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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 „Sterol-Biosynthese-Testung“ 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 β-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-3β-ol. Da in allen physiologisch vorkommenden Sterolen 

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

Konfigurationsangabe der 3β-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 

 

„Cholesterol is the most highly decorated small molecule in biology“ 

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 „chole“ 

für Galle und „stereos“ für 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 Assoziierte Krankheiten 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) Δ24-Reduktase Desmosterolose 

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

(p) Δ14-Reduktase Greenberg- oder HEM-Dysplasie 

(q) C4-Demethylase Komplex CHILD-Syndrom 

(r) Δ8/7-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 „Down“ 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 „small molecule“ 

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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 Δ24-Reduktase (Enzym n) 

Charakteristika: 

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

von der Δ24-Reduktase katalysiert (siehe Abbildung 5), wobei Lanosterol eine höhere Affinität 

zum Enzym besitzt als Dihydrolanosterol. Die Δ24-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 Δ24-Reduktase ist selektiv auf Säugetierzellen, da dieses Enzym in Pilzen 

(Kapitel 1.3.1.2) und Pflanzen nicht vorkommt. Der Einsatz von Δ24-Reduktase-Inhibitoren als 

Chemotherapeutika gegenüber metastasierenden Melanomen mit hochregulierten 

Δ24-Reduktase-Genen ist vorstellbar [17]. Die Erbkrankheit Desmosterolose ist mit der 

Anreicherung von Desmosterol assoziiert, hervorgerufen durch eine nicht funktionstüchtige 

Δ24-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]. 
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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]. 

 

 Δ14-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 Δ14-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 Δ14-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 Δ14-Reduktase hervorgerufen wird, sondern 
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vielmehr durch eine Fehlfunktion des Lamin-B-Rezeptors. Es wurden erhöhte Spiegel von 

Δ14-Sterolen in Mäusegehirnen mit deaktivierter Δ14-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 Δ14-Sterolen steigt. Daher ist die Inhibition der Δ14-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 3α-Wasserstoffes. 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 3β-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 Δ8/7-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. 

 

 Δ8/7-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 Δ8/7-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 Δ8-Sterolen nachgewiesen werden, was durch eine 

Fehlfunktion der Δ8/7-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 Δ14-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 nukleären PPARα-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. 

 

 

 



32    

 

 

Abbildung 6: Strukturen von bekannten Cholesterolsenkern 

  



  Sterol-Biosynthese-Testung                             33 

 

 Entwicklung von molekularen Werkzeugen zur Erforschung 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 „simuliert“ 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 Oxidosqualencyclase-Inhibitoren, erste Generation 

 

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

Grundmann’s 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 „alten“ 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 Δ8/7-Isomerase festgestellt. Die Verbindungen 4 und 6 zeigten 
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keine Δ8/7-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 Δ8/7-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. 

  



  Sterol-Biosynthese-Testung                             37 

 

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 

 



  Sterol-Biosynthese-Testung                             39 

 



40    

 



  Sterol-Biosynthese-Testung                             41 

 



42    

 



  Sterol-Biosynthese-Testung                             43 

 



44    

 

 



  Sterol-Biosynthese-Testung                             45 

 

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 „sample breakdown“ 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 „steroidomimetische“ 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 Vortrag präsentierten 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 Oxidosqualencyclase-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) 

 „Down-Regulation“ 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 
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1.2.3.3 Beitrag an den im Poster präsentierten Forschungsergebnissen 

Die notwendige biologische Testung, sprich Identifizierung der Zielenzyme der Enzyminhibitoren 

(qualitativer Assay), Bestimmung der Hemmung der Gesamt-Cholesterol-Biosynthese (quantitativer 

Assay) bei ausgewählten Verbindungen und Beurteilung der Wirkstärke im Vergleich zu 

literaturbekannten Referenzinhibitoren, wurde von mir persönlich durchgeführt. Desweiteren habe ich 

die Reinheit der Substanzen mittels HPLC bestimmt. Der Text, die Grafik und das Layout im Teil 

„Biological Results“ wurden ebenfalls von mir erstellt.  

Rainer Wilcken und Prof. Dr. Frank Böckler berechneten mögliche sinnvolle Strukturvariationen. Die 

Syntheseplanung und Durchführung, sowie die Konzeption des Posters wurden von Annette Wolfgardt, 

Marco Keller und Prof. Dr. Franz Bracher durchgeführt. 
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1.2.4 Inhibitoren der Δ24-Reduktase 

 

Hemmers S, Müller C, Bracher F. Side chain functionalized steroids as highly selective, noncytotoxic 

inhibitors of human Δ24-reductase. Jahrestagung der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft in 

Freiburg, Oktober 2013. 

 

1.2.4.1 Zusammenfassung 

Wie bereits in Kapitel 1.2 besprochen, könnten Inhibitoren der humanen Δ24-Reduktase als 

Chemotherapeutika [17] oder als molekulare Werkzeuge zur Erforschung der Desmosterolose 

eingesetzt werden. Die Regulierung der Δ24-Reduktase könnte des Weiteren eine wichtige Rolle in der 

Behandlung und Vorbeugung der Alzheimer-Erkrankung spielen [28], da nachgewiesen wurde, dass die 

Expression der Δ24-Reduktase bei Alzheimer-Patienten erniedrigt ist. 

Die Verbindungen, die in diesem Kapitel vorgestellt werden, stammen von Sandra Hemmers. Diese 

können in Analogie zu den Verbindungen von Martin Giera als Lathosterol-Seitenkettenester aufgefasst 

werden [1]. Die Verbindungen von Martin Giera hemmen jedoch die Lathosteroloxidase (vgl. Enzym s 

Abbildung 5, Abbildung 9).  

 

 

Abbildung 9: Vergleich von Verbindungen von Sandra Hemmers (Δ24-Reduktase-Inhibitoren) und 

Martin Giera (Lathosteroloxidase (= C5-Desaturase)-Inhibitoren) 

 

Durch die Verwendung von Ergosterol konnte ein steroidaler Grundkörper (Verbindung 1, Kapitel 

1.2.4.2) durch Veresterung der 3β-Hydroxygruppe und anschließende Ozonolyse in Position C22 

gewonnen werden. Durch Erhalt des Sterolgerüstes können die Substanzen als falsche Substrate für 

Enzyminhibition in der Cholesterol- und Ergosterol-Biosynthese eingesetzt werden. Strukturvariationen 

an Verbindung 1 konnten vorgenommen werden nachdem der bei der Ozonolyse gebildete Aldehyd in 

der Seitenkette entweder zur Carbonsäure oxidiert oder zum Alkohol reduziert wurde.  

Insgesamt wurden 14 Verbindungen aus dem Grundkörper hergestellt und der biologischen Testung 

unterworfen. Keine Verbindung war in der biologischen Grundtestung (vgl. Abbildung 3) besonders 
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aktiv, dennoch wurden sie in den Cholesterol- und Ergosterol-Biosynthese-Assays getestet. Ziel des 

gesamten Kapitels 1.2 ist es, Substanzen zu finden die (fast) keine Zytotoxizität besitzen und hoch 

selektiv nur ein Enzym in der Cholesterol-Biosynthese hemmen, eine Organismus-Selektivität ist zudem 

wünschenswert, jedoch nicht zwingend erforderlich. Mit Verbindung 4 (Abbildung 9), der 

Ameisensäureester von Verbindung 3, konnte ein hochpotenter Inhibitor der humanen Δ24-Reduktase 

charakterisiert werden, als Markersterol diente dabei Desmosterol (vgl. Abbildung 5, sowie Abbildung 1 

im Poster in Kapitel 1.2.4.2). Der IC50-Wert bezogen auf die Gesamt-Cholesterol-Neubildung betrug 

11 nM. Die Verbindung 3, der freie Seitenketten-Alkohol von Verbindung 4, zeigte überraschenderweise 

keine Aktivität in den Assays.  

Martin Giera konnte in seiner Doktorarbeit bei den Lathosterol-Seitenkettenamiden beweisen, dass der 

Essigsäureester an Position C3 als „prodrug“ dient, da dieser in der Zelle unter physiologischen 

Bedingungen gespalten wird [1]. Inwieweit der Ameisensäureester in der Seitenkette von Verbindung 3 

unter physiologischen Bedingungen abgespalten wird, wurde bis jetzt nicht weiter untersucht. Da 

Verbindung 3 (freier Alkohol) keine Aktivität besitzt, kann davon ausgegangen werden, dass die 

Veresterung mit der Ameisensäure aktivitätsbestimmend ist und der Ester von Verbindung 4 kein 

„prodrug“ ist. 

Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass es nicht notwendig ist, unter physiologischen Bedingungen 

protonierbare funktionelle Gruppen in ein Molekül einzuführen um hochpotente Inhibitoren der 

Sterolbiosynthese herstellen zu können (vgl. Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3, 1.2.5, 1.2.6), obwohl es während 

der enzymatischen Reduktion der Doppelbindung in Position C24/25 zur Bildung eines HEI in Position 

C25 kommt. Eine Nachahmung dieses HEI erfolgt durch den Inhibitor von Sandra Hemmers 

offensichtlich nicht!  
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1.2.4.2 Poster 
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1.2.4.3 Beitrag an den im Poster präsentierten Forschungsergebnissen 

Die biologische Testung, sprich Identifizierung der Zielenzyme der Enzyminhibitoren (qualitativer Assay) 

und Bestimmung der Hemmung der Gesamt-Cholesterol-Biosynthese (quantitativer Assay) bei der 

vielversprechendsten Verbindungen 4 wurde von mir durchgeführt.  

