-Beziehungen (SARs) untersucht. AuBerdem wurden
zahlreiche Synthesen von radioaktiv markierten, acetylierten
und glycosylierten Ginkgoliden sowie von Ginkgoliden mit
umgelagertem Geriist beschrieben. Die pK,-Werte der Gink-
golide wurden in NMR-Titrationsmessungen bestimmt.

4.1. Totalsynthesen
4.1.1. Bilobalid

1984 berichteten Corey und Kang iiber erste Erfolge auf
dem Weg zur Totalsynthese von Bilobalid (BB, 6, Abbil-
dung 3). Grundlage hierfiir war ein allgemeines Verfahren zur
Synthese von polycyclischen y-Lactonen,!'””! das anhand der
Synthese des Dilactons 23 (Schema 3),'"” ausgehend von der
Ketosdure 19, illustriert ist. Uber die Totalsynthese des
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Abbildung 6. Blitter von Ginkgo biloba auf dem Titelbild der
Angewandten Chemie (Heft 5/1991) mit E. |. Coreys Nobelvortrag.

Schema 3. Eine allgemeine Methode zur Synthese von polycyclischen
Y-Lactonen.

Bilobalids berichteten Corey und Su dann 1987.'% Zur
Synthese des bicyclischen Ketons 25, das simtliche Kohlen-
stoffatome des Bilobalids enthilt, wurde der Diester 24 durch
Umsetzung mit Lithiumdiisopropylamid (LDA) und Hexa-
methylphosphorsduretriamid (HMPA) in das Dianion iiber-
fiihrt und mit Phenyl-3-tert-butylpropiolat in einer eigens
entwickelten Anellierungsreaktion umgesetzt (Schema 4).1*)
Die Reduktion von 25 mit Natriumborhydrid ergab 26, das
durch Ozonolyse und Reduktion in das Lactol 27 iiberfiihrt
wurde. Daraus wurde nach Umsetzung mit p-Toluolsulfon-
sdure (p-TsOH) 28 erhalten, das durch Reduktion mit
Lithiumaluminiumborhydrid und nachfolgende Swern-Oxi-
dation in zwei Stufen den Dialdehyd 29 ergab. Die Behand-
lung von 29 mit verdiinnter Salzsdure fithrte zu epimeren
Lactolen, die nach Oxidation mit Pyridiniumdichromat
(PDC) den Tetracyclus 30 ergaben. Die Einwirkung von
wissrigem Kaliumhydroxid, THF und Ethanol auf 30 fiihrte
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CH-.-00C (Bu tBu
CH,00CH, ¢ CH00¢
(I 1) LDA, HMPA NaBH, 1)0,
CH,00CH, 2 ¢)9 ¢ { 2)Me;sS
J CH,00C CH,00C gy
2 25 26
® OCH;,
HC(OH,C)— |V tBu Bu
R (6] o' 3,5-Dinitroperoxy-
p-TsOH R 1) aq. HCI 3Stufen benzoesaure
N o 2pbc O ON)
O O
OcH oY oY
3 OCH,3 OCH;,
28 (R=COOCHS3)
2 Stufen 30 31
29 (R=CHO)
O OAc
u
(0] (0] (0]
4 Stufen 3 Stufen 3NHCI

(0]

33 Anhydrobilobalid-
acetat (34)

Bilobalid-6-
acetat (35)

Schema 4. Totalsynthese von Bilobalid nach Corey et al.

zu einem bemerkenswert selektiven Austausch der Methoxy-
gruppe gegen eine Hydroxygruppe, und die folgende Chlo-
rierung und Eliminierung ergab 31. Die beiden Doppelbin-
dungen in 31 wurden mit Peroxy-3,5-dinitrobenzoesdure
stereoselektiv epoxidiert, und das so erhaltene 32 wurde
durch eine Reaktionsfolge aus selektiver Hydroxylierung,
Acetylierung, Oxidationen und Hydrolyse in das Trilacton 33
umgewandelt (Schema 4). Desacetylierung und Hydroge-
nolyse der Epoxidgruppe in 33 fiihrt formal zu Bilobalid
(6), diese Umsetzung ist aber nicht auf direktem Wege
moglich. Vielmehr wurde 33 zu dem bereits vorher beschrie-
benen Anhydrobilobalidacetat 34 desoxygeniert."! Die Dihy-
droxylierung von 34 mit Osmiumtetroxid, gefolgt von der
Desoxygenierung der 2-OH-Gruppe ergab Bilobalid-6-acetat
(35), das nach Einwirkung von 3N HCI in Bilobalid (6)
iberging. Auf diese Weise wurde Bilobalid (6) ausgehend von

TBDMSO

(o]
U TBDMSO
o

42 (R'=0Pv, R>=CO,CH,) 44

LA 43 (R'=0H, R?=CH,0H)

K. Stremgaard und K. Nakanishi

oHc. (Bu 24 in 23 Stufen synthetisiert (Schema 4).

H,COO0C ﬁ Ein nachfolgend entwickelter stereoselek-

H,co0C=—/ tiver Syntheseweg zu Bilobalid (6) ver-

i__0 wendete (+)-Menthol als chirales Auxiliar

\( in einem zu 24 #hnlichen Enon.["'”

Crimmins et al. beschrieben eine alter-

native Totalsynthese von Bilobalid (6),

wobei zwei leicht unterschiedliche Routen

eingeschlagen wurden."""!"? Der erste

Ansatz basierte auf der 19-stufigen Syn-

these von 32, einer Zwischenstufe der

Corey-Synthese (Schema 4), ausgehend

32 von 3-Furaldehyd unter Anwendung der

Sharpless-Epoxidierung, einer stereose-

lektiven intermolekularen [2+2]-Reak-

tion und einer regioselektiven Baeyer-

Villiger-Oxidation als Schliisseltransfor-

mationen. Im zweiten Ansatz wurde die

Totalsynthese von Bilobalid (6) in 17

Stufen abgeschlossen (Schema 5). In vier

Stufen wurde 3-Furaldehyd in den Alde-

hyd 36 umgewandelt, der in einer stereo-

selektiven Aldolkondensation mit dem

Enolether 37 zum Enon 38 reagierte. Das

Enolpivaloat 39 wurde mit einer intramo-

lekularen stereoselektiven [2+42]-Photocycloaddition in 40

tiberfiihrt, das nach Hydroxylierung 41 lieferte. Die Spaltung

des Cyclopentanrings und Bildung des Acetals 42 verliefen

mit 85 % Ausbeute. Nach Reduktion der Estergruppen wurde

das gebildete 43 zum Cyclobutanon 44 oxidiert. Die Umset-

zung von 44 mit meta-Chlorperbenzoesaure (MCPBA) fiihrte

in einer regioselektiven Baeyer-Villiger-Oxidation zu 45, das

das Grundgeriist des Bilobalids (6) enthilt. Die Totalsynthese

wurde durch Oxidation mit dem Jones-Reagens zum Dilacton

46 (Schema 5), gefolgt von zwei weiteren Oxidationsschritten
mit Dimethyldioxiran und Jones-Reagens abgeschlossen.

