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1 Sterol-Biosynthese-Testung 

Das Kapitel 1, Sterol-Biosynthese-Testung, ist ein Teil der zwei großen Abschnitte meiner Arbeit, neben 

dem Kapitel 3. Das Kapitel ist in zwei große Teilbereiche untergliedert, Kapitel 1.2 behandelt die 

Identifizierung neuer Enzym-Inhibitoren des Post-Squalen-Abschnitts der Cholesterol-Biosynthese 

anhand eines Testsystems, entwickelt von Martin Giera [1, 2]. Das Kapitel 1.3 befasst sich mit der 

Entwicklung eines neuen Testsystems zur Charakterisierung von Enzym-Inhibitoren des 

Post-Lanosterol-Abschnitts der Ergosterol-Biosynthese und dessen Anwendung. Beide Kapitel tragen 

einen wesentlichen Teil zur vollständigen Charakterisierung von Inhibitoren der Sterol-Biosynthese bei. 

 

1.1 Einleitung  

In allen eukaryotischen Organismen spielen Sterole eine wichtige physiologische Rolle. Eine 

Beeinflussung der Sterol-Biosynthese führt zwangsläufig zur Veränderung der Organismen. 

Squalenepoxid, ein Triterpen, gebildet aus sechs aktivierten Isopreneinheiten, stellt die letzte 

gemeinsame Zwischenstufe in der Sterol-Biosynthese bei Plantae (Pflanzen) und Mammalia/Fungi 

(Säugetiere/Pilze) dar. Das letzte gemeinsame Sterol unter physiologischen Bedingungen ist bei 

Säugetieren und Pilzen das Lanosterol (siehe Abbildung 1) [3]. 

 

Abbildung 1: Sterol-Biosynthesewege in Mammalia, Fungi, Plantae. 
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Der Abschnitt ĂSterol-Biosynthese-Testungñ befasst sich ausgiebig mit der Struktur von verschiedenen 

Sterolen und deren Modifikationen. Zum besseren Verständnis wird kurz auf die Nummerierung nach 

IUPAC und auf die Stereochemie des Sterol-Gerüstes am Beispiel Lanosterol eingegangen (Abbildung 

2).  

 

Abbildung 2: Nummerierung von Dihydrocholesterol nach IUPAC 

 

Die vier Ringe des Sterol-Gerüstes sind all-trans-verknüpft. Die Cyclohexanringe A, B und C sind bei 

gesättigten Sterolen in der Sesselkonformation aneinander kondensiert. Durch die trans-Verknüpfung 

ist eine fast spannungsfreie All-Sessel-Konformation möglich. Die Hydroxy-Gruppe in Position C3, die 

Methyl-Gruppen an C10 und C13, sowie die Seitenkette ausgehend von C17 sind ɓ-ständig. Es gibt 8 

asymmetrische Kohlenstoffatome C3, C8, C9, C10, C13, C14, C17 und C20, dadurch sind theoretisch 

256 verschiedene Stereoisomere möglich. Die Natur selbst synthetisiert nur ein bestimmtes, 

stereochemisch eindeutig definiertes Endprodukt in ihrer Biosynthese. Woodward et al. [4]schafften es, 

dies der Natur gleich zu tun. Sie konnten in den Jahren 1951/52 erstmals Cholesterol totalsynthetisch 

herstellen. Diese Leistung muss bis heute honoriert werden, nicht nur wegen der damaligen 

Laborausstattung, sondern auch aufgrund der komplexen Stereochemie. Die IUPAC Bezeichnung von 

Dihydrocholesterol (Trivialname) ist Cholestan-3ɓ-ol. Da in allen physiologisch vorkommenden Sterolen 

die Hydroxygruppe in Position C3 ɓ-ständig ist, wird in der nachfolgenden Arbeit auf eine genauere 

Konfigurationsangabe der 3ɓ-Hydroxygruppe verzichtet.  
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Pharmazeutisch relevante Gründe für die Entwicklung und Erforschung neuer 

Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren sind: 

¶ Entwicklung neuer Cholesterol-/Lipidsenker (siehe Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3) 

¶ Entwicklung von molekularen Werkzeugen zur Erforschung von Cholesterol-Biosynthese 

induzierten Pathogenesen (siehe Kapitel 1.2.4, 1.2.5, 1.2.7) 

¶ Entwicklung von Chemotherapeutika (siehe Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3) 

 

Die Entwicklung neuer Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren hat folgende Gründe: 

¶ Entwicklung neuer Antimykotika (siehe Kapitel 1.3.1, 1.3.2) 

¶ Entwicklung von molekularen Werkzeugen zur Erforschung von 

Ergosterol-Biosynthese-Wegen in unterschiedlichen Pilzen bzw. unter verschiedenen 

Wachstumsbedingungen (siehe Kapitel 1.3.3) 

 

Die Gründe für die Entwicklung neuer Phytosterol-Inhibitoren sind: 

¶ Entwicklung neuer Herbizide 

¶ Entwicklung von molekularen Werkzeugen zur Erforschung von 

Phytosterol-Biosynthese-Wegen in unterschiedlichen Pflanzen bzw. unter verschiedenen 

Wachstumsbedingungen 

 

Im Hinblick auf die pharmazeutische Verwendung von neu synthetisierten Substanzen und den 

schwierigen Anzuchtsbedingungen von Pflanzenzelllinien, war das eindeutige Ziel dieser Arbeit die 

Entwicklung und Charakterisierung neuer Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren. 

 

Die Charakterisierung einer neu synthetisierten oder isolierten Verbindung erfolgte in meiner Arbeit 

immer in gleicher Weise (Abbildung 3).  
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Abbildung 3: Fließschema zur Entwicklung neuer Cholesterol bzw. Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren 

 

Nach der Synthese der Substanzen (durchgeführt von Kollegen in unserem oder einem anderen 

Arbeitskreis) wurden diese zuerst einer biologischen Grundtestung unterworfen. Dabei diente ein 

MTT-Test an HL60-Zellen (humane promyelocytische Leukämie Zellen) zur Erkennung von 

zytotoxischen Effekten. Die Effekte gelten solange als unspezifisch bis ihr Wirkmechanismus geklärt ist, 

gleiches gilt für den MHK-Test und für den Agar-Diffusionstest. Auch diese beiden Tests dienen nur zur 

Erkennung einer Zytotoxizität. Wünschenswert bei der Entwicklung von neuen 

Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren ist, dass die Verbindungen eine geringe, idealerweise überhaupt 

keine Toxizität aufweisen. Im Gegensatz dazu sollten neu entwickelte 

Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren eine hohe fungale Toxizität gegenüber Pilzzellen mit einer geringen 

Zytotoxizität gegenüber menschlichen Zellen haben. Die MHK-Bestimmung (minimale 

Hemmkonzentration) wurde an drei verschiedenen Pilzzelllinien (Candida glabrata, Saccharomyces 

cerevisiae, Yarrowia lipolytica) durchgeführt. Dieser Test beruht auf einer DIN-Norm [5] und dient zur 

Erkennung und Einordnung einer vorerst noch nicht spezifizierten antimykotischen Aktivität. Der 

Agar-Diffusionstest wurde an Bakterien (Escherichia coli, Pseudomonas antimicrobia, 

Staphyloccus equorum, Streptoccoccus entericus) und an Pilzen (Aspergillus niger, Candida glabrata, 

Hyphopichia burtonii, Yarrowia lipolytica) durchgeführt. Er dient ebenfalls zur Identifizierung von einer 

vorerst noch nicht spezifizierten antimykotischen und antibakterieller Aktivität. Anschließend wurden die 

Substanzen der Sterol-Biosynthese-Testung unterworfen, um in beiden Testsystemen die Aktivität und 
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Selektivität der Substanzen zu überprüfen. Ziel ist es, eine Substanz zu etablieren die entweder nur im 

Pilz oder nur an humanen Zellen wirkt. Nach dem allgemeinen Screening mit den Cholesterol- bzw. 

Ergosterol-Biosynthese-Assays und der Identifizierung des inhibierten Enzyms oder der inhibierten 

Enzyme (sogenannte Multienzymhemmung) im Post-Squalen- (human) bzw. im 

Post-Lanosterol-Abschnitt (fungal), wurden die besten/interessantesten Substanzen einer quantitativen 

Bestimmung der biologischen Aktivität unterzogen. Dabei wurde geprüft wie stark das Vermögen einer 

Substanz ist, in einem zellulären System die Neubildung von Cholesterol bzw. Ergosterol zu 

unterdrücken.  

 

Abschließend erfolgte die Bewertung der Substanz nach den aufgeführten Kriterien: 

¶ Ist die Substanz ein Inhibitor der Sterol-Biosynthese? 