Die Syntheseplanung und Durchführung, sowie die Konzeption des Posters wurden von Sandra 

Hemmers und Prof. Dr. Franz Bracher erledigt. 
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1.2.5 Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren von Mathias König 

 

König M, Müller C, Bracher F. Stereoselective synthesis of a new class of potent and selective inhibitors 

of human Δ8/7-sterol isomerase. Bioorganic & Medicinal Chemistry 2013;21:1925-43. 

 

1.2.5.1 Zusammenfassung 

Dieses Kapitel und das folgende Kapitel 1.2.6 befassen sich mit strukturell neuartigen 

Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren. Da diese zwei Klassen von Inhibitoren zeitgleich synthetisiert wurden, kann 

nicht von Generationen oder Weiterentwicklungen wie bei den OSC-Inhibitoren gesprochen werden.  

Verschiedene Stoffwechselerkrankungen können durch eine Dysfunktion oder durch ein Fehlen von 

Enzymen in der Cholesterol-Biosynthese hervorgerufen werden. Das CHILD-Syndrom 

(congenital hemidysplasia with ichthyosiform erythroderma and limb defects) und das 

Conradi-Hünermann-Happle-Syndrom werden durch Mutation des Gens für die humane Δ8/7-Isomerase 

ausgelöst. Die Inzidenz des CHILD Syndroms liegt bei unter 1: 1.000.000. Dieses Syndrom äußert sich 

als angeborene Halbseitenfehlbildung mit entzündlich-schuppender Haut, Gliedmaßen- und 

Organdefekte. Das Erscheinungsbild des Conradi-Hünermann-Happle-Syndroms ist hauptsächlich 

geprägt durch Ichthyosen, Chrondrodysplasia punctata, Katarakt und Kleinwuchs. Die Vererbung erfolgt 

X-chromosomal-dominant, weshalb nur Mädchen/Frauen davon betroffen sind. Beide Erkrankungen 

können derzeit nur symptomatisch behandelt werden (vgl. Kapitel 1.2). 

Insgesamt wurden 85 verschiedene Substanzen, alle synthetisiert ausgehend vom Grundmanns Keton, 

getestet, 32 davon zeigten eine Hemmung der Δ8/7-Isomerase. Die interessantesten Verbindungen von  

Stefanie Lange synthetisierte ausgehend von Grundmanns Keton eine Reihe von Aminoketonen mit 

OSC-inhibitorischer Aktivität. Unter den Reaktionsbedingungen kam es allerdings zu einer 

Epimerisierung des Asymetriezentrums neben der Ketogruppe (C3a). Leider ließen sich die erhaltenen 

Diastereomere micht trennen. Durch die Einführung einer angulären Methylgruppean C3a sollte Mathias 

König stabile isomerenreine Verbindungen synthetisieren, die ebenfalls die OSC inhibieren. Ein 

wichtiger Baustein bei der Syntheseplanung war auch hier die Imitation von High Energy Intermediates 

(HEI). Eine protonierbare Aminogruppe, welche zur Imitierung des HEI und des Rings B dient, sollte 

ebenfalls vorhanden sein. Das Amin ist unter physiologischen Bedingungen protoniert und imitiert ein 

HEI in Position pro C10. (Abbildung 7, Kapitel 1.2.1.2 Abbildung 2 im nachfolgenden Artikel).  

Jedoch wurde überraschenderweise bei den Substanzen von Mathias König eine Hemmung der 

Δ8/7-Isomerase beobachtet, was eine Imitierung des HEI in Position C8 nahelegt (vgl. Abbildung 7). Die 

Einführung einer zusätzlichen Methylgruppe könnte der Grund sein, warum die Substanzen nicht die 

OSC inhibieren, da sie nicht mehr in die Bindungstasche der OSC passen. Eine Bestätigung durch 

Docking Experimente wurde nicht durchgeführt (vgl. Kapitel 1.2.2, 1.2.3).  



  Sterol-Biosynthese-Testung                             63 

 

Die Δ8/7-Isomerase kann von verschiedensten Aminen gehemmt werden. Dies zeigte sich nicht nur in 

eigenen Versuchen (vgl. Kapitel 1.2.6, 1.3.2.2) sondern auch im Vergleich mit bekannten 

Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren (Kapitel 1.2.5.2, im Artikel Abbildung 3).  

Aminoketon- und Aminoalkohol-Derivate des modifizierten Grundmanns Keton, unter Einführung einer 

angulären Methylgruppe in Position C3, zeigten die beste Aktivität im zellulären 

Cholesterol-Biosynthese-Assay. Um die Aktivität der synthetisierten Substanzen einordnen zu können, 

wurden sie mit entsprechenden Referenzinhibitoren noch in unspezifischen Tests (MTT-Test und 

MHK-Wert), sowie im spezifischen Ergosterol-Biosynthese-Assay (vgl. Kapitel 1.3.1.3) verglichen. 

Keine Substanz zeigte eine höhere Toxizität als Cisplatin im MTT-Test. Es konnte keine Aktivität in den 

Pilztestsystemen festgestellt werden. Daher gelten die Substanzen als selektiv auf humane Zellen, im 

Cholesterol-Testsystem akkumulierte nur Zymosterol. Die Referenzsubstanzen Tamoxifen und 

Tridemorph gelten beide als (unselektive) Inhibitoren der Δ8/7-Isomerase (siehe Kapitel 1.3.1.2) und 

zeigten eine Akkumulation von Zymosterol und Zymostenol an HL60 Zellen (vgl. Abbildung 5) [29]. 

Beide Sterole sind natürliche Substrate der humanen Δ8/7-Isomerase. Die neu synthetisierten 

Substanzen lieferten jedoch nur eine Anreicherung von Zymostenol (vgl. Kapitel 1.2.6). Diese 

Beobachtung lässt sich durch eine zusätzliche schwache Hemmung der Referenzinhibitoren an der Δ24-

Reduktase erklären (vgl. Abbildung 5 und im nachfolgenden abgebildeten Artikel die Abbildung 6). Die 

zusätzliche Hemmwirkung der Δ24-Reduktase durch Tamoxifen (Multienzymhemmung) ist beschrieben. 

Da sich Tridemorph im Ganzzell-Assay wie Tamoxifen verhalten hat, könnte neben der 

literaturbekannten Hemmung der Δ14-Reduktase (vgl. Kapitel 1.3), auch noch eine Hemmung der 

Δ24-Reduktase in Frage kommen. Eine Akkumulation von Δ14-Sterolen nach Inkubation mit Tridemorph 

konnte hingegen nicht beobachtet werden. Zudem gilt der Kandutsch-Russell 

Cholesterol-Biosyntheseweg unter den Testbedingungen in HL60 Zellen als bevorzugt, was Kapitel 

1.2.7 belegt, da hier ebenfalls nur 7-DHC akkumulierte und nicht Cholesta-5,7,24-trienol. Daher lässt 

sich die Akkumulation von Zymostenol und Zymosterol nur durch eine zusätzliche Hemmung der 

Δ24-Reduktase erklären (ebenso in Kapitel 1.2.6, Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren von Melanie Krojer) 

Die neu synthetisierten Substanzen wurden anschließend in einem quantitativen Vortest (Inkubation mit 

13C-Acetat bei 1 µM, siehe Kapitel 1.2.1.2) getestet. Die Besten wurden abschließend einer 

IC50-Bestimmung unterzogen, für Substanz 29a konnte ein IC50-Wert von 11 nM für die Hemmung der 

Gesamt-Cholesterol-Biosynthese ermittelt werden. 

Die hier vorgestellten Verbindungen sind hochpotente und selektive Inhibitoren der humanen 

Δ8/7-Isomerase. Mit ihrer Hilfe können das CHILD und Conradi-Hünermann-Happle-Syndrom besser 

erforscht werden. Die synthetisierten Verbindungen können als molekularbiologische Werkzeuge 

eingesetzt werden, um in vitro/vivo die Isomerase zu hemmen und so die Pathomechanismen für die 

Ausbildung der Syndrome zu aktivieren. 
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1.2.5.2 Artikel 
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1.2.5.3 Beitrag am Artikel 

Alle beschriebenen Substanzen wurden im Cholesterol- und Ergosterol-Biosynthese-Assay von mir 

qualitativ analysiert. Die Vielversprechendsten wurden auch dem quantitativen Assay auf Hemmung der 

Gesamt-Cholesterol-Biosynthese unterworfen und mit literaturbekannten Referenzinhibitoren 

verglichen. Zudem war ich für die Reinheitsbestimmung der Syntheseprodukte mittels HPLC 

verantwortlich. Die Syntheseplanung und Durchführung sowie die Erstellung des Artikels unterlagen 

allein Mathias König und Prof. Dr. Franz Bracher. Die Grafik Abbildung 6 und die Tabelle 1 in dem Artikel 

wurden von mir erstellt. 
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1.2.6 Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren von Melanie Krojer 

 

Krojer M, Müller C, Bracher F. Steroidomimetic aminoalkyl spiroacetals as novel inhibitors of the 

enzyme Δ8/7-sterol isomerase in cholesterol biosynthesis. Archiv der Pharmazie 2013;346:1-15. 

 

1.2.6.1 Zusammenfassung 

Dieses Kapitel und das vorhergehende Kapitel 1.2.5 befassen sich mit Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren. Da 

die Inhibitoren zeitgleich synthetisiert wurden kann nicht von Generationen oder Weiterentwicklungen 

wie bei den OSC-Inhibitoren gesprochen werden. 

Die Bedeutung der Entwicklung von Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren wurde bereits in Kapitel 1.2.5 

besprochen. 