OH
27

4.1.2. Ginkgolide

Den ersten Versuch einer Totalsynthese von Ginkgoliden
beschrieben Weinges et al.""® Die Autoren synthetisierten

BB (6)

Schema 5. Totalsynthese von Bilobalid nach Crimmins et al. Pv=Pivaloyl, TMS =Trimethylsilyl, TBDMS = tert-Butyldimethylsilyl, MCPBA = meta-

Chlorperbenzoesiure.
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den Tricyclus 48, ein mit einem Tetrafu-
ranring anelliertes spirocarbocyclisches
Ringsystem, das dem ABD-Ringsystem o
von Ginkgoliden entspricht, dem aber die
tert-Butylgruppe fehlt (Schema 6). Die
Verbindung wurde durch Umsetzung von
6-Hydroxyspiro[4.4]nonan-1-on (47) in
einer dreistufigen Reaktionsfolge erhal- OCHjz
ten, die eine Grignard-Reaktion, eine ~ 0
Reduktion und eine Cyclisierung ein-

schloss. 1987 berichteten Vilhauer und /\o/"'tB“
Andersson iiber den Aufbau des CDE- o
Ringsystems (54, Schema 6) des Ginkgo- © 59
lidgeriistes.""! Hierzu wurde das Epoxid
49 durch Umsetzung mit Dimethylmalo-
nat in das Lacton 50 umgewandelt, gefolgt
von einer Krapcho-Decarbomethoxylierung und zwei aufein-
anderfolgenden Alkylierungen mit Benzylbromid und fert-
Butylbromacetat unter Bildung von 51. Entschiitzung der
Saurefunktion mit nachfolgender Lactonreduktion und Cycli-
sierung sowie Spaltung der Benzylschutzgruppe fiithrten zum
instabilen 52, das durch Umsetzung mit p-TsOH und wiss-
riger Séure ein Halbacetal bildete, das mit PDC zu 54 oxidiert
wurde (Schema 6).'Y In der Folge berichteten Pattenden
et al. iiber intramolekulare radikalische Cyclisierungen zum
Aufbau der spiro- und linearverkniipften Lactonringsysteme
der Ginkgolide.''%! Ein substituiertes Spirononangeriist,
dhnlich dem der TTLs, synthetisierten spédter DelLuca und
Magnus.M7”

Corey et al. vervollstandigten 1988 die Totalsynthesen von
GA (1)!"® und GB (2).""! Die klassische Totalsynthese von
GB (2) wurde an anderer Stelle ausfiihrlich behandelt, 2%
sodass wir hier nur die Schliisselschritte herausheben
(Schema 7). Das die Ringe B und C von GB (2, Abbildung 3)
enthaltende spirocyclische Ringsystem 56 wurde aus 2-(2,2-
Dimethoxyethyl)cyclopent-2-enon (55) durch 1,4-Addition
eines fert-Butylcuprat-Reagens und Mukaiyama-Kondensati-
on (Behandlung mit 1,3,5-Trioxan und Titanchlorid) aufge-
baut (Schema 7), wobei die tert-Butyleinheit als dirigierende

® 3 Stufen

3 Stufen

55

HO

@

48

P

o 4 Stufen
OBn

51

%\jj O 3 Stufen M (0] ZStufen M

52 53 54

Schema 6. Erste Studien zur Totalsynthese von Ginkgoliden.
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Schema 7. Schlusselschritte der Totalsynthese von GB (2) nach Corey et al.

Gruppe fiir den Ringschluss fungierte. Eine Reaktionsfolge
aus Palladium-vermittelter Sonogashira-Kupplung, intramo-
lekularer Keten-Olefin-[242]-Cycloaddition und Baeyer-Vil-
liger-Oxidation fithrte zur Zwischenstufe 57, die vier der sechs
Ringe von GB (2) enthilt. Zum Aufbau des Tetrahydrofuran-
rings (Ring D) wurde die Reaktivitit des Ringes C durch die
Einfiihrung einer Dithianschutzgruppe in 58 modifiziert. Die
intramolekulare Veretherung zum Pentacyclus 59 gelang in
fiinf Schritten. Oxidation des Rings A und Eliminierung an
Ring Clieferte 60, das selektiv zu einem Epoxyketon an Ring
A oxidiert wurde. Es folgten eine intermolekulare Aldolkon-
densation und eine Lactonisierung bei gleichzeitiger Offnung
des Oxirans zu 61, in dem alle sechs Ringe von GB (2) korrekt
verkniipft sind. Eine Dihydroxylierung der Doppelbindung
von Ring C und Oxidation zu GB (2) vervollstiandigten die
Totalsynthese (Schema 7). Ebenfalls Corey et al. schlugen
eine enantioselektive Route zu GB (2) iiber ein Schliisselin-
termediat vorl'?! und synthetisierten auBerdem eine Reihe
von Ginkgolid-Derivaten.[**12]

Vor kurzem gelang Crimmins etal. eine alternative
Totalsynthese von GB (2). In einer ersten Synthesestudie
von 1989 wurde zundchst das komplexe Ringgeriist der
Ginkgolide in einer effizienten intramolekularen Cycloaddi-
tion aufgebaut (Schema 8).*! Beginnend
mit dem Furanenon 62, das der in der
Synthese von BB (6) auftretenden Zwi-
schenstufe 39 dhnelt (Schema 5), fiihrte eine
intramolekulare Photocycloaddition (4>
350 nm) diastereoselektiv zum Tetracyclus
63, der zu GB (2) in Bezug auf die Ringe A,
B und C analog ist. Nach Inversion des
MOM-geschiitzten Alkohols und Bildung
eines verbriickenden Lactons wurde der
Pentacyclus 64 erhalten, der durch Ring-
erweiterung des Cyclobutanrings in sechs
Stufen in das Tetrahydrofuran 65 iiberfiihrt
wurde (Schema 8). Dieses ist mit dem
Intermediat 60 der Corey-Synthese ver-
gleichbar (Schema 7), es fehlen aber ent-
scheidende funktionelle Gruppen sowie die
tert-Butylgruppe.l'*¥)

In der spédter abgeschlossenen Totalsyn-
these von GB (2, Schema9) wurde die

OLPh
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Schema 8. Fiir Totalsynthesestudien von Ginkgoliden entwickelte
Photocycloaddition. MOM = Methoxymethyl.