¶ Hemmt die Substanz selektiv die Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese? 

¶ Hemmt die Substanz selektiv ein bestimmtes Enzym? 

¶ Ist die Selektivität auch in einem weitem Konzentrationsbereich gegeben? 

¶ Wie hoch ist die Zytotoxizität der Substanz im MTT-Test, wenn nur ein Enzym im 

Cholesterol-Assay gehemmt wurde? 

¶ Wie hoch ist die Zytotoxizität der Substanz im MHK-Test bzw. Agar-Diffusions-Test, wenn eine 

Hemmung im Ergosterol-Assay vorliegt? 

¶ Gibt es bereits Inhibitoren die das gleiche Enzym inhibieren? 

¶ Wo liegt der Nutzen der Substanz gegenüber Referenzinhibitoren? 

¶ Können aus der Testung einer größeren Zahl strukturverwandter Substanzen 

Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet werden? 

 

War die Bewertung einer Substanz aus einer (sehr) kleinen Substanzbibliothek abgeschlossen musste 

entschieden werden ob es lohnend ist, Strukturvariationen an der Substanz vorzunehmen.  

 

Gründe hierfür sind: 

¶ Neue chemische Klasse von Inhibitoren eines bestimmten Enzyms (siehe Kapitel 1.2.1, 1.2.2) 

¶ Erster selektiver Inhibitor eines bestimmten Enzyms (siehe Kapitel 1.2.5) 

¶ Stärkere Aktivität einer Substanz als bekannte Referenzinhibitoren (siehe Kapitel 1.2.3, 1.2.7, 

1.3.2.1) 

¶ Neue wirksame Substanz, wobei keine Überlegenheit gegenüber Referenzinhibitoren 

beobachtet wurde und die chemische Klasse von Wirkverbindungen bereits bekannt ist. Jedoch 

handelt es sich um noch unveröffentlichte Strukturvariationen und/oder um kostengünstige 

Synthesen (vgl. Kapitel 1.3.2.2, 1.3.2.3) 
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1.2 Entwicklung neuer Cholesterol -Biosynthese -Inhibitoren  

 

ĂCholesterol is the most highly decorated small molecule in biologyñ 

M. Brown und J. Goldstein, Nobelpreis-Vortrag 1985 

 

Francois Poulletier de La Salle beschreib 1789 zum ersten Mal die Verbindung Cholesterol. Die 

Entdeckung wird jedoch meist dem französischen Chemiker M. E. Chevreul 1815 zugeschrieben. Er 

fand die Substanz in humanen Gallensteinen und benannte sie nach den griechischen Worten Ăcholeñ 

f¿r Galle und Ăstereosñ f¿r starr. Noch zu Lebzeiten Chevreuls etablierte der österreichische Botaniker 

und Chemiker F. Reinitzer die empirische Formel C27H46O für Cholesterol (1888). Im Jahre 1932 

konnten die deutschen Chemiker H. Wieland und E. Dane die korrekte Struktur bestimmen [3, 6].  

 

Cholesterol im menschlichen Organismus stammt entweder aus der Nahrung oder wird endogen 

synthetisiert. Von dem exogen zugeführten Cholesterol (500 mg pro Tag) gelangen ca. 40 % durch 

Resorption im Darm in den menschlichen Körper [7]. Cholesterol dient dabei als Baustein für die 

Zellmembran oder wird für die Hormon-/Gallensäuresynthese verwendet.  

Ausgeschieden wird Cholesterol im Stuhl als unverändertes Cholesterol oder nach Oxidation als 

Gallensäuren, im Urin als Abbauprodukte von Nebennierenrinden-/Gonadenhormonen und über die 

Haut als Bestandteil der Zellmembran von abgestorbenen Hautzellen [7]. 

Das endogen gebildete Cholesterol wird aus 15-Acetat Einheiten über verschiedene Zwischenstufen 

hauptsächlich in der Leber gebildet [3]. Darüber hinaus wird Cholesterol noch in den Gonaden, im 

Gehirn und in der Darmschleimhaut synthetisiert [8]. Die Cholesterol-Biosynthese kann in zwei Teile 

aufgeteilt werden: 

¶ Der erste Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese ist der Aufbau des Sterol-Grundgerüsts. Dieser 

Teil ist hinsichtlich der entstehenden Zwischenstufen mit der Ergosterol-Biosynthese in Pilzen 

identisch (Abbildung 4).  

¶ Der zweite Teil der Biosynthese beschäftigt sich mit den Modifikationen des Sterol-Gerüstes, 

ausgehend von Squalen bis zum Endprodukt Cholesterol (Abbildung 5) [1, 9, 10]. 
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Abbildung 4: Erster Abschnitt der Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese; beteiligte Enzyme siehe 

Tabelle 1 
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Abbildung 5: Zweiter Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese nach Giera [1]; beteiligte Enzyme siehe 

Tabelle 1 
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Abkürzung  Enzym  Assoz iiert e Krankheit en bei 

Defekt des Enzyms  

(a) Acetyl-CoA Acetyltransferase - 

(b) HMG-CoA Synthase - 

(c) HMG-CoA Reduktase - 

(d) Mevalonatkinase - 

(e) Mevalonatphosphatkinase - 

(f) Mevalonatpyrophosphatkinase - 

(g) Mevalonatpyrophosphatdecarboxylase - 

(h) Isopentenylpyrophosphatisomerase - 

(i) Geranylpyrophosphatsynthase - 

(j) Farnesylphosphatsynthase - 

(k) Squalensynthase - 

(l) Squalenepoxidase - 

(m) Oxidosqualencyclase  

(= Lanosterolsynthase) 

- 

(n) ȹ24-Reduktase Desmosterolose 

(o) Sterol-C14-Demethylase Antley-Bixler-Syndrom 

(p) ȹ14-Reduktase Greenberg- oder HEM-Dysplasie 

(q) C4-Demethylase Komplex CHILD-Syndrom 

(r) ȹ8/7-Isomerase 

CHILD-Syndrom, 

Conradi-Hünermann-Happle-Syndrom 

(= CDPX2) 

(s) Lathosteroloxidase Lathosterolose 

(t) 7-Dehydrocholesterolreduktase Smith-Lemli-Opitz-Syndrom 

Tabelle 1: Beteiligte Enzyme am Aufbau von Cholesterol und damit assoziierte Erbkrankheiten 
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Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit war die Charakterisierung von neuen Enzyminhibitoren des 

Post-Squalen-Abschnitts der Cholesterol-Biosynthese. Insgesamt sind 9 verschiedene Enzyme an 

diesen Reaktionen beteiligt (siehe Tabelle 1, Enzyme l-t). Auf die Charakteristika der einzelnen Enzyme 

und deren Bedeutung als mögliche Targets wird im Folgenden kurz eingegangen. 

 

BESCHREIBUNG DER ENZYME DES POST-SQUALEN-ABSCHNITTS DER 

CHOLESTEROL-BIOSYNTHESE: 

¶ Squalenepoxidase (Enzym l) 

Charakteristika: 

Die Squalenepoxidase ist eine Epoxidase und lokalisiert im endoplasmatischen Retikulum. Sie 

katalysiert die Oxidation von Squalen zum 2,3-Oxidosqualen (= Squalenepoxid; siehe Abbildung 

5) [11, 12]. Für die Aktivität des Enzyms werden neben molekularen Sauerstoff, FAD 

(Flavinadenindinucleotid) und NADPH (= Nikotinamidadenindinucleotidphosphaphat) benötigt. 

Bedeutung: 

Der Einsatz von Inhibitoren der Squalenepoxidase als Cholesterolsenker ist möglich. Eine 

hepatische Cholesterolsenkung und eine Verringerung der Gallensteinbildung konnte unter 

Einfluss von Inhibitoren beobachtet werden. Ein weiterer Vorteil bei Inhibition dieses Enzyms 

liegt darin, dass die Squalenepoxidase (anders als viele andere Epoxidasen) nicht Cytochrom 

P450-abhängig ist und dass das akkumulierende Produkt Squalen für den Menschen als nicht 

toxisch (für Pilze ist es toxisch vgl. Terbinafin) und stabil gilt. Jedoch kam es unter Behandlung 

mit Squalenepoxidase-Inhibitoren zur Dermatitis, wahrscheinlich hervorgerufen durch 

Squalen-Einlagerung in Hautzellen. Neuropathien wurden ebenfalls diagnostiziert. Die 

Squalenepoxidase spielt eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der 

Cholesterol-Homöostase, da die Genexpression für dieses Enzym abhängig vom intrazellulären 

Sterolgehalt ist [11, 12, 13]. 