Ziel dieser Arbeit war es eigentlich, wie in der Arbeit von Mathias König (vgl. Kapitel 1.2.5) [30], 

OSC-Inhibitoren herzustellen. Mathias König führte protonierbare Aminogruppen in Position C5 von 

Grundmanns Ketons ein, Melanie Krojer hingegen ausgehend von der Carbonyl-Gruppe in Position C4. 

Ausgehend vom Grundmanns Keton (vgl. ebenfalls Kapitel 1.2.1, 1.2.5, 1.2.8) und von Tetralonen 

(Nachahmung von Grundmanns Keton) wurden eine Reihe von Aminoalkyl-Spiroacetal-Verbindungen 

(n = 27) synthetisiert (siehe Kapitel 1.2.6.2; Schema 1-4 im nachfolgenden Artikel) Insgesamt wurden 

40 Verbindungen von Melanie Krojer im Cholesterol-Biosynthese-Assay von mir getestet. Durch die 

Einführung von sekundären und tertiären Aminen, die unter physiologischen Bedingungen zum Teil 

protoniert vorliegen, sollten HEIs imitiert werden (vgl. Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3, 1.2.5, 1.3.2.2). Auch 

hier sollte durch Grundmanns Keton, welches die Ringe C und D sowie die lipophile Seitenkette von 

Sterolen perfekt imitiert, eine hohe Affinität zum aktiven Zentrum des Enzyms geschaffen werden, in 

dem zuerst das Substrat Oxidosqualen schon in eine steroidähnliche Konformation gebracht (vgl. 

Kapitel 1.2.1.2; Abbildung 2 im Artikel) und dann sukzessive zum Sterol cyclisiert wird.  

Die Substanzen wurden sowohl im Cholesterol- als auch im Ergosterol-Biosynthese-Assay getestet. Im 

Ergosterol-Biosynthese-Assay konnte keine Aktivität festgestellt werden, obwohl bekannte Antimykotika 

(Ketoconazol und Itraconazol; vgl. Kapitel 1.3) ebenfalls cyclische Acetale sind. Der Agar-Diffusionstest 

bestätigte das Ergebnis aus dem Ergosterol-Biosynthese-Assay, da sich die Verbindungen dort als 

inaktiv erwiesen. Die Frage war nun, ob die Verbindungen einen Effekt an Humanzellen haben. Im 

MTT-Test (vgl. Kapitel 1.2.6.2 im Artikel Tabelle 1) zeigten die Verbindungen eine leichte bis keine 

Zytotoxizität. Die Werte lagen bei den im Cholesterol-Biosynthese-Assay aktiven Verbindungen (n = 7) 

zwischen 16 und > 50 µM (Cisplatin 5 µM). Fünf Verbindungen konnten überraschenderweise als 

Inhibitoren der humanen Δ8/7-Isomerase identifiziert werden, zwei zeigten eine Multienzymhemmung. 

Als natürliche Substrate der humanen Δ8/7-Isomerase dienen Zymostenol im Kantusch-Russel-Pathway 

und Zymosterol im Bloch-Pathway (vgl. Kapitel 1.2.5 Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren von Mathias König, 
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bzw. Abbildung 5). Da auch hier nur Zymostenol akkumulierte, wie bereits bei den Substanzen von 

Mathias König in Kapitel 1.2.5, kann von einer sehr hohen Enzymselektivität ausgegangen werden. Die 

protonierbare Aminogruppe befindet sich wie bei den Verbindungen von Mathias König nicht an der 

dem C8 des Sterolgrundgerüstes entsprechender Position, trotzdem kommt es zu einer Hemmung der 

Δ8/7-Isomerase. Die Testung von bekannten Referenzinhibitoren (Tamoxifen, Tridemorph) zeigte immer 

eine Akkumulation von beiden Substraten, was eine zusätzliche Hemmung der Δ24-Reduktase 

nahelegte (vgl. Kapitel 1.2.5.2 im Artikel Abbildung 5, vgl. Kapitel 1.2.5.1). Die fünf aktiven 

Monoenzym-Inhibitoren wurden anschließend in einem quantitativen Vortest (Inkubation mit 13C-Acetat 

bei 1 µM, siehe Kapitel 1.2.1.2) getestet. Die besten Verbindungen (16i, 16j, 20c) wurden anschließend 

einer IC50-Bestimmung unterzogen, für Substanz 16i, ein N-Benzylpiperidin-4-ylamino-Derivat des 

Spiroacetals von Grundmanns Keton, konnte ein IC50-Wert von 1,7 µM ermittelt werden. Die 

Verbindungen von Melanie Krojer waren hinsichtlich der Hemmung der 

Gesamt-Cholesterol-Biosynthese um den Faktor circa 100 schwächer als die Verbindungen von 

Mathias König. 

Neben der teuren Synthese ausgehend vom Grundmanns Keton ist es erstmals mit Tetralon-Derivaten 

(v.a. 20c) gelungen, hochselektive Inhibitoren der humanen Δ8/7-Isomerase herzustellen. 

Grundbausteine vom Tetralon-Typ bieten gegenüber Grundmanns Keton deutliche Vorteile: 

a) günstiger, b) steroidomimetisch mit mehr Modifizierungsmöglichkeiten am Grundgerüst, c) bessere 

physikochemische Eigenschaften, d) höhere Stabilität.  

Die ersten Substanzen dieser Tetralon-Klasse hatten im Vergleich zu den Derivaten von Grundmanns 

Keton von Mathias König (vgl. Kapitel 1.2.5) zwar höhere IC50-Werte im Cholesterol-Biosynthese-Assay, 

jedoch war die Substanzbibliothek deutlich kleiner. Durch weiterführende Arbeiten könnte ein besseres 

Verständnis der Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser Substanzklasse erreicht werden. Neue 

Inhibitoren dieser Klasse könnten nicht nur selektiv sein sondern auch hoch potent. 

  



86    

 

1.2.6.2 Artikel 
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1.2.6.3 Beitrag am Artikel 

Melanie Krojer und Prof. Dr. Franz Bracher waren für die Syntheseplanung und Durchführung 

verantwortlich. Die biologische Testung im Cholesterol- und Ergosterol-Biosynthese-Assay, 

Identifizierung des Target-Enzyms und Einordnung der biologischen Aktivität bei Inhibition war mein 

wissenschaftlicher Beitrag sowie die Erstellung von Abbildung 3 im Artikel. Die Auswertung der Daten 

und Erstellung des Manuskripts unterlag Prof. Dr. Franz Bracher.  
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1.2.7 7-Dehydrocholesterolreduktase-Inhibitoren 

 

Horling A, Müller C, Barthel R, Bracher F, Imming P. A new class of selective and potent 

7-dehydrocholesterol reductase inhibitors. Journal of Medicinal Chemistry 2012;55:7614-22. 

 

1.2.7.1 Zusammenfassung 

Die 7-Dehydrocholesterolreduktase (7-DHCR) ist das letzte Enzym im Kandutsch-Russell-Pathway des 

Cholesterol-Biosyntheseweges (vgl. Abbildung 5), welches aus Cholesta-5,7-dien-3β-ol (7-DHC) durch 

Reduktion der Doppelbindung in Position C7 Cholesta-5-en-3β-ol (= Cholesterol) bildet (vgl. Kapitel 

1.2.7.2, im Artikel Schema 1). Die rezessive, autosomal vererbte Stoffwechselerkankung 

Smith-Lemli-Opitz-Syndrom (SLOS) beruht auf einem Gendefekt der 7-DHCR. Dadurch kann im 

menschlichen Körper kein oder fast kein Cholesterol mehr gebildet werden. Cholesta-5,7-dien-3β-ol und 

dessen oxidierte Formen stehen im Verdacht, für die Ausprägungen des Phänotyps verantwortlich zu 

sein. Die Inzidenz dieser Erkrankung liegt zwischen 10.000-80.000, je nach zugehöriger Rasse. 

Syndactylie von Zehen, Mikroenzephalie, geistige Retardiertheit und gastrointestinale Beschwerden 

sind die häufigsten Erscheinungsbilder des Syndroms (vgl. Kapitel 1.2). Früherkennung durch Messung 

von 7-DHC im Fetus und sofortige Gaben von Cholesterol können die Ausprägung der Krankheit 

mindern, die Behandlung erfolgt symptomatisch. 

Die anfängliche Idee hinter der Herstellung von Berberinderivaten im Arbeitskreis Prof. Dr. Peter Imming 

war, dass sie ähnlich wie Berberin eine antimykotische Wirkung haben sollen. Durch umfassende 

Testung in den Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese-Assays und mit Hilfe von unspezifischen 

Toxizitätstests, wie Agar-Diffusionstest, MHK-Bestimmung und MTT-Test, konnte gezeigt werden, dass 

die ersten neu synthetisierten Verbindungen keinen Effekt auf die Ergosterol-Biosynthese bzw. auf das 

Pilzwachstum haben. Jedoch zeigten einige Verbindungen eine Hemmung der humanen 7-DHCR und 

der Δ8/7-Isomerase in HL60 Zellen. In Vorversuchen konnte jedoch in niedrigen Konzentrationen 

hauptsächlich die 7-DHCR gehemmt werden, was den Schluss nahe legte, dass die Substanzen eine 

höhere Affinität zur 7-DHCR als zur Δ8/7-Isomerase haben. Daraufhin wurden die Strukturen optimiert. 