Photocycloaddition schlieBlich erneut als ein
Schliisselschritt eingesetzt.'? 18] Zuerst wurde
66 mithilfe eines Zink-Kupfer-Homoenolats in

K. Stremgaard und K. Nakanishi

4.2. Synthetische Modifikationen von Stammverbindungen

Neben den Totalsynthesestudien zu Ginkgoliden und
Bilobalid aus leicht zuginglichen Ausgangsmaterialien
wurden auch zahlreiche synthetische Modifikationen der
Stammverbindungen hergestellt. Im Besonderen wurden
mehrere Derivate fiir SAR-Studien mit dem PAF-Rezeptor
synthetisiert (siche Abschnitt 5.1.2).

Ein groBeres Interesse bestand an der Umwandlung von
GC (3) in GB (2), den wirksamsten PAFR-Antagonisten
unter den Ginkgoliden; zwei Methoden sind hierzu beschrie-
ben. Als erstes berichteten Weinges et al. iiber ein vierstufiges
Verfahren, bei dem die 1-OH-Gruppe von GC (3) als tert-
Butyldiphenylsilylether geschiitzt und das Produkt durch
Reaktion mit Chlorthioameisensdure-O-phenylester in 74
umgewandelt wurde (Schema 10). Diese Verbindung wurde

67 uberfiihrt, das anschlieBend bei 366 nm in cc@E OO, \ ~tBu BuBR. GB (2)
Hexanen bestrahlt wurde. Der Tetracyclus 68 Me po Y
mit zwei quartéiren Kohlenstoffzentren und den deDrPSOC,\'m o0 ortf 1) Bu,SnH, AIBN
Ringen A, B und C von GB (2) wurde in hoher 7-O-Triflat GB (76) 2) TBAF oder Hy, Pd/C
Ausbeute und mit ausgezeichneter Diastereo- S o S o

4

selektivitit erhalten (Schema 9). Durch Hydro-
lyse des Triethylsilylethers, Mesylierung des
resultierenden Alkohols und Behandlung mit
Pyridinium-p-toluolsulfonsdure (PPTS) wurde
in drei Stufen der Lactonring F erzeugt, wobei
69 in einer Gesamtausbeute von 63 % erhalten
wurde. Eine Finkristall-Rontgenstrukturana-
lyse von 69 bestitigte die vorgeschlagene Kon-
figuration. In fiinf Stufen wurde 69 zur Vor-
bereitung des THF-Ringschlusses in 70 iiber-
fiihrt, der durch Umsetzung mit LDA und nachfolgende
Einwirkung von Camphersulfonsiure (CSA) unter Bildung
von 71 realisiert wurde. Der Umsetzung von 71 mit PPTS
(Demethoxylierung des Ringes C) folgte eine Sharpless-
Epoxidierung und die Addition von p-TsOH unter Bildung
der bereits von Corey beschriebenen Vorstufe 61 (siche
Schema 7). Die Totalsynthese von GB (2) wurde in nur zwei
Stufen ausgehend von 61 abgeschlossen (Schema 9).

o CO,Et

|l ) — -

EtO,C 0

A

TESO  tBu
66

7
c (0]

5 Stufen

)\B7MBU >

E
O O
00 o]
69 Oz(
Et

Schema 9. Totalsynthese von GB (2) nach Crimmins et al. TES =Triethyl

TESO _ iBu
67
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C,H:C(S)OCI

—_—
“'BU  “oder C4F.C(S)OCI

ve' s
OH HO

74 (R'=TBDPS, R?=H, R*=C(S)OCgHs)
75 (R'=H, R%=BOM, R3=C(S)OC4Fs5)

Schema 10. Umwandlungen von GC (3) in GB (2). BOM = Benzyloxymethyl.

in einer Barton-McCombie-Alkoholdesoxygenierung mit
Bu;SnH und Azobisisobutyronitril (AIBN) behandelt und
nach Entfernung der Silylschutzgruppe als GB (2) freige-
setzt.'”! In einem #hnlichen Ansatz schiitzten Corey et al. die
10-OH-Gruppe in GC (3) als Benzyloxymethylether (73,
Schema 10) und folgten einer dhnlichen Route zu GB (2).*"
Ein sehr praktisches, zweistufiges Verfahren ist in einem
Patent von Teng beschrieben,”*"! wonach GC (3) durch
Reaktion mit Trifluoressigsdureanhydrid ausschlieBlich 7-O-

tBu 7 A
v, = 3 Stufen_
>350 "M Et0,C / B )tBu
(e} OTES O
68 EtO,C OTES
MeO
o (e}
MeO w-tBuz Stufen 61 2 Stufen GB (2)
Me jo o

silyl.
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Triflat-GC (76) liefert, das sich mit BuNBH, zu GB (2)
reduzieren ldsst (Schema 10).

Bemerkenswert ist die unterschiedliche Reaktivitit der 1-,
7- und 10-OH-Gruppe der Ginkgolide: Eine sperrige Silyl-
gruppe reagiert bevorzugt an der 1-OH-Gruppe, wihrend
Benzylreagentien an der 10-OH-Gruppe angreifen und
Triflatanhydrid ausschlielich an der 7-OH-Gruppe reagiert.
In dhnlicher Weise zeigte sich kiirzlich, dass die im All-
gemeinen an der 10-OH-Gruppe stattfindende Acetylierung
unter stark sauren Bedingungen an der 7-OH-Gruppe von
GC (3) ablauft.’®? Im Allgemeinen sind die 1- und 10-OH-
Gruppen am reaktivsten, da sie untereinander Wasserstoff-
briicken bilden und relativ leicht in ein delokalisiertes
Alkoxyanion iibergehen.**1?l Die erhohte Reaktivitit der
7-OH-Gruppe gegen Schwefel-Nucleophile konnte von dem
weichen Charakter des Schwefelatoms herriihren.

Wihrend der Strukturuntersuchungen von Ginkgoliden
und Bilobalid wurden mehrere Analoga hergestellt, von
denen einige in Abschnitt 2.1 erwihnt sind. Beschrieben sind
acetylierte Ginkgolide und Bilobalide!”! sowie , Isoderi-
vate“, die aus einer Translactonisierung des Rings E in
Ginkgoliden resultieren (Abbildung 3). Vor kurzem wurde
eine Rontgenkristallstruktur des Isoderivats 1,6,10-Triacetat-
isoGC (77, Schema 11) erhalten und ein Mechanismus zur

(¢]
1,6,10-Triacetat-isoGC (77)

Ac,0
(e} o

Schema 11. Mechanismus der Translactonisierung von GC (2) zu
1,6,10-Triacetat-isoGC (77).