 

¶ Oxidosqualencyclase (= Lanosterolsynthase, Enzym m) 

Charakteristika: 

Die Oxidosqualencyclase (OSC) ist ebenfalls im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und 

katalysiert die Cyclisierungsreaktion von Squalenepoxid, einem linearen Triterpen, zum 

Lanosterol (siehe Abbildung 5). Der Ablauf der Reaktion kann in vier Phasen eingeteilt werden: 

a) korrekte Faltung des Squalenepoxids, b) durch Protonierung des Epoxidringes (=Oxiran) wird 

die Cyclisierungsreaktion initiiert, c) Bildung des Protosterolkations durch eine kaskadenartige 

Cyclisierungsreaktion und d) weitere Umlagerungsreaktionen unter Wanderung von Hydrid und 

Methylgruppen. Während der Reaktion bilden sich acht hochenergetische, carbokationische 
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Zwischenstufen, sogenannte High Energy Intermediates (HEI). Diese Zwischenstufen treten an 

C4, C8, C9, C10, C13, C14, C17 und C20 im fertigen Sterol auf (vgl. Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3, 

1.2.5, 1.2.6) [13]. 

Bedeutung: 

Die Oxidosqualencyclase ist nicht nur das Schlüsselenzym zwischen dem ersten und dem 

zweiten Teil der Cholesterol-Biosynthese, sondern sie katalysiert eine der bemerkenswertesten 

Monoenzymreaktionen überhaupt.  

Die Gründe für die Entwicklung von Oxidosqualencyclase-Inhibitoren sind vielfältig. Am Anfang 

stand das Interesse an der Entwicklung neuer Cholesterolsenker im Vordergrund, da keine 

toxischen Sterole akkumulieren können, wie bei allen nachfolgenden Enzymen in der 

Cholesterol-Biosynthese. Bekannte Referenzinhibitoren zeigten a) eine Reduzierung des 

Gesamt-Cholesterol-Spiegels, b) eine Reduzierung der Gallensteinbildung, c) eine Hemmung 

bzw. eine ĂDownñ Regulierung der HMG-CoA-Reduktase-Aktivität und d) eine Bildung von 

Epoxysterolen, welche für den Cholesterol-Efflux verantwortlich sind ohne dabei die 

Fettsäure-/Triglyceridsynthese zu aktivieren [13]. Als Nebenwirkungen traten eine erhöhte 

biliäre Phospholipidsekretion, Kataraktbildung, Hyperkeratose und Defekte in der enchondralen 

Ossifikation auf [11, 14]. Aufgrund des schlechten Nutzen-Risiko-Verhältnisses wurde 

spätestens 2005 die Entwicklung neuer OSC-Inhibitoren als Lipidsenker eingestellt.  

Grinter et al. [15] führten 2011 Docking-Studien zur Identifizierung von Ăsmall moleculeñ 

Rezeptortargets durch und stellten dabei fest, dass der OSC-Referenzinhibitor Ro 48-8071 als 

Wirkstoff für eine Krebstherapie in Frage kommen könnte. Folgende in vitro Untersuchungen 

(MTT-Test) an der humanen Brustkrebszelllinie BT-474 bestätigten dies [15]. Eine 

Arbeitsgruppe aus der Schweiz stellte 2012 in Kooperation mit der Pharmafirma F. 

Hoffmann-La Roche Ltd., welche früher OSC-Inhibitoren als Cholesterolsenker entwickelt hatte, 

OSC-Inhibitoren als neue Chemotherapeutika vor. Alleine und in Kombinationsgabe mit einem 

HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor (Atorvastatin) waren insbesondere humane Glioblastome und 

tumorinduzierte angiogenetische Endothelzellen am sensitivsten [16]. Dadurch könnten die 

Heilungschancen von aggressiven Gehirntumoren oder anderen Krebsarten verbessert werden. 

Das bis dato bekannte Nebenwirkungsprofil von OSC-Inhibitoren könnte durch neu entwickelte 

Substanzen verbessert werden, zumal immer noch nicht genau geklärt ist, ob es sich um 

substanzspezifsche oder klassenspezifische Nebenwirkungen handelt. Außerdem spielt ein 

schlechteres Nebenwirkungsprofil eine untergeordnete Rolle in der Tumortherapie, solange der 

Tumor/Krebs effektiv behandelbar ist. 
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¶ ȹ24-Reduktase (Enzym n) 

Charakteristika: 

Die Reaktion von Lanosterol zu Dihydrolanosterol bzw. von Desmosterol zu Cholesterol wird 

von der ȹ24-Reduktase katalysiert (siehe Abbildung 5), wobei Lanosterol eine höhere Affinität 

zum Enzym besitzt als Dihydrolanosterol. Die ȹ24-Reduktase ist ebenfalls membranständig und 

Bestandteil einer FAD-abhängigen Oxidoreduktase. Die Reduktion der Doppelbindung erfolgt 

über die Addition eines Protons in Position C24, gefolgt von einer Hydridaddition aus NADPH 

in Position C25. Der Mechanismus folgt den Regeln von Markovnikov [1, 11]. 

Bedeutung: 

Die Hemmung der ȹ24-Reduktase ist selektiv auf Säugetierzellen, da dieses Enzym in Pilzen 

(Kapitel 1.3.1.2) und Pflanzen nicht vorkommt. Der Einsatz von ȹ24-Reduktase-Inhibitoren als 

Chemotherapeutika gegenüber metastasierenden Melanomen mit hochregulierten 

ȹ24-Reduktase-Genen ist vorstellbar [17]. Die Erbkrankheit Desmosterolose ist mit der 

Anreicherung von Desmosterol assoziiert, hervorgerufen durch eine nicht funktionstüchtige 

ȹ24-Reduktase. Diese Erkrankung ist je nach Schweregrad perinatal tödlich (ein Fall von zwei 

bekannten Krankheitsfällen) oder postnatal zeichnet sich die Erkrankung durch Mikrozephalie 

und geistige Retardiertheit aus (zweiter Fall von zwei bekannten Krankheitsfällen). Eine gezielte 

Entwicklung von Inhibitoren als molekulartechnisches Werkzeug zur Erforschung der 

Desmosterolose ist nebensächlich, da bisher nur zwei erkrankte Patienten beschrieben sind 

[9, 11, 17]. 

 

¶ Sterol -C14-Demethylase (Enzym o) 

Charakteristika: 

Das Enzym ist ein Cytochrom P450 Enzym und im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Es 

katalysiert die oxidative Abspaltung der Methylgruppe in Position C14 von Lanosterol und 

Dihydrolanosterol zu 4,4-Dimethylcholesta-8,14,24-trienol bzw. zu 

4,4-Dimethylcholesta-8,14-dienol (Abbildung 5). Die Reaktion läuft über die Bildung eines 

Alkohols an der Methylgruppe C14, gefolgt von einer Oxidation des Alkohols zum Aldehyd und 

dessen Abspaltung in Form von Ameisensäure ab. Dabei werden jeweils 3-mal Sauerstoff und 

NADPH verbraucht [1, 11, 18]. 

  



  Sterol -Biosynthese -Testung                              25 

 

Bedeutung: 

Die Sterol-C14-Demethylase dient meist als Target für die Entwicklung neuer Antimykotika mit 

Azolstrukur (siehe Kapitel 1.3.1, 1.3.2.1). Anwendungen gegen Protozoen sind beschrieben. 

Das Antley-Bixler-Syndrom Typ I, eine autosomale, rezessive Erbkrankheit, wird durch 

Funktionsunfähigkeit bzw. durch Fehlen des Enzyms hervorgerufen. Charakteristisch für dieses 

Syndrom sind Kraniosynostosen (frühe Verknöcherung der Schädeldecke), Hypoplasie des 

Mittelgesichts und Gelenkkontrakturen. Aleck und Bartley [19] berichten, dass es auch durch 

eine frühe Behandlung mit Fluconazol in der Schwangerschaft zum Auftreten des Syndroms 

gekommen ist. Es müssen keine speziellen Inhibitoren zur Erforschung des Syndroms 

entwickelt werden, da dafür aufgrund ihrer mangelnden Organismusselektivität 

Azolantimykotika eingesetzt werden können. Zudem sind nur 50 Fälle des Syndroms 

beschrieben [9, 11, 19]. 