Die folgenden Verbindungen waren hoch selektiv. Insgesamt wurden 15 verschiedene 

Tetrahydroisochinolin-Derivate hergestellt, von denen sich fünf als selektive Inhibitoren der 7-DHCR 

erwiesen. Die interessantesten Verbindungen werden in dem Artikel beschreiben, wobei die Verbindung 

5f eine 200-fach höhere Wirkung auf die Cholesterol-Biosynthese besitzt als der „beste bekannte“ 

Referenzinhibitor BM 15.766 Sulfat (2,3 nM gegenüber 500 nM). Andere angebliche Referenzinhibitoren 

erwiesen sich unter den Testbedingungen als Multienzyminhibitoren (z.B. AY9944). 

Die Verbindungen können leicht in einer dreistufigen Synthese hergestellt werden. 

Phenethylaminderivate reagieren im ersten Schritt mit Phenylessigsäurederivaten zu Amiden, welche 

im Anschluss mit Lithiumaluminiumhydrid zu sekundären Aminen reduziert werden. In einer 
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Mannichreaktion unter Zuhilfenahme von Formaldehyd kommt es schließlich zum Ringschluss (siehe 

Kapitel 1.2.7.2 im Artikel Schema 4). 

Aufgrund der hohen Wirksamkeit, insbesondere von Verbindung 5f, sind die Substanzen sehr gut 

geeignet als molekulare Werkzeuge für in vitro/vivo-Studien, zumal sie eine sehr geringe unspezifische 

Toxizität besitzen. Durch Hemmung der Cholesterol-Biosynthese, bei zeitgleicher Anreicherung von 

7-DHC lassen sich molekulare Mechanismen zur Pathogenese des Smith-Lemli-Opitz-Syndroms 

erforschen. Das Ausbleiben der antimykotischen Wirkung lässt sich dadurch erklären, dass es in 

Pilzzellen keine 7-DHCR gibt und damit der Angriffspunkt der Verbindungen fehlt (vgl. Kapitel 1.3.1.2). 
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1.2.7.2 Artikel 
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1.2.7.3 Beitrag am Artikel 

Die Charakterisierung der neu synthetisierten Substanzen als Inhibitoren der 7-DHCR und der Δ8/7-

Isomerase wurde von mir durchgeführt, sowie die benötigen HPLC Reinheiten bestimmt. Nach 

anfänglicher Herstellung von Multienzyminhibitoren durch Aline Horling wurden auf meinen Nachdruck 

hin und unter gemeinsamer Diskussion der geplanten Strukturvariationen, weitere, optimierte 

Substanzen von Richard Barthel synthetisiert. Diese waren dann hochpotente Inhibitoren der 7-DHCR. 

Die Syntheseplanung und Durchführung unterlag Aline Horling, Richard Barthel und 

Prof. Dr. Peter Imming. 

Folgende Teile in dem Artikel wurden von mir verfasst: Die „Introduction“ bis auf den chemischen Teil, 

der komplette Absatz „Pharmacology“, und in der „Experimental section“ der Teil „Biological Assays, 

General“, außerdem die Grafiken Schema 1 und Schema 5 sowie die Tabelle 1. In den „Supporting 

Informations“ (hier nicht abgebildet) stammen der Teil „HPLC purity“ und der Teil „Biological assays“ 

inklusive der Grafik von mir. 

Die Verbesserung des Skripts unterlag Prof. Dr. Franz Bracher und Prof. Dr. Peter Imming. 
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1.2.8 Diskussion zur Cholesterol-Biosynthese-Testung 

In den Kapiteln 1.2.1 bis 1.2.7 wurden verschiedene Substanzklassen für mögliche, pharmazeutisch 

relevante Einsatzgebiete vorgestellt und die Ergebnisse der biologischen Testungen präsentiert. Ein 

wichtiger Parameter war immer der IC50-Wert bezogen auf die Gesamt-Cholesterol-Neubildung. Je 

niedriger der Wert, desto potenter kann eine Substanz die Cholesterol-Biosynthese hemmen. Die 

HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statine) gelten als Goldstandard zur Senkung des 

Cholesterol-Spiegels (siehe Kapitel 1.1).  

Es stellte sich die Frage, wie sich die neu synthetisierten Substanzen bezüglich ihrer biologischen 

Kenndaten gegenüber einem bekannten Vertreter der Statine (Simvastatin) verhalten und wie valide die 

erhaltenen IC50-Werte generell sind. 

Die IC50-Wert-Bestimmung für Simvastatin wurde an sechs verschiedenen Tagen durchgeführt, jeder 

Tagesmesswert resultiert aus einer standardmäßigen 3-fach Bestimmung. Aus den einzelnen 

Messwerten wurde dann eine „Inter-day“-Präzision berechnet. Der durchschnittliche IC50-Wert lag bei 

191 nM mit einer relativen Standardabweichung (RSD) von 43 % (Abbildung 10). Die „Inter-day“-

Präzision wurde auch im Ergosterol-Biosynthese-Assay anhand von Clotrimazol bestimmt, dort lag die 

RSD bei 29 % (Kapitel 1.3.1.2). Die Werte der Präzision sind für diese Art von biologischer Testung 

akzeptabel, beide Assays zeigten ähnliche Werte. Nicht nur der IC50-Wert bezogen auf die 

Gesamt-Cholesterol-Neubildung spielt eine wichtige Rolle bei der Charakterisierung neuer 

Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren sondern auch ihr IC50-Wert im MTT-Test, der Aufschluss über die 

Zytotoxizität einer Substanz gibt. Viele neu synthetisierte Verbindungen hatten eine geringe 

Zytotoxizität. Ihr IC50-Wert im MTT-Test lag bei > 25µM, für Simvastatin wurde von 16 µM bestimmt (vgl. 

Tabelle 4). 

 

Abbildung 10: Ergebnisse der „Inter-Day“-Präzision für die IC50-Wert-Bestimmung am Beispiel 

Simvastatin; Fehlerbalken zeigen die RSD (n = 3). 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Bedeutung der neu entwickelten Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren (Tabelle 3): 

 Der Schwerpunkt der Cholesterol-Biosynthese-Testung lag in der Charakterisierung von neuen 

OSC-Inhibitoren. OSC-Inhibitoren scheinen immer noch geeignet zu sein als Cholesterolsenker 

und als Chemotherapeutika (Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3). 

 Die Charakterisierung neuer Δ24-Reduktase-Inhibitoren gelang mit den 

Lathosterol-Seitenkettenestern von Sandra Hemmers (Kapitel 1.2.4). Sie können als 

molekulare Werkzeuge zur Erforschung der Desmosterolose eingesetzt werden. Ihr Einsatz als 

Chemotherapeutika oder als Aduvants in der Alzheimer Therapie scheint möglich. 

 Die Identifizierung neuer Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren könnte einen Beitrag zur Aufklärung der 

Pathomechanismen von CHILD- und CDPX2-Syndrom leisten (Kapitel 1.2.5, 1.2.6). Hierbei 

erwiesen sich vor allem die Verbindungen von Mathias König als sehr interessant. 

 Mit der Charakterisierung von neuen 7-Dehydrocholesterolreduktase-Inhibitoren kann das 

Smith-Lemli-Opitz-Syndrom besser erforscht werden (Kapitel 1.2.7). Dem Syndrom kommt 

innerhalb der Cholesterol-Biosynthese-assoziierten Erkrankungen die größte Bedeutung zu, da 

die Inzidenz dieser Krankheit am höchsten ist. 

 

Generelles Fazit der Cholesterol-Biosynthese Testung: 

 Die Entwicklung von neuen Enzyminhibitoren des Post-Squalen-Abschnitts der 

Cholesterol-Biosynthese gelang durch die Verwendung von bereits bekannten 

Strukturmerkmalen, unter Zuhilfenahme von Docking Studien und durch Ergebnisse aus Tests 

am isolierten Enzym.  

 Insgesamt wurden 340 Substanzen charakterisiert, von 35 ausgewählten Substanzen wurde 

der IC50-Wert der Hemmung der Gesamt-Cholesterol-Biosynthese bestimmt, darunter waren 30 

neu synthetisierte Substanzen (Tabelle 4). Zwölf Verbindungen zeigten im 

Cholesterol-Biosynthese-Assay sogar einen IC50-Wert im unteren nanomolaren Bereich 

(< 100 nM). 

 Die „Trefferquote“ für die Entdeckung neuer Enzyminhibitoren war sehr hoch, was sicherlich an 

der Vorgehensweise bei der Entwicklung der Zielstrukturen gelegen hat, aber auch daran, dass 

mit unserem Assay acht Enzyme gleichzeitig im Cholesterol-Biosynthese-Assay betrachtet 

werden können. Hier liegt sicherlich der größte Vorteil eines Ganzzell-Assays. 

 Einige Inhibitoren hemmen zwar unterschiedliche Targetenzyme, besitzen aber gleiche 

Strukturmerkmale, nämlich die Grundmanns Keton-Struktur (vgl. Tabelle 3). So weisen die 

Verbindungen von Stefanie Lange OSC-Inhibition, die von Mathias König und Melanie Krojer 

eine Hemmung der Δ8/7-Isomerase-Aktivität auf.  
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 Die Verbindungen von Aline Horling und Richard Barthel erschienen auf den ersten Blick als 

total uninteressant, da sie über keine strukturelle Ähnlichkeit zu den Sterolen verfügen, gerade 

deshalb sind sie vielleicht am interessantesten, da mit keiner Inhibition in der 

Cholesterol-Biosynthese gerechnet wurde. Dass daraus sogar die Entwicklung hochpotenter 

und selektiver Inhibitoren hervorgeht war nicht zu erwarten. 

 Im Grunde kann keine Enzyminhibition im Post-Squalen-Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese 

vorausgesagt werden, bevor die Substanz nicht selbst am eigenen System getestet wurde. 