Bildung von Isoderivaten vorgeschlagen. Dieser umfasst die
Offnung von Ring E, die Stabilisierung der Zwischenstufe
durch Bildung einer Wasserstoffbriicke zu 3-OH und ein
Abfangen durch Essigsdureanhydrid (Schema 11).1*? Eine
dhnliche Translactonisierung beschrieben Weinges et al. bei
der Acetylierung von BB (6) und der Synthese verschiedener
BB-Acyl-Derivate.”™

Weinges etal. fithrten zahlreiche Synthesestudien zu
Ginkgoliden und Bilobalid durch.®*'*! Eine neuere Unter-
suchung beschiftigte sich mit einer Methode zur Herstellung
radioaktiv markierter Analoga der Ginkgolide, in diesem Fall
[“*C]-GA, wobei der eigentliche Radioligand nicht syntheti-
siert wurde.® Nach einem partiellen Abbau von GA (1), der
schon friiher beschrieben wurde,*>1%138] erfolgte der Einbau
des Lithiumenolats von Methylpropionat, das ["C]-markiert
sein kann, sowie ein nachfolgender Ringschluss zu GA (1).['*)
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Zur Verwendung der Ginkgolide in pharmakologischen
Tests muss wegen ihrer geringen Loslichkeit in Wasser
gewohnlich eine konzentrierte Stammlosung der Verbindung
in Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt werden. DMSO
kann in bestimmten Testsystemen Probleme bereiten,*!
jedoch sind derartige Effekte nicht generell zu beobach-
ten.!"!1 Um die Wasserloslichkeit der Ginkgolide zu erhchen,
synthetisierten Weber und Vasella glycosylierte Ginkgolid-
Derivate.">!¥l Durch Glycosidierung der Ginkgolide mit
einem von Glycosyliden abgeleiteten Diazirin wurde eine
grofle Zahl glycosylierter Analoga erhalten. Die intra- und
intermolekularen Bindungen sowohl dieser als auch der
Stammverbindungen wurden mit 'H-NMR-Spektroskopie
untersucht.!*!

Da die Ginkgolide drei Lactonringe enthalten (die Ringe
C, E und F, Abbildung 3), hdngen ihre Strukturen stark vom
pH-Wert des Losungsmittels ab. Zekri et al. bestimmten die
Ionisierungskonstanten von Ginkgoliden durch 'H-NMR-
spektroskopische Titrationen.'*! Diese zeigten, dass die
Offnung der Lactonringe bei etwa pH 7 einsetzt und dass
bei pH 8 die Spezies, in der ausschlieSlich Ring F geoffnet ist,
vorherrscht (ca. 50 %), wihrend die Spezies mit gedffnetem
Ring E in geringerem Anteil vorliegt (ca. 20%). Bei Erho-
hung des pH-Wertes auf 10 werden die Ringe E und F
gedffnet (Anteil ca. 90 % ). Erst bei pH 13 liegt die Spezies mit
allen geoffneten Lactonringen in signifikanten Anteilen vor
(ca. 40%), ca. 60 % befinden sich aber noch in der Form, in
der nur die Ringe E und F geoffnet sind.

5. Pharmakologische Wirkungen

Wihrend eine Fiille von Studien zu G.-biloba-Extrakten
existiert, wurde die Wirkung der Einzelkomponenten, insbe-
sondere der Flavonoide und TTLs, weit weniger untersucht.
Flavonoide und TTLs werden als maf3gebliche Komponenten
fiir die meisten pharmakologischen Eigenschaften der G.-
biloba-Extrakte angesehen, und es wird vermutet, dass syn-
ergistische Effekte von Bedeutung sind. In jedem Fall ist die
Untersuchung der Einzelkomponenten des G.-biloba-
Extrakts unabdingbar fiir eine genaue Dokumentation der
potenziellen therapeutischen Wirkungen von G. biloba. Ein
Hauptaspekt betrifft die Bioverfiigbarkeit der Komponenten;
es wird angenommen, dass die Flavonoide eine sehr niedrige
Bioverfiigbarkeit haben,”!! wihrend die TTLs, insbesondere
GA (1) und GB (2), wohl fast vollstindig bioverfiigbar
sind.1*1%! Dies belegt erneut, dass die TTLs bei der Ein-
stufung von G.-biloba-Komponenten besondere Beachtung
verdienen.

5.1. Ginkgolide und der PAF-Rezeptor

1985 wurde entdeckt, dass Ginkgolide, insbesondere GB
(2), Antagonisten des PAF-Rezeptors sind.* '™ Dies fiihrte
zu ausfiihrlichen Tests von GB (BN 52021) als PAFR-Antago-
nist in klinischen Anwendungen,m] aber wie alle anderen
Antagonisten des PAFR wurde GB (2), hauptsichlich wegen
mangelnder Wirksamkeit, niemals als Medikament angemel-
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det. Die klinischen Tests ergaben jedoch, dass GB (2) gut
vertréglich ist und nur geringe bis keine Nebenwirkungen hat.
Gegenwirtig ist die Wechselwirkung zwischen GB (2) und
dem PAFR die am intensivsten untersuchte Aktivitdt von
TTLs.

5.1.1. PAF-Rezeptor

Der PAFR gehort zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs). Er wurde in einer Reihe von Zellen
und Geweben, auch des Zentralnervensystems (ZNS), iden-
tifiziert. Im Séugerhirn wurden maximale Expressionsspiegel
im Mesencephalon und im Hippocampus und niedrigere im
olfaktorischen Bulbus, im frontalen Cortex und im Cere-
bellum festgestellt.™ PAF (1-O-Alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phosphocholin, 78, Abbildung 7), der native Phospholipid-

n=1 oder 3
PAF (78)

(S

‘N/ cl Me

WEB 2086 (79) Phomactin A (80)

Abbildung 7. Strukturen von PAFR-Liganden.

agonist des PAFR, ist ein potenter Bioregulator, der an der
Modulation verschiedener ZNS- und peripherer Prozesse
beteiligt ist.*) PAFR-Antagonisten wurden zur Behandlung
entziindlicher Erkrankungen vorgeschlagen und von mehre-
ren pharmazeutischen Firmen als entziindungshemmende
Wirkstoffe getestet. Bis heute ist zwar kein PAFR-Antagonist
als Medikament angemeldet, neueste Resultate weisen aber
darauf hin, dass eine Kombination von Antibiotika und
PAFR-Antagonisten zur Behandlung von Atemwegs-Infek-
tionen eingesetzt werden konnte.!'>!