 

¶ ȹ14-Reduktase  (Enzym p) 

Charakteristika: 

Das Enzym katalysiert die Reduktion der Doppelbindung in Position C14/15. In einer 

NADPH-abhängigen Reaktion wird durch Protonierung an C15 zunächst als Zwischenstufe ein 

Allylkation (HEI) an C14 gebildet, dieses nimmt ein Hydrid aus dem NADPH auf. Es wird 

entweder 4,4-Dimethylcholesta-8,14-dienol zu 4,4-Dimethylcholesta-8-enol oder 

4,4-Dimethylcholesta-8,14,24-trienol (FF-MAS; follicular fluid meiosis-activating sterol) zu 

4,4-Dimethylcholesta-8,24-dienol (T-MAS; testis meiosis-activating sterol) (Abbildung 5) 

umgewandelt. Die Enzymreaktion kann von zwei verschiedenen Enzymen, codiert durch zwei 

unterschiedliche Gene, durchgeführt werden. Zum einen durch den Lamin B-Rezeptor (LBR) 

und zum anderen von der ȹ14-Reduktase selbst. Der LBR ist ein bifunktionales Protein der 

inneren Kernmembran und mit zwei unterschiedlichen Domänen ausgestattet, eine für die 

Bindung von Lamin B und eine für die ȹ14-Reduktase-Aktivität. Die Substrate besitzen jedoch 

eine höhere Affinität zum alleinigen Enzym [1, 11]. 

Bedeutung: 

Greenberg et al. [20] beschrieb 1988 eine autosomal-rezessiv vererbte Skelettdysplasie, welche 

unter dem Namen hydrops-ectopic calcification-moth-eaten (HEM) Dysplasie oder nur als 

Greenberg Dysplasie bekannt ist. Derzeit sind weniger als 10 Fälle dokumentiert. Der Phänotyp 

der pränatal tödlichen Krankheit umfasst verkürzte Gliedmaßen, abnorme und disorganisierte 

Calzifizierung, Polydaktylie, sowie mottenfraß-artiges Aussehen der langen Knochen. Analysen 

des Knorpels zeigten erhöhte Cholesta-8,14-dienol- und Cholesta-8,14,24-trienol-Spiegel. 

Wassif et al. [21] zeigten, dass die Dysplasie nicht durch eine fehlerhafte 

Cholesterol-Biosynthese unter Beteiligung der ȹ14-Reduktase hervorgerufen wird, sondern 
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vielmehr durch eine Fehlfunktion des Lamin-B-Rezeptors. Es wurden erhöhte Spiegel von 

ȹ14-Sterolen in Mäusegehirnen mit deaktivierter ȹ14-Reduktase (knock-out) gefunden, jedoch 

nicht in der Leber. Kommt es also zu einer Hemmung der Reduktase, hat diese Hemmung einen 

höheren Einfluss auf die Hirnfunktionen als eine Hemmung des LBR, da die Konzentration von 

unphysiologischen ȹ14-Sterolen steigt. Daher ist die Inhibition der ȹ14-Reduktase kein 

geeignetes Target für die Entwicklung eines neuen Lipidsenkers, da eine Beeinflussung der 

Gehirnhomöostase weitreichende Folgen hat [9, 11, 21]. Die Entwicklung von Inhibitoren zur 

Untersuchung der Greenberg Dysplasie in vitro scheint aufgrund der Inzidenz nicht relevant. 

 

¶ C4-Demethylase -Komplex (Enzym q) 

Charakteristika: 

Der membrangebundene C4-Demethylase-Komplex entfernt in einer mehrstufigen Reaktion die 

zwei Methylgruppen in Position C4. Dadurch wird 4,4-Dimethylcholesta-8-enol zu Zymostenol 

bzw. 4,4-Dimethylcholesta-8,24-dienol zu Zymosterol umgewandelt (Abbildung 5). Zuerst 

kommt es zu einer Monohydroxylierung einer Methylgruppe, gefolgt von der Oxidation zum 

entsprechenden Aldehyd, katalysiert durch die C4-Methyloxidase. Es folgt eine oxidative 

Decarboxylierung mit gleichzeitiger Eliminierung des 3 -hWasserstoffes. Das entstandene Enol 

tautomerisiert in einer nicht-enzymatischen Reaktion zum 3-Keto-Sterol. Die verbliebene 

Methylgruppe in Position C4 wird nun in gleicher Weise abgespalten. Im letzten Schritt wird die 

3-Keto-Gruppe reduziert zur 3ɓ-Hydroxy-Gruppe durch die Sterol-3-Reduktase. Die Bildung der 

4-Carboxy-Sterole ist Sauerstoff- und NADPH-abhängig, die Decarboxylierung ist Sauerstoff 

unabhängig. Die Reaktion benötigt insgesamt jeweils sechs Moleküle Sauerstoff und NADPH. 

Im Unterschied zur Sterol-C14-Demethylase werden die Methylgruppen als Kohlenstoffdioxid 

abgebaut und nicht als Ameisensäure [1, 3, 18]. 

Bedeutung: 

Das congenital hemidysplasia with ichthyosiform erythroderma and limb defects syndrome 

(CHILD-Syndrom) ist ein X-chromosomal dominant vererbtes Epidermalnaevus-Syndrom mit 

meist rechtsseitiger Erythrodermie. Der Gendefekt liegt im Defekt des NSDHL-Gens, welches 

für die Sterol-Dehydrogenase oder Sterol-Decarboxylase kodiert. Die betroffenen Enzyme in 

der Cholesterol-Biosynthese sind der C4-Demethylase-Komplex und die ȹ8/7-Isomerase. Das 

Syndrom ist für männliche Embryonen meist letal, daher tritt es postnatal fast ausschließlich bei 

Frauen auf. Das klinische Bild reicht von vereinzelten bis zur kompletten Körperhälfte scharf 

begrenzten Ichthyosen mit wachsartiger Schuppung. Hinzu kommen noch Kleinwuchs, 

Epiphysenverkalkung im Kleinkindalter, Alopezie und Anomalien der inneren Organe (meist auf 

der Seite der Ichthyose). Die Behandlung der Erkrankung erfolgt symptomatisch, bisher sind 

circa 60 Fälle bekannt (siehe Kapitel 1.2.5.2) [9, 22]. Rozman et al. [11] bewertete die 

Entwicklung von C4-Demethylase-Komplex-Inhibitoren als lipidsenkende Wirkstoffe als nicht 
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sinnvoll. Die Erforschung der Pathomechanismen des Syndroms könnte jedoch mit derartigen 

Inhibitoren gelingen. 

 

¶ ȹ8/7-Isomerase (Enzym r) 

Charakteristika: 

Das Emopamil-Binding-Protein (EBP) ist ein Calcium-Rezeptor, an dem der Antagonist 

Emopamil bindet und ein Enzym in der Cholesterol-Biosynthese. Es katalysiert die 

Verschiebung der Doppelbindung von Position C8/9 nach C7/8. Dadurch entsteht aus 

Zymostenol Lathosterol und aus Zymosterol Cholesta-7,24-dienol (Abbildung 5). Die Reaktion 

benötigt weder Sauerstoff noch sonstige Cofaktoren. Ein Proton aus einem Wassermolekül wird 

an Position C9 addiert, gefolgt von einer Eliminierung des C7 Protons. Als Zwischenstufe 

entsteht ein Carbokation (HEI) in Position C8 [1, 11]. 

Bedeutung: 

EBP gehört zu derselben Rezeptorenklasse wie die im Gehirn lokalisierten Rezeptoren Sigma 1 

und Sigma 2. Da die strukturelle Ähnlichkeit zwischen beiden Rezeptortypen sehr hoch ist, ist 

der EBP-Rezeptor ein schlechtes Target für die Entwicklung von neuen Lipidsenkern, außer es 

können sehr hoch selektive Inhibitoren hergestellt werden. Die Hemmung der ȹ8/7-Isomerase 

könnte außerdem den Phänotyp bestimmter Erkrankungen wie CHILD und CDPX2 (X-linked 

dominant chondrodysplasia punctata) hervorrufen. Das CHILD-Syndrom wurde bereits bei 

Enzym q, C4-Demethylase-Komplex erklärt. Das CDPX2-Syndrom, besser bekannt unter 

Conradi-Hünermann- oder Happle-Syndrom, weist einige Ähnlichkeiten zum CHILD-Syndrom 

auf. Persistierende Hautverletzungen und schwerwiegende Skelettfehlbildungen kommen 

hauptsächlich beim CHILD-Syndrom vor, Katarakte hingegen nur bei CDPX2. Die Inzidenz der 

Erkrankung lag im Jahr 2000 unter 100 bekannte Fälle. Für männliche Feten ist die Erkrankung 

tödlich, für weibliche Feten hingehen nicht. Die Behandlung erfolgt symptomatisch. Im Plasma 

konnten deutlich erhöhte Spiegel von ȹ8-Sterolen nachgewiesen werden, was durch eine 

Fehlfunktion der ȹ8/7-Isomerase hervorgerufen wird, auf genetischer Ebene konnte eine 

Mutation im EBP nachgewiesen werden [9, 22]. 