Einige Referenzinhibitoren erwiesen sich in unserem Ganzzell-Assay als Multienzyminhibitoren, 

da sie im Vorfeld nur am isolierten Enzym untersucht wurden. Dabei kann es nur zwei 

Wirkungen geben a) aktiv oder b) inaktiv. Der hier angewendete und optimierte Ganzzell-Assay 

ermöglicht einem geschulten Anwender die Identifizierung von verschiedensten 

Enzyminhibitoren in der Cholesterol-Biosynthese.  

 Im nachfolgenden Kapitel 1.3 wird die Entwicklung neuer Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren 

besprochen. Der Grundstein für die folgenden Untersuchungen waren die Erfahrungen aus der 

Cholesterol-Biosynthese-Testung, da die Humanzellen über eine deutlich strengere 

(„eingeschränktere“) Enzymabfolge in den Cholesterol-Biosynthesewegen (Bloch-Pathway und 

Kandutsch-Russel-Pathway) verfügen als Pilze in ihrer Ergosterol-Biosynthese  

(vgl. Abbildung 5 mit 1.3.1.2). 
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Struktur Herkunft Kapitel 
Inhibiertes 

Enzym 

IC50-Wert 

Cholesterol-Assay 

[nM] 

 

Stefanie 

Lange 
1.2.1 OSC Nicht bestimmt 

 

Marco 

Keller 
1.2.2 OSC 1100 

 

Annette 

Wolfgardt 
1.2.3 OSC 11 

 

Sandra 

Hemmers 
1.2.4 Δ24-Reduktase 11 

 

Mathias 

König 
1.2.5 Δ8/7-Isomerase 11 

 

Melanie 

Krojer 
1.2.6 Δ8/7-Isomerase 1700 

 

Richard 

Barthel 
1.2.7 7-DHCR 2 

Tabelle 3: Übersicht über die potentesten Verbindungen in den einzelnen Kapiteln der 

Cholesterol-Biosynthese-Testung 
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Name Herkunft 
Inhibiertes 

Enzym 

IC50-Wert 

Cholesterol-Assay 

[nM] 

IC50-Wert 

MTT-Test 

[µM] 

Simvastatin Referenz HMG-CoA 191 16 

AW-93 Annette Wolfgardt OSC 11 > 50 

AW-94 Annette Wolfgardt OSC 30 12 

AW-98 Annette Wolfgardt OSC 97 15 

AW-111 Annette Wolfgardt OSC 142 > 50 

AW-124 Annette Wolfgardt OSC 172 33 

AW-138 Annette Wolfgardt OSC 17 33 

AW-152 Annette Wolfgardt OSC 261 > 50 

AW-166 Annette Wolfgardt OSC 125 41 

BIBX 79 Referenz OSC 300 > 50 

MK2-44 Marco Keller OSC 681 > 50 

MK2-74 Marco Keller OSC 1100 > 50 

MK2-86 Marco Keller OSC 372 > 50 

MK2-87 Marco Keller OSC 2135 > 50 

MK2-89 Marco Keller OSC 1321 > 50 

MK2-90 Marco Keller OSC 1290 > 50 

MK3-03 Marco Keller OSC 2286 28 

MK3-14 Marco Keller OSC 1070 > 50 

MK3-18 Marco Keller OSC 1839 19 

MK3-19 Marco Keller OSC 1281 47 

Ro 48-8071 Referenz OSC 92 8 

Hem-MS-3 Sandra Hemmers Δ24-Reduktase 11 > 50 

SH-41 Sandra Hemmers Δ24-Reduktase 416 4 

Koe-121 Mathias König Δ8/7-Isomerase 16 7 
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Name Herkunft 
Inhibiertes 

Enzym 

IC50-Wert 

Cholesterol-Assay 

[nM] 

IC50-Wert 

MTT-Test 

[µM] 

Koe-123 Mathias König Δ8/7-Isomerase 62 16 

Koe-144 Mathias König Δ8/7-Isomerase 11 7 

Koe-152 Mathias König Δ8/7-Isomerase 18 7 

Koe-158 Mathias König Δ8/7-Isomerase 82 12 

Koe-76-2 Mathias König Δ8/7-Isomerase 577 14 

AP-59 Aline Horling 7-DHCR 12 > 50 

BM 15.766 Referenz 7-DHCR 500 nicht getestet 

RB-32 Richard Barthel 7-DHCR 120 > 50 

RB-33 Richard Barthel 7-DHCR 7300 > 50 

RB-38 Richard Barthel 7-DHCR 2 > 50 

Tabelle 4: Übersicht über die IC50-Wert Bestimmung im Cholesterol-Biosynthese-Assay aller im 

quantitativen Assay getesteten Verbindungen  
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1.3 Entwicklung neuer Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren 

 

„Die Ergosterol-Biosynthese ist die „Achillesferse“ von Pilzen und Hefen.“ 

Franz Bracher 

 

Der französische Chemiker und Pharmazeut Tanret isolierte 1889 Ergosterol erstmals aus Mutterkorn 

(engl. ergot). Ein Vierteljahrhundert später konnte Smedley-MacLean Erogsterol aus einer 

Saccharomyces-Art gewinnen. Die Strukturaufklärung von Ergosterol erfolgte schließlich 1933 durch 

den amerikanischen Chemiker Louis Frederik Fieser [31].  

Was Cholesterol für die Mammalia-Zellen ist, ist Ergosterol für Pilzzellen. Ergosterol ist hauptsächlich 

für die Stabilität, Rigidität, Fluidität, die mechanische Widerstandsfähigkeit und für die Permeabilität der 

Zellmembran verantwortlich [31, 32]. Außerdem ist Ergosterol für die Funktion membranständiger 

Enzyme von Bedeutung [33]. Pilzzellen müssen Ergosterol endogen produzieren um überlebensfähig 

zu bleiben.  

Das letzte gemeinsame Bindeglied zwischen der Säuger- und der Pilz-Sterol-Biosynthese ist Lanosterol 

(Abbildung 1), sprich der erste Abschnitt der Sterol-Biosynthese ist identisch (Abbildung 4). Erst der 

zweite Abschnitt, welcher sich mit Modifikationen des Sterolgerüstes befasst, verläuft bei den Pilzen 

über andere Sterol-Zwischenstufen. Wurde in der Arbeit von Jörg Müller noch von einem „einfachen“ 

Sterol-Biosyntheseweg, d.h. einer festen Abfolge von nacheinander ablaufenden Enzymreaktionen, 

ausgegangen, muss dies nach aktuellem Stand revidiert werden [32]. Im Cholesterol-Biosyntheseweg, 

gab es nur zwei Möglichkeiten, den Kandutsch-Russell-Pathway und den Bloch-Pathway. Auch Martin 

Giera beschränkte sich in seiner Dissertationsschrift auf einzelne Markersterole, welche die Inhibition 

bestimmter Enzyme der Ergosterol-Biosynthese indizieren, ohne auf ein Biosyntheseschema 

einzugehen [1]. Beide verwendeten in ihren Arbeiten nur den Modellorganismus Yarrowia lipolytica.  

Durch die von mir vorgenommene Einführung von zwei weiteren Pilzspezies (Candida glabrata, 

Saccharomyces cerivisiae) für die Ergosterol-Biosynthese-Testung und die Analysen von diversen 

pathogenen Pilzstämmen (z.B. Candida albicans, Aspergillus fumigatus) in Kooperation mit dem 

Fraunhofer-Institut für Grenzflächen- und Bioverfahrenstechnik IGB Stuttgart (Kapitel 1.3.2) und der 

Sektion für Hygiene und Mikrobiologie der Universität Innsbruck (Kapitel 1.3.3), muss von deutlich 

differenzierteren Ergosterol-Biosynthesewegen ausgegangen werden. Diese Sterol-Biosynthesewege 

werden in Kapitel 1.3.1.2 und Kapitel 2.3.2.1.2 vorgestellt. Zwar wurden bereits früher verschiedenste 

Biosynthesewege vorgestellt, jedoch nicht in der Übersichtlichkeit und dem Umfangwie hier. Eine 

Vielzahl an Enzymreaktionen kann in unterschiedlicher Reihenfolge ablaufen, da die Substratspezifität 

der Ergosterol-Biosynthese-Enzyme weniger stark ausgeprägt ist als die der Enzyme der 

Cholesterol-Biosynthese (vgl. Abbildung 5). So lieferte z.B. Analyse von Candida krusei unter Inkubation 
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mit einem neuen C14-Demethylase-Inhibitior (vgl. Kapitel 2.3.2.1.2) die Akkumulation von sechs nicht 

physiologisch vorkommenden Sterolen, alles charakteristische Markersterole für eine Inhibition der 

C14-Demethylase. 

 

Ziele dieses Teils meiner Arbeit waren:  

 Die Weiterentwicklung der in unserem Arbeitskreis von Jörg Müller und Martin Giera 

etablierten Assays zur Charakterisierung von Inhibitoren der Ergosterol-Biosynthese [1, 32]. 

Dabei legte Jörg Müller den Grundstein für die Ergosterol-Biosynthese-Testung. Martin 

Giera hat, aufbauend auf dem von ihm entwickelten Cholesterol-Biosynthese-Assay, einige 

Modifikationen im Ergosterol-Biosynthese-Assay vorgenommen [2]. Durch meine Arbeiten, 

Einführung weiterer Testorganismen, Optimierung der MHK-Bestimmung, Überarbeitung 

des gesamten Testablaufs (qualitativer Assay), Einführung einer IC50-Wert Bestimmung 

bezogen auf die Gesamt-Ergosterol-Neubildung (quantitativer Assay; mittels 

13C-Acetat-Einbau in das Sterolgerüst) konnte eine leistungsfähige und im Routinebetrieb 

funktionierende Methode entwickelt werden (vgl. Kapitel 1.3.1). Dabei wurde ich zum Teil 

von Verena Staudacher unterstützt [33].  