PAF ist an mehreren Prozessen im ZNS beteiligt, darunter
an der Modulation der Langzeitpotenzierung (LTP),15+157)
der Erhohung der intrazelluliren Ca**-Konzentration!™** und
der frithen Gen-Expression."*"®l Es wird angenommen, dass
PAF als retrograder Messenger in der LTP fungiert,'"
allerdings wurden in PAFR-Tests an Knock-out-Méusen
unterschiedliche Befunde erhalten: Shimizu et al. zeigten,
dass der PAFR in der hippocampalen CA1-Region nicht fiir
LTP benotigt wird,'”” wihrend nach Chen etal. LTP in
hippocampalen Neuronen geschwicht wird.*?!

Der Mechanismus, nach dem PAFR und PAF im Zen-
tralnervensystem wechselwirken, ist unklar.'® Der PAFR
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wurde kiirzlich als Target vorgeschlagen, um das Fortschrei-
ten neurodegenerativer Krankheiten zu verzogern.'®! Er ist
damit eine wichtige Komponente bei der Entschliisselung der
neuroregulatorischen Wirkungen von TTLs.['%¢1¢7]

5.1.2. SAR-Studien mit Ginkgoliden

Eine bemerkenswerte Eigenschaft der PAFR-Antagonis-
ten ist ihre strukturelle Diversitét, die von WEB2086 (79) und
Phomactin A (80) (Abbildung 7) bis hin zu den Ginkgoliden
reicht. Strukturell unterscheiden sich alle stark vom PAF, sind
aber dennoch kompetitive Antagonisten. Bis vor kurzem
konzentrierten sich die SAR-Studien auf Derivate von
Ginkgolid B (GB, 2), dem potentesten Antagonisten des
PAFR. Bei diesen Untersuchungen wurden die Derivate
hinsichtlich ihrer Fiahigkeit evaluiert, eine PAF-induzierte
Aggregation von Blutplittchen (im Kaninchen) zu verhin-
dern.

In ersten Untersuchungen zur PAFR-Inhibierung war GB
(2) mit einem ICs, von 0.25 pum das wirksamste TTL, GA (1)
war etwas weniger wirksam und GC (3) erwies sich als sehr
schwacher Antagonist (Tabelle 1).1¥) Durch Reaktion mit
Diazoalkanen an C-1 oder C-10 wurden Methoxy- und

Tabelle 1: Pharmakologische Aktivitit der Methoxy- und Ethoxyanaloga
von GA (1), GB (2) und GC (3).

Verbindung R' R? R? 1Cso [uM]
GA (1) H H H 0.74
GB (2) OH H H 0.25
GC (3) OH H OH 7.1
10-Me-GA H CH, H 13
10-Et-GA H CH,CH, H 62
1-Me-GB OCH,; H H 0.66
10-Me-GB OH CH, H 0.29
1-Et-GB OCH,CH, H H 1.1
10-Et-GB OH CH,CH, H 7.2
1-Me-GC OCH, H OH 4.2
10-Me-GC OH CH, OH 3.0
1-Et-GC OCH,CH, H OH 8.5
10-Et-GC OH CH,CH, OH 9.3

Ethoxyanaloga von GA (1), GB (2) und GC (3) synthetisiert,
wobei sdulenchromatographisch trennbare Mischungen von
1- und 10-substituierten Analoga erhalten wurden.'® Inte-
ressanterweise waren die 1- und 10-Methoxyanaloga von GB
(2) aquipotent zu GB (2), wihrend die entsprechenden
Ethoxyanaloga weniger wirksam waren. Die 10-substituierten
Analoga von GA (1) waren bedeutend weniger aktiv als GA
(1), wihrend Methyl-Analoga von GC wirksamer und Ethyl-
Analoga dquipotent zu GC (3) waren (Tabelle 1).

Corey et al. untersuchten die Aktivitidt einer Reihe von
Zwischenstufen der Totalsynthesen von GA (1)!'®! und GB
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(2)."") Sie fanden heraus, dass der Lactonring F (siehe
Abbildung 3) fiir die Aktivitét nicht entscheidend und durch
andere lipophile Gruppen ersetzbar ist,'®! dagegen war die
ungewohnliche fert-Butylgruppe essenziell fiir Aktivitit.?!
Vilhauer und Anderson synthetisierten mit der Verbindung
54 (Abschnitt 4.1.2, Schema 6) das CDE-Ringsystem von
Ginkgoliden und untersuchten ihre Eigenschaften als PAFR-
Antagonist.'"¥ Diese Einheit der Ginkgolid-Struktur erwies
sich als unwirksamer PAFR-Antagonist, was wichtige Infor-
mationen tiiber die strukturellen Anforderungen fiir Ginkgo-
lide zur PAFR-Inhibierung erbrachte.

Die umfassendsten SAR-Studien zu Ginkgoliden und
PAFR fiihrten Park et al. durch, die mehr als 200 Derivate
von GB (2), vornehmlich mit aromatischen Substituenten am
10-OH, synthetisierten.'™ Diese Derivate wurden im All-
gemeinen durch Behandlung von GB (2) mit einer Base und
einem Benzylhalogenid synthetisiert, wobei in den meisten
Fillen eine selektive Derivatisierung an der 10-OH-Gruppe
erreicht wurde. Die meisten der 10-O-benzylierten Derivate
waren wirksamer als GB (ICs,=0.258 um). So zeigte z.B. 10-
(3,5-Dimethyl-2-pyridinyl)methoxy-GB  (ICs,=0.0245 pum)
eine zehnfach hohere Aktivitdt als GB (2). Die gleiche
Arbeitsgruppe untersuchte auch Eliminierungsprodukte von
GB sowie 1-10-verbriickte Derivate, allerdings zeigten diese
Analoga eine weitaus geringere Wirksamkeit als GB (2).l7!
Mit einem leicht modifizierten Verfahren synthetisierten Hu
et al. dhnliche (und teilweise identische) Derivate wie Park
et al. Wenig iiberraschend war, dass sich auch in diesen
Studien benzylierte GB-Derivate als wirksamere Inhibitoren
als GB (2) herausstellten."”>'7*) Des Weiteren synthetisierten
Hu et al. unterschiedliche Abbau- und Eliminierungspro-
dukte von GA (1) und GB (2) sowie Amid-Derivate, denen
die Ringe C und D fehlten (Abbildung 3). In allen Féllen war
aber ein verringerter PAFR-Antagonismus zu beobach-
ten.[l74'175]