 

¶ Lathosteroloxidase (= C5-Desaturase, Enzym s) 

Charakteristika: 

Das mikrosomale, membrangebundene Enzym katalysiert die Einführung einer zweiten 

Doppelbindung im Ring B des Sterolgerüstes in Position C5. Somit wird aus Lathosterol 

7-Dehydrocholesterol und aus Cholesta-7,24-dienol Cholesta-5,7,24-trienol (Abbildung 5).     
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Der genaue Reaktionsmechanismus ist noch nicht ganz aufgeklärt. Die ablaufende 

Oxidase-Reaktion benötigt Sauerstoff, NADPH und eine Cytochrom-b5-Reduktase [18, 23]. 

Bedeutung: 

Ob die Lathosteroloxidase als mögliches Ziel einer Cholesterol-senkenden Therapie einsetzbar 

ist, ist nicht ausreichend erforscht. Erstmals gelang es Giera et al. [23] 2008, selektive 

Inhibitoren für dieses Enzym zu synthetisieren, vorher gab es nur einen unspezifischen Inhibitor 

(Triarimol). Die Entwicklung weiterer Lathosteroloxidase-Inhibitoren könnte zur Aufklärung der 

genauen Enzymreaktion beitragen. Außerdem könnten die Pathomechanismen zur Aufklärung 

der Lathosterolose geklärt werden. Diese Erkrankung wurde erst 2002 beschrieben und zeigt 

einen SLOS-ähnlichen Phänotyp (siehe 7-Dehydrocholesterolreduktase und Kapitel 1.2.7.2). 

Die Enzymaktivität der Lathosteroloxidase lag bei den Erkrankten (erst zwei Fälle bekannt) bei 

10 % der normalen Aktivität, was einen erhöhten Lathosterol-Spiegel im Plasma zur Folge hatte 

[9]. Darüber hinaus stellte Rodgers et al. [24] fest, dass es eine enge Verbindung zwischen der 

Replikation des Hepatitis C Virus und der Desmosterol-Homöostase im Wirtsorganismus gibt. 

Ob Lathosteroloxidase-Inhibitoren wirklich geeignet sind für eine antivirale Therapie, ist vorerst 

noch ungeklärt. 

 

¶ 7-Dehydrocholesterolreduktase (Enzym t) 

Charakteristika: 

Die 7-Dehydrocholesterolreduktase (7-DHCR) ist das letzte Enzym in der 

Cholesterol-Biosynthese im Kandutsch-Russell-Pathway (Abbildung 5, rechte Seite) bzw. das 

vorletzte Enzym im Bloch-Pathway (linke Seite). Es reduziert die Doppelbindung in Position 

C7/8, aus Lathosterol wird Cholesterol und aus Cholesta-5,7,24-trienol wird Desmosterol unter 

Verbrauch von NADPH. Die Enzymreaktion läuft nach Protonierung der Position C8 über die 

Bildung eines carbokationischen HEI in Position C7 und anschließendem Hydridtransfer, 

ebenfalls an C7, ab. Die 7-DHCR gehört wie die ȹ14-Reduktase zu der Familie der 

Lamin-B-Rezeptoren. Das Enzym kommt vor allem in den Nebennieren, in der Leber, im Hoden 

und im Gehirn vor [1, 11, 18]. 

Bedeutung: 

Das autosomal, rezessiv vererbte Smith-Lemli-Opitz-Syndrom (SLOS) kommt mit einer 

Inzidenz, je nach ethnischer Rasse, von 1:10.000 bis 1:80.000 vor. SLOS ist die häufigste 

Erkrankung, welche auf einem Defekt in der Cholesterol-Biosynthese beruht. Über 100 

verschiedene Mutationen der 7-Dehydrocholesterolreduktase (7-DHCR) sind bekannt. Das 

Enzym mit dem dazugehörigen Gen gehört zu den gründlichsten untersuchtesten Enzymen im 

Post-Squalen-Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese. Die Gründe hierfür liegen in der hohen 

Erkrankungsrate, nicht nur im Vergleich zu anderen Erkrankungen die auf einen Enzymdefekt 
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in der Cholesterol-Biosynthese beruhen. Mikroenzephalie, geistige Retardiertheit und 

Syndaktylie sind Merkmale des nur symptomatisch behandelbaren Syndroms. Durch pränatale 

Diagnose und dadurch veranlasste cholesterinreiche Diät können die Verlaufsformen frühzeitig 

abgemildert werden. Da SLOS durch eine defekte 7-DHCR auftritt und 

7-Dehydrocholesterol-Abbauprodukte als toxisch gelten, ist die Entwicklung von 

DHCR-Inhibitoren als Cholesterolsenker total unbrauchbar, jedoch ist die Entwicklung von 

Inhibitoren als molekulartechnisches Werkzeug zur weiteren Erforschung von SLOS notwendig 

(siehe Kapitel 1.2.7) [11]. 

 

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.1) erwähnt, gibt es drei wichtige Gründe für die Entwicklung und 

Erforschung neuer Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren, die im Folgenden kurz erörtert werden. 

 

¶ Entwicklung neuer Cholesterol -/Lipidsenker  [7, 11] 

Erhöhte LDL-Cholesterol- und Plasma-Cholesterol-Spiegel werden mit koronaren 

Herzerkrankungen in Verbindung gebracht. Eine cholesterol-arme Ernährung hat generell 

positive Effekte auf die Gesundheit, eine erniedrigte Mortalitätsrate ist die Folge. Die Therapie 

mit cholesterol-/lipidsenkenden Arzneistoffen bei zu hohem Cholesterol-Spiegel ist gut 

untersucht. Eine Wirkstoffgruppe, die HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statine), stellen dabei 

den Goldstandard der Therapie dar. Neben den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren gibt es noch 

einige andere Vertreter, ihnen allen gemeinsam sind Nebenwirkungen, weswegen die 

Entwicklung von neuen Cholesterol-/Lipidsenkern mit anderem 

Wirkmechanismus/Nebenwirkungsprofil erstrebenswert ist: 

 

BESCHREIBUNG DER SUBSTANZKLASSEN (WIRKSTOFFE)  (Abbildung 6) 

 

¶ Statine  (z.B. Atorvastatin, Simvastatin) 

Wirkmechanismus: Hemmung der HMG-CoA-Reduktase in der Leber. 

Nutzen: Senkung des Gesamt-Cholesterol-LDL- und VLDL-Spiegels und Senkung der 

Triglycerid-Konzentration bei leichter Erhöhung des HDL-Spiegels. Die Senkung der 

Mortalitätsrate und inflammatorischer Prozesse sind ebenfalls erwiesen. Nebenbei 

wirken sie noch antioxidativ, antithrombotisch, vaskuloprotektiv und begünstigen die 

Angiogenese. 

Nebenwirkung: Myopathie, akute Rhabdomyolyse, Katarakt, Flatulenz und epigastrale 

Beschwerden zeichnen das Nebenwirkungsprofil von Statinen aus. 
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¶ Fibrate  (Bezafibrat, Fenofibrat) 

Wirkmechanismus: Aktivierung von nukleªren PPARŬ-Rezeptoren, die 

Stoffwechselwege von Lipoproteinen in Leberzellen beeinflussen. 

Nutzen: Senkung des Triglycerid-Spiegels im Blut. Ein deutlicher Anstieg des 

HDL-Spiegels ist möglich, bei einer leichten Erniedrigung des 

Cholesterol-LDL-Spiegels. 

Nebenwirkung: Als Nebenwirkung sind ebenfalls akute Rhabdomyolyse, vermehrte 

Bildung von Gallensteinen, Haarausfall, Impotenz und epigastrale Beschwerden 

beschrieben. 

 

¶ Ionenaustauscherharze  (Colestyramin) 

Wirkmechanismus: Im Darm werden die Gallensäuren an kationischen Polymere 

gebunden und ausgeschieden (Unterbrechung des enterophatischen Kreislaufes). 

Neue Gallensäuren müssen daher aus Serum-Cholesterol nachsynthetisiert werden, 

wodurch es zur Senkung des Cholesterol-Spiegels im Blut kommt. 

Nutzen: Senkung der Cholesterol- und LDL-Werte im Blut und leichter Anstieg von HDL 

im Plasma. 

Nebenwirkung: Circa 50% aller Patienten leiden an Beschwerden des 

Gastrointestinaltraktes. 

 

¶ Nicotinsäure -Derivate (Acipimox) 

Wirkmechanismus: Inhibierung von intrazellulären Adenylatcyclasen und der 

cAMP-Synthese, dadurch kommt es zur Hemmung der Triglyceridlipase, was eine 

Verringerung von freien Fettsäuren im Plasma und eine verringerte Bildung von VLDL 

in der Leber zur Folge hat. 

Nutzen: Senkung des Cholesterol- und Triglycerid-Spiegels. Deutliche Erhöhung der 

HDL-Konzentration mit starker Abnahme von VLDL.  