 Die Charakterisierung unserer eigenen synthetisierten Cholesterol-

Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren (vgl. Abbildung 3) im Hinblick auf ihre Selektivität in den 

Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese-Assays (vgl. Kapitel 1.2) 

 Entwicklung neuer Antimykotika in Zusammenarbeit mit meinen präperativ arbeitenden 

Kollegen (vgl. Kapitel 1.3.2.2, 1.3.2.3) 

 Charakterisierung von noch unbekannten Sterolen (vgl. Kapitel 1.3.2.1) 

 Erforschung neuer Ergosterol-Biosynthesewege (vgl. Kapitel 1.3.2.1, 1.3.3) 

 

Die Behandlung von Pilzinfektionen mit Antimykotika spielt in der heutigen Zeit eine immer größer 

werdende Rolle, da es eine steigende Zahl an Risikofaktoren gibt. Dazu gehört Immunsuppression, 

hervorgerufen durch AIDS oder immunsuppressiv wirkende Arzneistoffe bei Krebs und 

Organtransplantationen. Auch die steigende Zahl an älter werdenden Menschen mit einer 

geschwächten Immunabwehr ist ein wichtiger Faktor [34]. Hinzu kommt eine steigende 

Resistenzentwicklung von Pilzen gegenüber derzeit verwendete Antimykotika [35, 36, 37].  

Ein wichtiger selektiver Angriffspunkt von Antimykotika ist die Ergosterol-Biosynthese. Die Biosynthesen 

von Cholesterol und Ergosterol verlaufen zwar sehr ähnlich, jedoch gibt es entweder eine 

Substrat-Enzym-Spezifität, eine konzentrationsabhängige Wirkspezifität oder aber ein komplettes 

Fehlen einzelner Enzyme, so kommen z.B. die C22-Desaturase und die C24-Methyltransferase nur im 

Pilz vor, was einen selektiven Angriffspunkt für Antimykotika eröffnet.  
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Im Nachfolgenden werden kurz die therapeutisch relevanten Antimykotika vorgestellt. 

 

BESCHREIBUNG DER SUBSTANZKLASSEN (WIRKSTOFFE) (vgl. Abbildung 11) 

 

 Pyrimidin-Antimykotika (Flucytosin) 

Wirkmechanismus: Flucytosin wird durch eine Cytosin-Permease in die Zelle aufgenommen 

und durch enzymatische Deaminierung zu 5-Fluoruracil, welches nach Diphosphorylierung als 

falsches Substrat in die RNA eingebaut wird. Dadurch kommt es zur Störung der 

Protein-Biosynthese. Außerdem wird 5-Fluoruracil durch die Ribonucleotid-Reduktase zu 

5-Fluor-Desoxyuridinmonophosphat (FdUMP), welches ein Inhibitor der Thymidylat-Synthase 

ist. Dies führt zur Blockade der DNA-Synthese [7, 36]. 

Nutzen: Wird in Kombination mit Amphotericin B (AmB) bei tiefen Organmykosen systemisch 

verabreicht. Das Wirkspektrum reicht von Hefearten wie Candida zu Cryptokokken und 

Aspergilla [7]. Die Aktivierung von Flucytosin mit Hilfe der Cytosin-Deaminase gilt als 

weitgehend selektiv für Pilzzellen, da Säugetierzellen keine oder nur eine schwache Aktivität 

des Enzyms besitzen. Wird das Molekül nicht verstoffwechselt gilt es als relativ untoxisch [35].  

Nachteile: Der Einsatz von Flucytosin kann zur Leberschädigung und zu hämatologischen 

Störungen führen. Es gilt als kontraindiziert in der Schwangerschaft und kann nur unter 

besonderer Vorsicht bei gleichzeitiger Zytostatika- und Strahlentherapie eingesetzt werden. 

Zudem muss es meist in Kombination mit Amphotericin B verabreicht werden [7]. 

Resistenzmechanismus: Durch Verlust oder Mutation der beteiligten Enzyme kommt es rasch 

zur Ausbildung von Resistenzen, da Flucytosin nicht mehr aktiviert wird. Davon betroffen ist vor 

allem die UMP-Pyrophosphorylase. Resistenzen wurden bei Candida albicans, 

Candida glabrata und Cryptococcus neoformans beschrieben [35]. Eine Monotherapie mit 

Flucytosin ist daher nicht sinnvoll. 
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 Polyen-Antimykotika (Amphotericin B, Nystatin) 

Wirkmechanismus: Amphotericin B (AmB) und Nystatin bilden durch hydrophobe 

Wechselwirkungen 1:1 Addukte mit Ergosterol, diese lagern sich in die Zellmembran von Pilzen 

ein. Dadurch kommt es zur Porenbildung in der Zellmembran, was einen verstärkten Efflux von 

Elektrolyten und anderen Stoffen zur Folge hat. Außerdem kommt es zur oxidativen 

Zellmembranschädigung [7, 35]. Gray et al. [38] entdeckten erst kürzlich (2011), dass AmB 

durch bloße Bindung an Ergosterol Pilzzellen schädigt, da Ergosterol so dem Stoffwechsel von 

Pilzzellen entzogen wird. 

Nutzen: AmB wird als systemisches und Nystatin als lokal wirksames Antimykotikum eingesetzt. 

AmB wirkt gegen Candida albicans, Cryptoccoccus neoformans, Aspergillus fumigatus und 

Blastomyces-Arten. Das Auftreten von Resistenzen wurde bisher nur selten beobachtet [7]. 

Nachteile: AmB besitzt eine hohe Licht-und Oxidationsempfindlichkeit. In bis zu 80% der 

Therapien tritt eine schwerwiegende Zellschädigung auf. Diese macht sich durch Fieber, 

Kopfschmerzen, Diarrhoe, Kreislaufkollaps und Blutbildveränderungen bemerkbar. Daneben ist 

AmB noch nephro- und neurotoxisch [7]. 

Resistenzmechanismus: Die Resistenzentwicklung gegenüber Polyen-Antimykotika ist gering. 

Nur in wenigen Fällen wurde eine veränderte Zellmembranstruktur festgestellt. Diese beruht auf 

einer geringeren Ergosterol-Einlagerung in die Membran bzw. auf einer Änderung des 

Sterol-Phospholipidverhältnisses [36]. 

 

 Allylamin-Antimykotika (Naftifin, Terbinafin) 

Wirkmechanismus: Allylamin-Antimykotika greifen in die Ergosterol-Biosynthese ein und 

hemmen die Squalenepoxidase, welche Squalen zu Squalenepoxid oxidiert (Abbildung 1) [35]. 

Nutzen: Terbinafin kann systemisch eingesetzt werden, hingegen Naftifin nur topisch. Beide 

werden gegen Dermatophyten und Onchomykosen verwendet [7]. 

Nachteile: Candida albicans, Candida glabrata und Candida tropicalis gelten als 

Allylamin-resistent [7]. 

Resistenzmechanismus: Durch eine verringerte Affinität des Wirkstoffes zur Squalenepoxidase 

und durch eine verringerte Wirkstoffaufnahme kam es zu Resistenzen [35]. 
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 Imidazol-Antimykotika (z.B. Clotrimazol, Ketoconazol) 

Wirkmechanismus: Die Imidazol-Antimykotika hemmen ebenfalls die Ergosterol-Biosynthese. 

Dabei wird die Umwandlung von Lanosterol durch die C14-Demethylase gehemmt (siehe 

Kapitel 1.3.1.2 im Artikel Abbildung 6). Dieses Enzym gehört zur Superfamilie der 

Cytochrom-P450-Enzyme [35]. 

Nutzen: Ketoconazol kann systemisch angewendet werden, Clotrimazol aufgrund eines sehr 

hohen „First-pass“ Effektes nur lokal. Das Wirkspektrum umfasst Sprosspilze (z.B. 

Candida supp.), Dermatophyten (z.B. Trichophyton supp.) und dimorphe Pilze 

(Cryptococcus supp.) [7]. 

Nachteile: Auch P450-abhängige Monooxygenasen des menschlichen Körpers werden 

gehemmt [7]. Ketoconazol ist lebertoxisch und zeigt ein deutliches Eingreifen in das 

menschliche P450-System, daher will die EMA Ketoconazol für orale Zubereitungen verbieten 

[39]. Eine Hemmung der Hormonbiosynthese wurde ebenfalls beobachtet [40]. 

Resistenzmechanismus: Die Resistenzmechanismen für Azol-Antimykotika sind sehr vielfältig. 

Es wurde eine Überexpression der C14-Demethylase, alternative Sterol-Biosynthesewege und 

eine erniedrigte Affinität des Wirkstoffs zum Enzym beobachtet [41]. 

 

 Triazol-Antimykotika (z.B. Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol) 

Wirkmechanismus: Auch die Triazol-Antimykotika hemmen die Umwandlung von Lanosterol 

durch die C14-Demethylase (siehe Kapitel 1.3.1.2, im Artikel Abbildung 6). [35]. 

Nutzen: Beide Triazol-Antimykotika sind systemisch anwendbar. Itraconazol wirkt besonders 

gegen Dermatophyten und Schimmelpilze [40]. Voriconazol gilt als erstes Azolantimykotikum 

das gegen ZNS-Mykosen (vgl. invasive Aspergillose, Kapitel 1.3.3) eingesetzt werden kann 

[37]. 