Ein Ziel der SAR-Studien ist die Aufstellung eines
Pharmakophormodells, das die Aktivitit synthetischer Deri-
vate erkldrt und die Aktivitdt neuartiger Derivate voraussagt.
Eine dreidimensionale quantitative SAR(3D-QSAR)-
Studie"! fiir Ginkgolide und den PAFR wurde unter
Anwendung der vergleichenden molekularen Feldanalyse
(comparative molecular field analysis; CoMFA) mit 25
hauptsdchlich von Corey et al. synthetisierten Ginkgolid-
Analoga unternommen.'8191%] In Ubereinstimmung mit
den kiirzlich beschriebenen SAR-Studien sagte dieses Phar-
makophormodell voraus, dass Substituenten in der 10-OH-
Position von GB die Aktivitidt erhohen. Eine Dichtefunk-
tional(DFT)-Rechnung zu GB (2) bestitigte auBerdem die
rontgenstrukturanalytisch bestimmte Struktur im Kristall. IR-
Streckschwingungsbanden wurde ebenfalls mithilfe von DFT-
Rechnungen vorausgesagt.['””

Die Wechselwirkungen zwischen Ginkgoliden und dem
PAFR auf molekularer Ebene lassen sich mit Photomarkie-
rungstechniken aufkldren. Hierzu stellten wir unldngst pho-
toaktivierbare Derivate von GB (2) und GC (3) her.'* In
diesen Arbeiten wurden hoch potente Analoga ermittelt,
wobei Derivate mit 4-(Brommethyl)benzophenon- (81), Tri-
fluormethyldiazirin- (82) und Tetrafluorphenylazid-Gruppen
(83) in der 10-OH-Position von GB (Abbildung 8) mit K;-
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Abbildung 8. Photoaktivierbare Analoga von Ginkgoliden.

Werten von 90 bis 150 nm am aktivsten waren. Diese Derivate
sind vielversprechende Substanzen zur Charakterisierung der
PAFR-Ginkgolid-Wechselwirkungen. Die Untersuchung lie-
ferte auch die erste Evaluierung der Wechselwirkungen
zwischen Ginkgoliden und kloniertem PAFR mithilfe eines
Radioligand-Bindungsassays. Nach einer weiteren Studie, in
der die Wirkung von Acetatderivaten der Ginkgolide unter-
sucht wurde, verringert Acetylierung generell die antago-
nistischen Effekte am PAFR,*? was darauf hindeutet, dass
GB-Diazoacetate fiir Photomarkierungsstudien wohl unge-
eignet sind. Eine der neuesten Untersuchungen beschéftigte
sich mit dem Effekt einer Substitution an der 7-Position von
Ginkgoliden. Anders als bei fritheren Studien zeigte sich, dass
durch Einfiihrung eines Chlorsubstituenten duflerst potente
Ginkgolid-Derivat erhalten werden; so war 7-Chlor-GB mit
K, =110 nM achtmal wirksamer als GB (2).l"®!

Die groBe Zahl an Ginkgolid-Derivaten, die hergestellt
und auf ihre Wirkung als PAFR-Antagonisten getestet
wurden, fithrte zu einem besseren Verstindnis der entschei-
denden strukturellen Eigenschaften (Abbildung9). Weitere
Untersuchungen sind erforderlich, um sowohl die molekulare
strukturelle Wechselwirkung von TTLs mit dem PAFR als
auch die potenziellen physiologischen Wirkungen auf Funk-
tionen des Zentralnervensystems aufzukldren.

sperrige/aromatische Lactonring C
Substituenten an 1- und 10-OH ist essenziell
erhohen Aktivitat o fur Aktivitat
. tert-Butyl-Gruppe
Lactonring F kann o erhoht Aktivitat
durch lipophile Gruppen
ersetzt werden HyC' THF-Ring D ist

essenziell fur Aktivitat

7-OH-Substitution vermindert,
7-Cl-Substitution erhéht Aktivitat

Abbildung 9. Ubersicht iiber das Resultat der SAR-Studien zu
Ginkgoliden und dem PAFR.
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5.2. Ginkgolide und Glycin-Rezeptoren

Das bis vor kurzem einzige bekannte spezifische Target
fiir Ginkgolide war der PAFR, dessen Bedeutung fiir die
Funktion des Zentralnervensystems allerdings noch unklar
ist. Erste Hinweise darauf, wie Ginkgolide im Zentralnerven-
system wirken, lieferte der Befund, dass GB (2) ein potenter
und selektiver Antagonist von Glycin-Rezeptoren (GlyRs)
ist.l” 1811 GlyRs finden sich hauptsichlich im Riickenmark
und im Hirnstamm, aber auch in hoheren Gehirnbereichen
wie dem Hippocampus, und sind zusammen mit den Y-
Aminobuttersiure-Rezeptoren (GABA,Rs) die wichtigsten
inhibierenden Rezeptoren im Zentralnervensystem. 8218
GlyRs und GABA,Rs sind ligandengesteuerte (,,ligand-
gated) Ionenkanile, die zusammen mit dem nicotinischen
Acetylcholin(nACh)- und dem Serotonin(5-HT;)-Rezeptor
eine Uberordnung von Membranrezeptoren bilden, die
schnelle synaptische Ubertragungen im Zentralnervensystem
vermitteln.'® GlyRs teilen einige Strukturmerkmale mit
diesen Rezeptoren, einschlieBlich einer pentameren Anord-
nung von Untereinheiten, die jeweils aus vier Transmem-
brandominen (M1-M4) und einer extrazelluldren N-termi-
nalen Cystein-Schleife aus 15 Aminosiureresten bestehen.!'s”!
In jlingster Zeit hat sich das Interesse an Liganden fiir GlyRs
wieder verstarkt, da Modulatoren der GlyR-Funktion als
Muskelrelaxantien sowie als Sedativa und Analgetika ein-
gesetzt werden konnten, %)