Nebenwirkung: In Studien konnte keine Senkung der Mortalitätsrate nachgewiesen 

werden, dafür wurden folgende Nebenwirkungen beobachtet: Flush, Juckreiz, Durchfall, 

Übelkeit, Hyperglykämie und Lebertoxizität.  
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¶ CETP-Inhibitoren  (Torcetrapib) 

Wirkmechanismus: Hemmung des Cholesterolester-Transportproteins. Dadurch ist 

keine Übertragung von HDL-Cholesterol auf LDL und VLDL möglich. 

Nutzen: Erhöhung des HDL-Spiegels und eine Senkung des Cholesterol-, LDL-, 

VLDL-Spiegels. 

Nebenwirkung: Erhöhung des systolischen Blutdrucks und eine erhöhte Todesrate in 

einer Studie, führte dazu, dass derzeit kein Wirkstoff auf dem Markt ist, zudem konnte 

keine Überlegenheit gegenüber HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren gezeigt werden. 

 

¶ Cholesterol -Absorptionshemmer  (Ezetimib) 

Wirkmechanismus: Hemmung des Transportes von Lipiden aus dem Darm, durch 

Hemmung/Bindung an ein spezifisches Sterol-Transportprotein NPC1L1. 

Nutzen: Senkung des Gesamt-Cholesterol-, LDL- und VLDL-Spiegels im Plasma. Die 

Aufnahme von Triglyceriden, Fettsäuren und fettlöslichen Vitaminen ist nicht betroffen. 

Zudem wird eine antiinflammatorische Wirkung diskutiert. 

Nebenwirkung: Durchfall, Flatulenz, Bauchschmerzen, Hypertonie und Müdigkeit 

führen zu einer schlechten Compliance beim Patienten. 
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Abbildung 6: Strukturen von bekannten Cholesterolsenkern 
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¶ Entwicklung von molekularen Werkzeugen zur Erforsc hung von 

Cholesterol -Biosynthese -induzierten Pathogenesen  

In Tabelle 1 sind verschiedene Krankheiten aufgeführt, die alle auf Enzym-/Gendefekte 

einzelner Enzyme im Post-Squalen-Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese beruhen. Damit 

diese Erkrankungen und deren Pathomechanismen besser untersucht werden können, müssen 

die Krankheiten für in vitro und für in vivo Versuche (Tierversuche) künstlich hervorgerufen 

werden. Dafür stehen zwei Möglichkeiten zur Verfügung:  

¶ Das/die Gen(e) für die Erkrankung ist/sind bekannt, dann kann mit Hilfe der aufwändigen 

knock-out-Technik diese(s) Gen(e) ausgeschaltet werden, um die Krankheit hervorzurufen. 

¶ Das entsprechende nicht funktionsfähige Enzym kann durch Akkumulation des 

Substrat-Sterols leicht identifiziert werden. Dann kann durch selektive Inhibition des 

Enzyms im gesunden Organismus die Dysfunktion Ăsimuliertñ und deren Auswirkungen im 

weiteren Verlauf studiert werden, da sich dieses Substrat-Sterol anreichert. Eine genauere 

Beschreibung der Enzyme und der damit verbundenen Krankheiten ist bereits in diesem 

Kapitel beschrieben. 

 

¶ Entwicklung von Chemotherapeutika  

Im Jahre 2012 gab es in den Vereinigten Staaten von Amerika 1.638.910 neue 

Krebserkrankungen und 577.190 Todesfälle [25]. Es gibt gute Anzeichen dafür, dass bestimmte 

Krebsarten wie Brustkrebs und Gehirntumore mit Inhibitoren des Post-Squalen-Abschnitts der 

Cholesterol-Biosynthese behandelbar sind bzw. diese Substanzen als Adjuvantien eingesetzt 

werden können [14, 15, 16, 17]. Daher müssen hochselektive und hochpotente Inhibitoren 

entwickelt werden. Die Oxidosqualencyclase (siehe Enzymbeschreibung) scheint hierfür eines 

der vielversprechendsten Targets für die Chemotherapie zu sein. 
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FAZIT 
 
Die Entwicklung von neuen Enzym-Inhibitoren des Post-Squalen-Abschnitts der 

Cholesterol-Biosynthese ist von großer Bedeutung.  

In einer kritischen Bewertung von Cholesterol-Spiegel senkenden Stoffen (Statine nicht berücksichtigt), 

kommen Trapani et al. [13] 2011 zu dem Schluss, dass die Squalensynthase, die Squalenepoxidase 

und die Oxidosqualencyclase als mögliche Zielenzyme für eine cholesterol-/lipidsenkende Therapie 

nicht ausgeschlossen werden sollten. Eine Hemmung anderer Enzyme als der HMG-CoA-Reduktase 

und der Squalensynthase sollten im Prä-Squalen-Abschnitt vermieden werden, da dort Moleküle für den 

Gesamtstoffwechsel synthetisiert werden, die für andere wichtige Stoffwechselvorgänge benötigt 

werden. Eine Hemmung der Post-Lanosterol-Enzyme ist ebenfalls nicht sinnvoll, da toxische Sterole 

akkumulieren können, die mitverantwortlich sind für das Auftreten bestimmter Erkrankungen (vgl. 

Tabelle 1).  

Eine Reihe von Krankheiten beruht auf Enzym-/Gendefekten einzelner Enzyme im 

Post-Squalen-Abschnitt bzw. auf einem Mangel von Cholesterol und/oder Anreicherung von toxischen 

Sterolen schon während der Embryo-/Fetogenese. Die Inzidenz der einzelnen Erkrankungen ist 

teilweise sehr gering, mit Ausnahme des Smith-Lemli-Opitz-Syndroms. Die Pathomechanismen dieser 

Krankheiten sind zum Teil unklar und bedürfen weiterer Untersuchungen. Daher ist die Entwicklung 

neuer Inhibitoren als molekulartechnisches Werkzeug unbedingt nötig. 

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass manche Krebsarten sensitiv auf den 

Cholesterol-Stoffwechsel reagieren [15, 16, 17, 18]. Die Inhibition von Enzymen im 

Post-Squalen-Abschnitt scheint in diesem Fall als Target geeignet zu sein. Jedoch muss das 

chemotherapeutische Potential von Enzym-Inhibitoren des Post-Squalen-Abschnitts der 

Cholesterol-Biosynthese noch genauer untersucht werden. Für eine systematische weitere Erforschung 

dieses Therapieansatzes werden potente und v.a. selektive Inhibitoren der einzelnen Enzyme benötigt. 
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1.2.1 Oxidosqua lencyclase -Inhibitoren , erste Genera tion  

 

Lange S, Keller M, Müller  C, Oliaro-Bosso S, Balliano G, Bracher F. Aminopropylindenes derived from 

Grundmannôs ketone as a novel chemotype oxidosqualene cyclase inhibitors. European Journal of 

Medicinal Chemistry 2013;63:758-64. 

 

1.2.1.1 Zusammenfassung  

Die beschriebenen neu synthetisierten Verbindungen beruhen auf Ăaltenñ Forschungsdaten aus der 

Dissertation von Stefanie Lange 2006 [26], weswegen noch kein allgemeines Screening in den 

Cholesterol-Ergosterol-Ganzzell-Assays vorlag. Die Testergebnisse bilden den Grundstein für alle 

weiteren Generationen (siehe Kapitel 1.2.2.2, 1.2.3.2) der OSC-Inhibitoren. 