Nachteile: Auch P450-abhängige Monooxygenasen des menschlichen Körpers werden 

gehemmt [7]. Fluconazol ist unwirksam gegen Aspergillus- und Candida-Arten und Itraconazol 

ist erst in hohen Konzentrationen wirksam gegen Candida-Arten [35, 40]. 

Resistenzmechanismus: Triazol-Antimykotika weisen dieselben Resistenzmechanismen wie 

Imidazol-Antimykotika auf. 
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 Morpholin-Antimykotika (Amorolfin) 

Wirkmechanismus: Amorolfin hemmt die Δ14-Reduktase und die Δ8/7-Isomerase in der 

Ergosterol-Biosynthese (siehe Kapitel 1.3.1.2, im Artikel Abbildung 7) [35]. 

Nutzen: Der Einsatz ist auf Dermatophyten zur topischen Anwendung und bei Onychomykosen 

beschränkt [7]. 

Nachteile: Aufgrund einer raschen Metabolisierung und starken Eiweißbindung ist Amorolfin als 

systemisches Antimykotikum unbrauchbar [40]. Am Auftragungsort kann es zu lokalem 

Juckreiz, Rötung oder Brennen kommen [7]. 

Resistenzmechanismus: Unter Dauermedikation können sich einzelne Resistenzen gegenüber 

Amorolfin bilden, per se resistente Stämme sind nicht bekannt, sowie auch keine spezifischen 

Resistenzmechanismen [35]. 

 

 Benzofuran-Antimykotika (Griseofulvin) 

Wirkmechanismus: Der Wirkmechanismus von Benzofuran-Antimykotika ist noch nicht ganz 

geklärt. Wahrscheinlich wirken sie durch Hemmung der Hyphenzellwandsynthese, Bindung an 

RNA, Wechselwirkungen mit der Nukleinsäuresynthese und durch Inhibition der 

Mikrotubuliausbildung [37]. 

Nutzen: Griseofulvin kann oral gegen Dermatophyten eingesetzt werden [7]. 

Nachteile: Die Therapie darf nur nach mykologischem Befund erfolgen, zudem besitzt 

Griseofulvin ein ungünstiges Nutzen-Risiko-Verhältnis. Im Tierexperiment war es zudem 

teratogen [7]. 

Resistenzmechanismus: Spezifische Resistenzmechanismen gegenüber Griseofulvin sind 

noch nicht bekannt. 

 

 Echinocandine (Caspofungin) 

Wirkmechanismus: Hemmung der β-1,3-D-Glucan-Synthese, welches essentiell für die 

Zellwand von Pilzzellen ist. Dadurch wird die Zelle stärker angreifbar für eine osmotisch 

bedingte Zelllyse [37]. 

Nutzen: Die Echinocandine besitzen einen sehr spezifischen Wirkmechanismus, daher können 

sie oftmals gegen Azol- und/oder AmB-resistente Stämme eingesetzt werden. Sie wirken gegen 

verschiedene Aspergillus- und Candida-Arten [7]. 

Nachteile: Die Therapie sollte nur von erfahrenen Ärzten auf dem Gebiet invasiver Mykosen 

durchgeführt werden. Als Nebenwirkungen treten Fieber, gastrointestinale Störungen, 

hämatologische Veränderungen und ein Anstieg der Transaminasenaktivität auf [7]. 

Candida parapsilosis, Cryptococcus-, Rhodotulura- und Trichosporon-Arten gelten als resistent 

gegenüber Caspofungin [37]. 

Resistenzmechanismus: Spezifische Resistenzmechanismen gegenüber den Echinocandinen 

sind noch nicht bekannt. 
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Abbildung 11: Strukturen klinisch relevanter Antimykotika 
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FAZIT 

 

Die Entwicklung von neuen Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren ist von großem pharmazeutischen 

Interesse. Es ist eine fortschreitende Resistenzentwicklung von Pilzen gegenüber derzeit klinisch 

eingesetzten Antimykotika zu beobachten, zudem bergen einige Wirkstoffe ein großes 

Nebenwirkungspotenzial. Die Ergosterol-Biosynthese ist ein lange etabliertes Target einer 

antimykotischen Therapie, daher können relativ leicht neue Inhibitoren mit bekanntem 

Wirkmechanismus entwickelt werden. Derzeit sind nur drei Enzyme von acht möglichen, die 

C14-Demethylase, die Δ14-Reduktase und die Δ8/7-Isomerase Targets von klinisch verwendeten 

Antimykotika im Post-Lanosterol-Abschnitt der Ergosterol-Biosynthese. Um neue Enzym-Inhibitoren 

charakterisieren zu können, bedarf es eines aussagekräftigen Testverfahrens. Anhand dieses 

Testsystems können neue Verbindungen getestet und somit neue Inhibitoren gefunden werden, nicht 

nur für bereits klinisch relevante Zielenzyme, sondern auch für bisher weniger adressierte. Martin Giera 

konnte schon mit seinem Testsystem neue Inhibitoren der Δ24-Sterol-Methyltransferase charakterisieren 

[42]. Die Entwicklung weiterer Inhibitoren kann mit einem deutlich verbesserten Screening-Verfahren 

die Selektivität (Cholesterol/Ergosterol) gegenüber einem Organismus bestätigen und die Identifizierung 

neuer Sterole in verschiedensten Pilzen ermöglichen. 

Die Entwicklung und Anwendung eines neuen Testsystems für die Ergosterol-Biosynthese im 

Post-Lanosterol-Abschnitt wird in Kapitel 1.3.1 vorgestellt. Neue Antimykotika werden in den Kapiteln 

1.3.2.1, 1.3.2.2 und 1.3.2.3 beschrieben, sowie die Identifizierung neuer Sterole in Kapitel 2.3.2.1.2. 

Darüber hinaus beschreibt Kapitel 1.3.3 eine Anwendung der Sterolanalytik. Dabei wurden Pilzzellen 

unterschiedlichen Wachstumsbedingungen ausgesetzt und das Sterolmuster sowohl qualitativ wie auch 

quantitativ untersucht. Ziel war es, die erhöhte oder erniedrigte Sensitivität der Antimykotika unter den 

vorliegenden Bedingungen (Normoxie oder Hypoxie) zu erklären.  
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1.3.1 Entwicklung eines Testsystems zur Charakterisierung von 

Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren 

 

Müller C, Staudacher V, Krauss J, Giera M, Bracher F. A convenient cellular assay for the identification 

of the molecular target of ergosterol biosynthesis inhibitors and quantification of their effects on total 

ergosterol biosynthesis. Steroids 2013;78:483-93. 

 

1.3.1.1 Zusammenfassung 

Aufgrund steigender Resistenzen von pathogenen Pilzen und einer steigenden Zahl an Patienten, die 

an Pilzerkrankungen leiden, müssen neue Antimykotika entwickelt werden. Damit neue Antimykotika 

gefunden werden können bedarf es aussagekräftiger Testsysteme. Die Angriffspunkte von Antimykotika 

können in fünf Kategorien eingeteilt werden: Beta-Glucan-Synthese-Inhibitoren (Echinocandine), 

Nukleinsäure-Biosynthese-Inhibitoren (z.B. 5-Fluorcytosin), Mitose-Inhibitoren (Griseofulvin), 

Membranfunktions-Inhibitoren (z.B. Amphotericin B) und Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren (z.B. 

Ketoconazol) (vgl. Kapitel 1.3). Die Ergosterol-Biosynthese kann eingeteilt werden in zwei Abschnitte, 

den Prä-Sterol-Abschnitt und den Post-Lanosterol-Abschnitt. Im ersten Teil wird aus aktivierten 

Isopreneinheiten ein offenkettiger C30-Grundkörper (Squalen) aufgebaut (siehe Abbildung 4). Durch die 

Enzymaktivität der Squalenepoxidase und der Oxidosqualencyclase, beides Angriffspunkte von 

möglichen Antimykotika, wird schließlich Lanosterol, das erste Sterol in der Ergosterol-Biosynthese 

gebildet. Die Substrate beider Enzyme werden zwar von dem nachfolgenden beschriebenen 

Testsystem prinzipiell detektiert, jedoch wurden sie nicht in den Assay integriert (siehe Begründung in 

Kapitel 1.3.4). Im zweiten Abschnitt der Ergosterol-Biosynthese (Post-Lanosterol-Abschnitt) sind 

insgesamt acht verschiedene Enzyme beteiligt, die die Modifikationen am Sterolgerüst vornehmen um 

schließlich zum Endprodukt Ergosterol zu gelangen. Die am häufigsten eingesetzten Antimykotika 

hemmen Enzyme im zweiten Abschnitt der Ergosterol-Biosynthese.  

Der nachfolgende Artikel beschreibt die Entwicklung eines Screening-Verfahrens, welches es 

ermöglicht, neu synthetisierte Substanzen im Post-Lanosterol-Abschnitt zu charakterisieren. Zuerst wird 

an drei verschiedenen Pilzstämmen, Candida glabrata, Saccharomyces cerevisiae und Yarrowia 

lipolytica, in Flüssigkultur die minimale Hemmkonzentration (MHK) bestimmt. Die MHK ist die 

Konzentration, bei der gerade kein Pilzwachstum mehr stattfindet. In einem weiteren Test kann nun der 

Einfluss der Substanzen auf die Ergosterol-Biosynthese überprüft werden, indem die Effekte auf die 

Ergosterol-Biosynthese bei den Testkonzentrationen MHK/2 und MHK/5 analysiert werden. Nach 48 h 

Inkubation der Pilzzellen mit der Testsubstanz werden die Zellen vom Medium befreit und bei 70 °C im 

Trockenschrank eine Stunde mit 2M Natronlauge lysiert. Anschließend folgt eine zweifache 

Liquid-Liquid Mikroextraktion mittels tert-Butylmethylether (TBME). Der organische Extrakt wird mit 

einer dispersiven Festphasenextraktion (dSPE) aufgereinigt und zur Trockne eingeengt. Der Rückstand 
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wird in TBME aufgenommen und zur besseren Detektion wird noch eine Mischung von 

Silylierungsreagenzien MSTFA/TSIM (9:1) dazugegeben. Die Analyse erfolgt mit GC-MS (Ionenfalle, 

engl. iontrap).  