Elektrophysiologischen Studien zufolge antagonisiert GB
(2) Glycin-Rezeptoren in neocortikalen Abschnitten!"!! und
hippocampalen Zellen.'”” Die Inhibierung ist nichtkompeti-
tiv, bedarfsabhingig und wahrscheinlich spannungsabhingig,
was darauf hindeutet, dass GB (2) an die zentrale Pore des
Ionenkanals bindet. Ebenfalls wurde gezeigt, dass GC (3) und
GM (5) fast dquipotent zu GB (2) sind, wihrend sich GA (1)
und GJ (4) als bedeutend weniger wirksam erwiesen,!'s*181
was auf eine entscheidende Rolle der in GB (2), GC (3) und
GM (5) vorhandenen, aber in GA (1) und GJ (4) fehlenden 1-
OH-Gruppe hindeutet. Diese Annahme bestétigten Molecu-
lar-Modeling-Studien, denen zufolge eine auffallende Struk-
turiibereinstimmung  zwischen  Picrotoxinin,  einem
GABA,R- und GlyR-Antagonisten, und Ginkgoliden
besteht.!"™ Daher sind Ginkgolide #uBerst niitzlich fiir
pharmakologische Studien der Funktion und der Eigenschaf-
ten von GlyRs. Wie in Abschnitt 5.5 beschrieben wird, konnte
die Antagonisierung von inhibierenden Rezeptoren aber zu
ernsthaften Folgen bei der Einnahme von G.-biloba-Extrakt
fiihren.

5.3. Ginkgolide und der periphere Benzodiazepin-Rezeptor (PBR)

Benzodiazepine werden als Antikonvulsiva und Anxioly-
tika klinisch eingesetzt. Thre Wirkung beruht auf der Bindung
an eine spezifische Benzodiazepin-Bindungsstelle auf im
Zentralnervensystem befindlichen GABA,Rs. Benzodiaze-
pine binden jedoch auch an Rezeptoren im peripheren
Gewebe und in Glialzellen des Gehirns. Solche peripheren
Benzodiazepin-Rezeptoren (PBRs)!"*"'¥! befinden sich typi-
scherweise auf den dufleren Membranen von Mitochondrien.
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Die Funktion der PBRs ist nicht vollig verstanden, es wurde
aber vorgeschlagen, dass sie bei der Steroidgenese, der
Zellproliferation sowie bei Stress- und Angststorungen eine
Rolle spielen. Diese Annahme stiitzt sich auf den Befund,
dass bei neurodegenerativen Stérungen und nach Hirnsché-
digungen eine erhohte PBR-Konzentration in spezifischen
Hirnregionen vorliegt.!s”)

Aus mehreren Untersuchungen geht hervor, dass Gink-
golide, besonders GA (1) und GB (2), PBRs modulieren
konnen. Zunéchst wurde gezeigt, dass die nachlassende
Fihigkeit der PBRs zur Ligandenbindung mit einer abneh-
menden Protein- und der mRNA-Expression einhergeht.!®
Dies fiihrte zu der Annahme, dass die neuronale Schutz-
wirkung von GA (1) und GB (2) mit ihrem Einfluss auf die
Glucocorticoid-Biosynthese zusammenhiingt.® %! Neueren
Studien zufolge besteht die primdre Wirkung von GB (2) in
der Inhibierung der PBR-Expression,'®"! die durch die Bin-
dung an einen Transkriptionsfaktor vermittelt wird. Es wurde
vorgeschlagen, dass GB (2) eine Glucocorticoid-Uberproduk-
tion durch die PBR-gesteuerte Steroidgenese reguliert.!">1%!

5.4. Verschiedene Wirkungen der Ginkgolide

Die oben beschriebenen Wechselwirkungen der Ginkgo-
lide mit PAFRs, GlyRs und PBRs sind die am besten
charakterisierten Wechselwirkungen von Ginkgoliden mit
Targets im Zentralnervensystem. In zahlreichen Tests mit
verschiedenen Geweben und Bedingungen wurden weitere
Wirkungen von Ginkgoliden beobachtet. Keine dieser Stu-
dien ergab ein eindeutiges Target fiir Ginkgolide, stattdessen
wurde eine Vielzahl pharmakologischer Effekte beobachtet,
die mit den beschriebenen Targets in Beziehung stehen
konnten oder nicht.

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass Ginkgolide
gegen unterschiedliche Beeintrichtigungen des Zentralner-
vensystems wirken, z.B. gegen Ischdmie, zerebrovaskuldre
und traumatische Hirnverletzung und Entziindungen.'®! Es
wird angenommen, dass GB (2) die post-ischamische Pro-
duktion von freien Sauerstoffradikalen einschrinkt,"* und es
ist belegt, dass GA (1) und GB (2) eine durch Glutamat
induzierte Schidigung neuronaler™ und hippocampaler
Zellen™ vermindert. GB (2) wurde eine schiitzende Wir-
kung gegen die Abnahme der Aktivitdt von hippocampaler
Ca’*/Calmodulin-abhiingiger Proteinkinase II (CaMKII)
nach zerebraler Ischimie zugeschrieben.”” Dies ist insofern
interessant, als CaMKII an der Langzeitpotenzierung betei-
ligt sein soll, was die neuroregulativen Effekte der Ginkgolide
erkldren wiirde.

Weiteren Untersuchungen zufolge reduzieren GA (1) und
GB (2) die Menge der durch induzierbare NO-Synthase
(iNOS) produzierten, potenziell cytotoxischen Stickoxide,!*!
ein auch mit BB (6) beobachteter Effekt. Auch cardiopro-
tektive Wirkungen der Ginkgolide wurden nachgewiesen,
wobei GA (1) am wirksamsten war."”*!*) Um zu beweisen,
dass diese Wirkung nicht mit einem PAFR-Antagonismus
verbunden ist, wurde ein GC-Derivat mit einer Tolylgruppe
in der 7-OH-Position synthetisiert. Dieses Derivat zeigte eine
hohere cardioprotektive Aktivitdt als GB (2) und GC (3),
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withrend es bei 120 um keine Wirkung am PAFR hatte.*™!
SchlieBlich belegten die wenigen klinischen Studien mit GB
(2) dessen Einfluss auf periphere Ereignisse, z.B. bei Gram-
negativ-induziertem septischem Schock™! und post-trans-
plantatorischem Nierenversagen.™ Wahrscheinlichste Ursa-
che ist eine Inhibierung des PAFR.

5.5. Bilobalid

Bilobalid (BB, 6) ist das am meisten vorkommende TTL
im standardisierten G.-biloba-Extrakt EGb761. Fiir BB (6)
wurde kein spezifisches Target identifiziert, sodass auch keine
SAR-Studien ausgefiihrt wurden. Da BB (6) wesentlich
labiler ist als die Ginkgolide, ist seine Chemie relativ
begrenzt, dementsprechend wurden bislang lediglich Acety-
lierungen erfolgreich ausgefiihrt.”>”*! Obwohl kein spezifi-
sches Target identifiziert wurde, deutet eine Fiille pharma-
kologischer Hinweise darauf hin, dass BB (6) wichtige
neuroregulative Eigenschaften haben kénnte.”*!