Eine Reihe von Aminopropylindenen wurde ausgehend vom Grundmanns Keton synthetisiert und einer 

biologischen Testung unterworfen. Dabei stellte die Imitation von carbokationischen High Energy 

Intermediates (HEI) einen wichtigen Baustein in der Syntheseplanung dar. Die Imitation der lipophilen 

Seitenkette, sowie von Ring C und D des Sterolgrundgerüstes (siehe Abbildung 2), ist durch 

Grundmanns Keton gegeben, welches eine Partialstrukur des Produktes Lanosterol darstellt. Eine 

protonierbare bzw. kationische oder zwitterionische funktionelle Gruppe wurde in einer Position 

eingeführt, in der auch während der Cyclisierung des Oxidosqualens zum Lanosterol ein HEI auftritt 

(vgl. Abbildung 7). Die biologische Aktivität der Substanzen, inklusive der Referenzinhibitoren BIBX 79 

und Ro 48-8071, wurde mittels MTT-Test und an verschiedenen isolierten Oxidosqualencyclasen (OSC) 

im Arbeitskreis Prof. Dr. Balliano (Turin) getestet. Die OSC stammten von Saccharomyces cerevisiae, 

Trypanosoma cruzi, Pneumocystis carinii und von Homo sapiens. In der ersten 

OSC-Inhibitoren-Generation wurden sechs Substanzen synthetisiert und es zeigte sich trotz der 

geringen Auswahl, dass Größe und Ladung der funktionellen Gruppe einen wesentlichen Einfluss auf 

die biologische Aktivität haben. Hervorzuheben ist, dass die tertiären Amine keine Zytotoxizität (IC50 > 

100 µM) bei einer vergleichbaren Aktivität auf die verschiedenen OSC zeigten, im Gegensatz zu den 

Pyridinium- und Amin-N-Oxid-Verbindungen 8 und 9 (Kapitel 1.2.1.2 im Artikel unter Tabelle 1 und 

Tabelle 2). Die Verbindungen 4 und 6 zeigten in einem quantitativen Test durch Inkubation von HL60 

Zellen mit Inhibitor und 13C-Acetat bei 1 µM (Kapitel 1.2.1.2 im Artikel unter Absatz 2.2.2 Assay for 

inhibition of cholesterol biosynthesis in cells, sowie in Kapitel 1.2.5.1) eine ähnliche Stärke wie die 

Referenzinhibitoren. Am isolierten Enzym waren die Referenzinhibitoren den neu synthetisierten 

Substanzen überlegen. Das Konzept der Kombination aus Imitierung der HEI in Position pro C4 im 

Sterolgrundgerüst bzw. pro C10 durch Einführung einer geeigneten funktionellen Gruppe und 

Sterolpartialstruktur, bevorzugt lipophile Seitenkette inklusive Ring C und D, hat sich als tragfähiges 

Konzept bei der Entwicklung von neuen Sterol-Biosynthese-Inhibitoren erwiesen. Auch Kapitel 1.2.5 

zeigt, dass nach diesem Konzept Enzyme in der Cholesterol-Biosynthese gehemmt werden können, 

jedoch wurde dort eine Hemmung der ȹ8/7-Isomerase festgestellt. Die Verbindungen 4 und 6 zeigten 



36    

 

keine ȹ8/7-Isomerase-Aktivität, ebenso war keine der Verbindungen aus Kapitel 1.2.5 ein OSC-Inhibitor, 

trotz struktureller Ähnlichkeit. Die Verbindungen von König imitierten ein HEI, das an C8 lokalisiert ist 

(vgl. Abbildung 7), obwohl die Lage der protonierbaren der Position C10 entspricht.  

Durch den Einsatz eines Ganzzell-Assays war es dennoch möglich, nicht nur die Enzyminhibition an 

der OSC für die Lange-Substanzen zu detektieren, sondern auch für die Verbindungen von König (vgl. 

Kapitel 1.2.5) eine selektive Inhibition der ȹ8/7-Isomerase nachzuweisen. Dieses Beispiel zeigt deutlich, 

dass eine bestimmte Enzyminhibition nicht vorhersagbar ist, doch mit dem entwickelten Assay ist es 

möglich, in einem Experiment die Hemmung eines beliebigen Enzyms im Post-Squalen-Abschnitt der 

Cholesterol-Biosynthese zu erkennen. 
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Substanz  Imitation des HEI  

 

Verbindungen 4-7 von Lange, 

Kapitel 1.2.1.2 

 

 

 

 

 

Verbindung 29a von König, 

Kapitel 1.2.5.2 

 

 

 

 

Abbildung 7: Vergleich von Substanzen von Lange und König; Nummerierung aus jeweiligen Artikel 
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1.2.1.2 Artikel  
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1.2.1.3 Beitrag am Artikel  

Die Syntheseplanung und Durchführung unterlag Stefanie Lange, Marco Keller und 

Prof. Dr. Franz Bracher. Das Skript wurde von Marco Keller, Prof. Dr. Gianni Balliano und 

Prof. Dr. Franz Bracher erstellt. Prof. Dr. Simonetta Oliaro-Bosso und Prof. Dr. Gianni Balliano 

(Universität Turin) führten die Testung der Substanzen an den isolierten OSC-Typen durch. Die 

Verbindungen 4 und 6, sowie die Referenzinhibitoren BIBX 79 und Ro 48-8071 unterlagen meiner 

eigenen Testung (Kapitel 1.2.1.2 im Artikel unter Absatz 2.2.2 Assay for inhibition of cholesterol 

biosynthesis in cells), außerdem war ich bei der Interpretation der Ergebnisse der biologischen Daten 

beteiligt. 

Die Detektion von Squalenepoxid im Cholesterol-Biosynthese-Assay wurde von mir persönlich 

optimiert, so dass sie nun für die Identifizierung von OSC-Inhibitoren im Routinebetreib geeignet ist. 

Martin Giera verwendete in seiner Arbeit reines TSIM (Trimethylsilylimidazol) als Silylierungsreagenz 

[1, 2]. Im Routinebetrieb führte die alleinige Verwendung von TSIM jedoch zum starken Anstieg der 

Basislinie und zu tailenden Peaks, beide Tatsachen wurden auch von Martin Giera als problematisch 

geschildert [1]. Daher wurde eine Mischung aus TSIM mit MSTFA 

(N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid) gewählt. MSTFA zeigt die oben genannten Effekte nicht, da 

es ein schonenderes Silylierungsreagenz ist. Die alleinige Verwendung von MSTFA reichte jedoch nicht 

für eine zufriedenstellende Detektion aller Sterole aus. Jedoch kam es unter der Verwendung von 

MSTFA mit Zusätzen an TSIM (10%) zum Ăsample breakdownñ von Squalenepoxid. Dies wurde bereits 

von Giera beschrieben und in eigenen Studien bestätigt. Die Lösung des Problems lag in der 

Verwendung von verschiedenen Mischungsverhältnissen von TSIM mit MSTFA. Für die reine 

Sterolanalytik wurde eine 9:1 (MSTFA:TSIM) Mischung verwendet (vgl. Kapitel 1.2.5.2, 1.2.7.2, 1.3). 

Damit blieben alle Sterole gut nachweisbar und es wurde nur ein geringer Anstieg der Basislinie 

(Säulenbluten) beobachtet. Die Lebenszeit der GC-Säule wurde somit ebenfalls verlängert. Die 

Untersuchungen von möglichen OSC-Inhibitoren, sprich die Detektion von Oxidosqualen, wurden mit 

einer Mischung im Verhältnis 1:1 bewerkstelligt. Ein höheres Säulenbluten, kürzere 

GC-Säulen-Haltbarkeit sowie tailende Peaks mussten dabei in Kauf genommen werden um 

Oxidosqualen dauerhaft und reproduzierbar nachweisbar zu machen.  
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1.2.2 Oxidosqualencyclase -Inhibitoren , zweite Generation  

 

Keller M, Müller  C, Bracher F. Synthesis of new and selective inhibitors of human oxidosqualene 

cyclase. Jahrestagung der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft in Jena, September 2009. 

 

1.2.2.1 Zusammenfassung  

Im Vordergrund dieser Arbeit stand, unter Beibehalt des Konzeptes der Imitation von HEIs das 

Bestreben, das sehr teure Grundmanns Keton durch einfache Ăsteroidomimetischeñ Strukturen zu 

ersetzen. Die Herstellung von Verbindungen nach Lange (Kapitel 1.2.1.2) ist ferner sehr aufwändig, da 

Rücksicht auf diverse epimerisierbare Stereozentren genommen werden muss. Die Arbeit von Lange 

zeigte schon, dass die Nachahmung auch der lipophilen Teile (Seitenkette) des Sterolgrundgerüstes 

essenziell ist. Daher musste ein neuer Weg gefunden werden diesen zu imitieren. Anhaltspunkte bei 

der Syntheseplanung lieferten bekannte Referenzinhibitoren wie BIBX 79 und Ro 48-8071 (Kapitel 

1.2.1.2 im Artikel unter Abbildung 1), sowie die Kristallstrukur der humanen OSC mit gebundenem 

Ro 48-8071 [27]. Während der Cyclisierung des offenkettigen Triterpens Oxidosqualen zu Lanosterol 

werden fünf carbokationische High Energy Intermediates (HEI) durchlaufen. In der ersten Generation 

von OSC-Inhibitoren wurden durch sp3-hybridisierte Stickstoffatome in den Inhibitoren die HEI in 

Position pro C4 und pro C10 im Sterolgerüst imitiert. Bei der zweiten und dritten Generation sind nun 

zwei protonierbare Aminogruppen enthalten, die sowohl das HEI in Position pro C4 des Sterolgerüstes 

als auch das am entgegengesetzten Ende, an Position pro C20 imitieren. Die Synthese dieser neuen 