Mehreren Studien zufolge beeinflusst BB (6) die wichtigs-
ten Neurotransmitter im Gehirn, ndmlich Glutamat und -
Aminobuttersdure (GABA). Es wurde bewiesen, dass BB (6)
eine antikonvulsive Wirkung gegen Isoniazid-, Pentylen-
tetrazol- und 4-O-Methylpyroxidin-induzierte Konvulsionen
hat.**2%] Sehr wahrscheinlich wird dieser Effekt durch
erhohte GABA- und Glutaminsiduredecarboxylase(GAD)-
Spiegel in unterschiedlichen Bereichen im Méusehirn ver-
mittelt.?*?"") AuBerdem induzierte BB (6) in hippocampalen
Hirnschnitten der Ratte eine verstirkte Erregbarkeit und
schwichte die inhibitorische Wirkung von Muscimol, einem
potenten GABA R-Agonisten. Dies bedeutet, dass BB (6)
die mit GABA verbundene Transmission reduziert,”® was
fritheren Ergebnissen derselben Arbeitsgruppe zu widerspre-
chen scheint.

Vor kurzem wurde eindeutig nachgewiesen, dass BB (6)
ein GABA ,R-Antagonist ist. In neocortikalen Abschnitten
von Rattenhirnen fungierte BB (6) als schwacher (IC5,=
46 pm), nichtkompetitiver Antagonist,!'®! war aber potenter
bei rekombinanten o,f,Y, -GABA,Rs und zeigte ein gewis-
ses MaB an kompetitivem Antagonismus.”” Da Antago-
nisten von GABA, Rs bekanntermaBen Konvulsiva sind,
konnte dies ein Risiko bei der Einnahme des G.-biloba-
Extrakts mit sich bringen. Untermauert wird dies durch
Studien an zwei Epilepsie-Patienten, die bei Einnahme von
G.-biloba-Extrakt eine erhohte Anfallhdufigkeit zeigten.
Nach Stopp der Verabreichung normalisierte sich der
Zustand.”” Diesen Ergebnissen zufolge sollten Personen
mit einer niedrigen Anfallsschwelle, z.B. Epilepsiepatienten,
G.-biloba-Extrakte mit Vorsicht anwenden.

In cortikalen Hirnschnitten der Ratte unter Hypoxie/
Hypoglykdamie-Bedingungen reduzierte Bilobalid signifikant
die Freisetzung von Glutamat, was darauf schlieBen lésst, dass
die neuronalen Schutzwirkungen von BB (6) durch einen
verringerten Glutamat-Ausstrom und eine dementsprechend
verringerte Excitotoxizitit vermittelt sein konnten.”!'! Es
zeigte sich auch, dass BB (6) die Kalium- und Veratridin-
induzierte Freisetzung von stimulierenden Aminosduren wie
Glutaminsidure und Asparaginsdure reduzieren und die Wir-
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kung des GABA-Aufnahme-Inhibitors NO-711 blockieren
konnte.?') Weichel et al. fanden heraus, dass BB (6) den N-
Methyl-p-aspartat(NMDA )-induzierten Phospholipid-
Breakdown im Rattenhippocampus inhibiert und schlugen
einen dem NMDA-Rezeptor nachgeschalteten Effekt vor.”™!
Kiirzlich wurde aber erkannt, dass BB (6) NMDA-induzierte
Depolarisationen nicht beeinflusst, was stark darauf hinweist,
dass es keine Wirkung auf den NMDA-Rezeptor ausiibt.[*?!
Potenzielle medizinische Anwendungen von BB (6) sind in
Patenten niedergelegt. Dazu gehoren der Einsatz von BB (6)
zum Schutz von Neuronen gegen Ischimie,?¥! als Antikon-
vulsivum®! und zur Behandlung von Stress- und Angst-
zustinden. %]

Zwei weitere Targets fiir BB (6) sind Phospholipase A,
(PLA,) und die mitochondriale Atmung. BB (6) inhibiert die
Gehirn-PLA,-Aktivitdt und den hypoxieinduzierten Anstieg
des Cholin-Einstroms®?'**7?¥l und schiitzt auBerdem vor
hypoxieinduzierter PLA,-Aktivierung.”'>?" Eine weitere
Untersuchung wies auf eine neuronale Schutzwirkung durch
die Verkleinerung des Infarktbereichs im Gehirn nach einer
Ischimie hin.?"! Eine Reihe von Studien deckte auf, dass BB
(6) insbesondere unter ischdmischen Bedingungen an der
mitochondrialen Atmung beteiligt ist.’”” Ebenso wurde
gezeigt, dass BB (6) den Glucose-Transport unter normoxi-
schen, aber nicht unter hypoxischen Bedingungen erhoht,
dass es die Atmungsregulation von Mitochondrien steigert
und durch Verstirkung der Atmungseffizienz einen ATP-
Schwund verhindert.?™! SchlieBlich gibt es Hinweise, dass der
Einfluss von EGb761 auf die -Amyloid-Aggregation und
der mogliche Schutz gegen AD zumindest zum Teil durch BB
(6) vermittelt ist.”” Um dies zu bestitigen, sind jedoch
weitere Untersuchungen notwendig.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Bilobalid- und Ginkgolid-Strukturen sind seit etwa 35
Jahren bekannt und waren seitdem Gegenstand einer Viel-
zahl chemischer und biologischer Studien. Die Totalsynthe-
sen dieser komplexen Naturstoffe zdhlen zu den groBten
Leistungen in der Naturstoffsynthese. Eine erste signifikante
biologische Aktivitdt der Ginkgolide wurde 1985 entdeckt, als
nachgewiesen wurde, dass sie potente Antagonisten des PAF-
Rezeptors sind. Ginkgolide und Bilobalid wurden in vielen
pharmakologischen Tests charakterisiert. Besonders wichtig
sind neuere Befunde einer antagonisierenden Wirkung gegen
inhibierende Rezeptoren im Gehirn.

In den letzten Jahren hat die Literatur iiber G. biloba im
Allgemeinen und zu Terpentrilactonen im Besonderen rasant
an Umfang gewonnen. Sicher werden neue biologische
Targets entdeckt und schon bekannte Targets noch griind-
licher erforscht werden. Ziel ist ein tieferes Verstdndnis der
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen auf der Ebene moleku-
larer Strukturen, wodurch neue Einblick in die Wirkungen
der einzigartigen Komponenten dieser iltesten lebenden
Pflanze moglich werden.
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