Verbindungen gelang mit Hilfe einer Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung und einer nachfolgenden partiellen 

bzw. vollständigen Reduktion des Pyridinringes. Die Variationen der so erhaltenen Grundstruktur 

erfolgten mittels Alkylierung der dem pro C20-HEI entsprechenden benzylischen Aminogruppe mit 

aliphatischen bzw. Arylalkylresten, welche die lipophile Seitenkette imitieren sollen. Die neu 

synthetisierten Verbindungen wurden am Cholesterol- und Ergosterol-Ganzzell-Assay, sowie im 

MTT-Test auf Zytotoxizität und im Agar-Diffusionstest getestet. Die Testung an isolierten OSC-Enzymen 

wurde 2009 nicht durchgeführt. Erst 2013 wurden Tests durch Prof. Dr. Balliano (Universität Turin) 

durchgeführt (siehe Tabelle 4). Die 4-(Tetrahydropyridin-3-yl)-benzylamin-Derivate zeigten eine 

Inhibition der humanen OSC. Sie gelten als neue Substanzklasse von OSC-Inhibitoren. Dabei steigerten 

aromatische Gruppen im Rest R1 die inhibitorische Aktivität. In Docking-Experimenten an der 

Kristallstruktur der humanen OSC konnte die Aktivität plausibel erklärt werden und neue, mögliche 

Strukturvariationen wurden berechnet. Diese wurden vor allem in die Syntheseplanung der dritten 

Generation von OSC-Inhibitoren einbezogen (Kapitel 1.2.3.2). 
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1.2.2.2 Vortrag  
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1.2.2.3 Beitrag an den  im Vort rag präse ntierten Forschungsergebnissen  

Die Syntheseplanung und die Durchführung, sowie die Konzeption des Vortrages wurden von Marco 

Keller und Prof. Dr. Franz Bracher bewerkstelligt. Meine Aufgabe bei dem Projekt lag darin, die neu 

synthetisierten Substanzen von Marco Keller im qualitativen Assay (Identifizierung des Zielenzyms in 

der Cholesterol- oder Ergosterol-Biosynthese) und im quantitativen Assay (Bestimmung der IC50-Werte 

bezogen auf die Cholesterol-Neubildung in einem zellulären Assay) zu charakterisieren. Die besten 

Substanzen wurden anschließend im Vortag präsentiert (vgl. Tabelle 4). Die Grafiken auf Folie 5, 7 und 

8 stammten ebenfalls von mir. Rainer Wilcken und Prof. Dr. Frank Böckler berechneten durch Docking 

Experimente mögliche sinnvolle Strukturvariationen. 
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1.2.3 Oxidosq ualencyclase -Inhibitoren , dritte  Generation  

 

Wolfgardt A, Müller  C, Keller M, Wilcken R, Böckler F, Bracher F. Synthesis of new selective 

oxidosqualene cyclase inhibitors. Jahrestagung der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft in 

Innsbruck, September 2011. 

 

1.2.3.1 Zusammenfassung  

Die dritte Generation von OSC-Inhibitoren basiert sowohl auf der konsequenten Weiterentwicklung von 

bekannten Strukturen bereits getesteter, synthetisierter Verbindungen als auf Docking-Experimenten 

(Kapitel 1.2.1.2, 1.2.2.2). Die neuen Strukturelemente von OSC-Inhibitoren der zweiten Generation 

erwiesen sich als vielversprechend, daher diente Verbindung 1 (Kapitel 1.2.3.2, Abbildung 8) als 

Leitstruktur. Bei dieser war bis dato die stärkste Hemmung der Cholesterol-Neubildung zu beobachten. 

Jedoch betrug die Inhibition der Cholesterol-Biosynthese nur ein Drittel bis ein Zehntel der von 

Referenzinhibitoren wie BIBX 79 und Ro 48-8071. Die in silico Studien zeigten, dass durch Anknüpfung 

des Piperidinringes in Position 3 oder 4 (Kapitel 1.2.3.2, Verbindung 1 Position 2 des Piperidins, 

Abbildung 8) eine höhere Affinität zur OSC zu erreichen sein sollte. In einer siebenstufigen Synthese, 

analog zu Verbindungen der zweiten Generation, konnten neue 3- und 4-substituierte Piperidinderivate 

hergestellt werden. Alle Substanzen wurden dem Cholesterol-Biosynthese-Assay unterworfen, die 

Verbindungen zeigten entweder eine Aktivität auf die humane OSC oder gar keine Aktivität. Ebenfalls 

konnte in Pilzzellen kein Effekt nachgewiesen werden (Agar-Diffusionstest, 

Ergosterol-Biosynthese-Assay). Verbindung 16 (Kapitel 1.2.3.2, Abbildung 8), ein 4-substituiertes 

Piperidinderivat mit einer Trifluormethyl-Gruppe als Rest R, hemmte die Cholesterol-Neubildung dreimal 

stärker (30 nM) als Ro 48-8071. 

 

Abbildung 8: Inhibitoren der humanen Oxidosqualencyclase der zweiten (Verbindung 1) und dritten 

Generation (Verbindungen 13 und 16) (vgl. Kapitel 1.2.2, 1.2.3.2) 

 

Insgesamt wurden von mir 240 verschiedene Verbindungen der zweiten und dritten Generation von 

OSC-Inhibitoren getestet, 35 davon erwiesen sich als hochselektiv und potent. Verbindung 13 

(Kapitel 1.2.3.2, Abbildung 8), ein 4-substituiertes Piperidinderivat mit einem Chloratom als Rest R, war 
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bei der Präsentation der Forschungsergebnisse in Kapitel 1.2.3.2 nur in der 1 µM Testung (siehe Kapitel 

1.2.1.1, 1.2.1.2). Erst hinterher wurde der IC50-Wert, bezogen auf die Hemmung der 

Gesamt-Cholesterol-Biosynthese, bestimmt. Dieser lag bei 11 nM, das 95 % Konfidenz-Intervall lieferte 

einen Wert zwischen 10 und 13 nM. Damit ist Verbindung 13 80-mal stärker als die Leitstruktur 

(Verbindung 1) und immer noch 8-mal stärker als Ro 48-8071. 

 

Für die in Vorbereitung befindlichen Publikationen habe ich zu fast allen Verbindungen der zweiten und 

dritten Generation die biologische Testung in den Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese-Assays 

durchgeführt. Außerdem gibt es zu den Substanzen mit den niedrigsten IC50-Werten aus meiner 

Testung mittlerweile auch Testergebnisse an isolierten Oxidosqualencyclasen von Prof. Dr. Balliano 

aus Turin (vgl. Kapitel 1.2.1.2). Diese belegen die starke Hemmung der humanen OSC und zeigen 

zudem eine Selektivität gegenüber trypanosomaler OSC.  

Die ermittelten IC50-Werte am isolierten Enzym (Tabelle 2) sind zum Teil deutlich höher als die 

IC50-Werte, die wir aus unserem eigenen Ganzzell-Cholesterol-Biosynthese-Assay ermittelt haben. 

Mögliche Gründe sind: 

¶ Anreicherung der lipophilen Substanzen in der Zelle (Aufkonzentrierung) 

¶ ĂDown-Regulationñ der HMG-Reduktase [13]  

¶ Erhöhter Cholesterol Efflux aus der Zelle durch Bildung von Epoxicholesterol [13] 

¶ Inhibition eines weiteren Enzyms im Präsqualen-Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese, 

welches mit unserem Testsystem nicht erkannt werden kann. Der Aufbau eines Testsystems 

für die Squalensynthase (Abbildung 5; Enzym k) befindet sich derzeit in Vorbereitung. 
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Name 
IC50 humane OSC  

[µM] 

IC50 T. cruzi  OSC 

[µM] 

IC50-Wert  

Cholesterol -Assay  

[µM] 

AW-93 2,3 8,75 0,011 

AW-98 2,7 > 10 0,097 

AW-111 4,22 > 10 0,142 

AW-124 5,01 > 10 0,172 

AW-138 2,5 > 10 0,017 

AW-152 0,51 > 10 0,261 

AW-166 1,25 10 0,125 

MK2-44 5,28 > 10 0,681 

MK2-74 2,06 > 10 1,100 

MK2-86 > 10 > 10 0,372 

MK2-87 2,51 > 10 2,135 

MK2-89 8,51 > 10 1,321 

MK2-90 2,06 > 10 1,290 

MK3-14 > 10 > 10 1,070 

Tabelle 2: Übersicht über die Ergebnisse der Testung an isolierten Oxidosqualencyclasen von  

Prof. Dr. Balliano aus Turin. Im Vergleich dazu die IC50-Werte bezogen auf die Cholesterol-Neubildung 

aus unserem eigenen Ganzzell-Cholesterol-Biosynthese-Assay 
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1.2.3.2 Poster  

 