Durch Vergleich von Blindproben ohne Inhibitor mit Proben mit Inhibitor kann bei einem Eingreifen in 

die Ergosterol-Biosynthese ein verändertes Sterolmuster detektiert werden. Um Targetenzyme neuer 

Inhibitoren sicher identifizieren zu können, wurden zunächst Referenzinhibitoren untersucht, um ihre 

typischen Veränderungen des Sterolmusters zu erkennen und charakteristische Markersterole für diese 

Enzyminhibition zu identifizieren. Es wurden aus der Klasse der C14-Demethylase-Inhibitoren 

Clotrimazol, aus der Klasse der C24-Methyltransferase-Inhibitoren DR-180 [42] (von Delphine Renard 

aus unserem Arbeitskreis entwickelt) und aus der Klasse der Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren Tridemorph 

untersucht. Auf Basis der erhaltenen Sterolmuster wurden im Abgleich mit der Literatur verschiedene 

Biosynthese-Schemata aufgestellt und eine Sterol-GC-MS-Datenbank erstellt. Auf diese Weise lässt 

sich, wie im Prinzip von Jörg Müller und Martin Giera an einem Testorganismus gezeigt, das/die 

Zielenzym(e) von Inhibitoren identifizieren. Die neu erstellte Datenbank ist wesentlich umfangreicher als 

die bisherigen. Nach erfolgreicher qualitativer Analyse kann in weiteren Versuchen eine quantitative 

Aussage über die Hemmung der Gesamt-Ergosterol-Biosynthese getroffen werden. Hierzu muss nur 

während der Inkubation mit dem Enzyminhibitor 13C-markiertes Acetat den Pilzzellen zugefüttert 

werden. Ein Einbau von maximal 15 Acetat-Einheiten in das Ergosterolgerüst ist möglich, jedoch wurde 

ein durchschnittlicher Einbau von nur 4 Acetat-Einheiten beobachtet. Durch geeignete Wahl von 

sogenannten Ergosterol-Quantifier-Ions kann neu gebildetes 13C-markiertes Ergosterol selektiv neben 

bereits vorhandenem Ergosterol bestimmt werden (vgl. Kapitel 1.3.1.2; Abbildung 9 im nachfolgend 

abgebildeten Artikel). Durch Messung bei verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen kann eine 

sigmoidale Dosis-Wirkungskurve aufgestellt und ein IC50-Wert bestimmt werden.  

In Versuchen zeigte sich, dass alle drei eingesetzten Pilze unterschiedliche Sterolmuster bilden, jedoch 

kann fast immer eine eindeutige Identifizierung des Targetenzyms erreicht werden. Für den 

quantitativen Assay war Candida glabrata am besten geeignet, da der Pilz kein störendes Nebensterol 

(24(28)-Dehydroergosterol) wie Yarrowia lipolytica bildet und keine Anzeichen für eine Hochregulierung 

von Enzymen der Ergosterol-Biosynthese unter Inhibitor-Einfluss beobachtet wurden, wie bei 

Saccharomyces cerivisiae. Anhand von nicht physiologisch vorkommenden Sterolen konnte die 

Methode bezüglich Linearität, Wiederfindung, Bestimmungsgrenze und Nachweisgrenze validiert 

werden. Die Wiederholpräzision für die IC50-Wert-Bestimmung an Candida glabrata mit Clotrimazol 

wurde ebenfalls an sechs Tagen durchgeführt (vgl. Kapitel 1.2.8). Der Variationskoeffizient lag dabei 

bei 29 % (n = 6). Die Überprüfung des erarbeiteten Assays wurde mit der Charakterisierung des neu 

synthetisierten Inhibitors JK-250 bewerkstelligt. Dieser zeigte eine Hemmung der Δ8/7-Isomerase bei 

einer Wirkstärke, welche vergleichbar ist mit der des C14-Demethylase-Inhibitors Clotrimazol. 

In dem Biosynthese-Schema und in den alternativen Sterol-Biosynthesewegen werden 23 verschiedene 

Sterole aufgeführt, die physiologisch oder nach Inkubation mit Enzyminhibitor auftreten, 18 davon 

konnten im Rahmen dieser Arbeit detektiert und näher beschrieben werden. 



  Sterol-Biosynthese-Testung                             127 

 

Insgesamt lassen sich mehr als 50 Proben pro Tag analysieren, bei geringen Kosten für 

Verbrauchsmaterialen. Eine vorliegende Inhibition der Ergosterol-Biosynthese im 

Post-Lanosterol-Abschnitt kann eindeutig erkannt werden. Eine spezifische Wirkung der Substanz auf 

die Ergosterol-Biosynthese kann von einer unspezifischen antimykotischen Wirkung der Substanz, 

erkennbar an einem niedrigem MHK-Wert bei fehlender Veränderung des Sterolmusters, unterschieden 

werden. 
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1.3.1.2 Artikel 
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1.3.1.3 Beitrag am Artikel 

Verena Staudacher war im Rahmen ihrer Masterarbeit, welche von Prof. Dr. Franz Bracher und mir 

betreut wurde, an der Durchführung der Experimente, der Etablierung des Assays und der 

Datenauswertung beteiligt [33]. Darüber hinaus erstellte sie die Grafiken Fig. 4, 5, 9 und 10 in dem 

Artikel. Jürgen Krauss synthetisierte die neue Testsubstanz JK-250. Das gesamte Manuskript wurde 

von mir verfasst. Martin Giera und Prof. Dr. Franz Bracher waren an der Verbesserung des Manuskripts 

beteiligt. Martin Giera hatte im Rahmen seiner Dissertation schon erste Optimierungen des qualitativen 

Assays an Yarrowia lipolytica durchgeführt [1]. Die zusätzliche Etablierung von Candida glabrata und 

Saccharomyces cerevisiae, die Einführung der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration in 

Mikrotitierplatten mit 96 „Näpfchen“ (siehe Kapitel 1.3.1.2, Determination of MIC value) und die gesamte 

Probenaufarbeitungsoptimierung waren mein eigener praktischer Anteil am Artikel. 
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1.3.2 Charakterisierung neuer Antimykotika 

1.3.2.1 EMC120B12 als Inhibitor der C14-Demethylase und Identifizierung 
neuer Sterole in Candida krusei 

 

2.3.2.1.1 EMC120B12 als Inhibitor der C14-Demethylase 

 

Keller PD, Burger-Kentischer A, Finkelmeier D, Wiesmüller K-H, Lemuth K, Hiller E, Engelhardt I, 

Müller C, Schröppel K, Bracher F, Rupp S. Identification and characterisation of novel antifungal 

compounds against fungal human pathogens. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Hygiene 

und Mikrobiologie e.V. in Hamburg, Oktober 2012. 

 

2.3.2.1.1.1 Zusammenfassung 

In der Einleitung zur Entwicklung neuer Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren und in Kapitel 1.3.1 wurde 

schon auf die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Antimykotika eingegangen, weswegen darauf in 

diesem Kapitel verzichtet wird.  

Candidosen werden hauptsächlich von den klinisch relevanten Candida supp. wie Candida albicans, 

Candida glabrata (vgl. Kapitel 1.3.1), Candida guilliermondii, Candida parasilosis, Candida krusei (vgl. 

Kapitel 2.3.2.1.2), Candida neoformans, Candida lusitaniae, Candida nivariensis, Candida pelliculosa 

und Candida tropicalis hervorgerufen. Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Steffen Rupp etablierte einen 

Activity-Selectivity High-Throughput-Screening Assays (AS-HTS) [43], welcher in einer Mikrotiterplatte 

eine natürliche Infektion nachahmt. Dabei werden Pilzzellen neben Humanzellen mit Testsubstanz und 

Fluoresceindiacetat inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie, dadurch 

konnten mehr als 100.000 Substanzen getestet werden. Die vielversprechendsten Substanzen wurden 

anschließend einer MHK-Wert Bestimmung an 150 Pilzen unterzogen [43]. Verbindung EMC120B12 

((S)-2-(1-Aminoisobutyl)-1-(3-chlorbenzyl)-benzimidazol) von der Firma EMC Microcollections GmBH 

war dabei die interessanteste Verbindung (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: Strukturformeln von EMC120B12 (Benzimidazol-Derivat), Nocodazol 

(Benzimidazol-Derviat) und Fluconazol (Triazol-Derivat) 
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Durch 3D in vitro tissue models konnte ein antimykotischer Effekt an Candida albicans bestätigt werden 

(Kapitel 2.3.2.1.1.2, siehe Bilder im Poster). Dem Pilz war es nicht möglich, bei Anwesenheit von 

EMC120B12 die Epithelschicht zu durchdringen.  

Der Wirkmechanismus der Substanz war bisher nicht genauer untersucht worden. Um diesen 

aufzuklären, wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Steffen Rupp verschiedene Experimente 

durchgeführt. Eine Transkriptom-Analyse von Candida albicans in An-/Abwesenheit von EMC120B12, 

Fluconazol (C14-Demethylase-Inhibitor) und Nocodazol (Mikrotubuli-Inhibitor) (Abbildung 12) lieferte 

folgende Ergebnisse:  

Fluconazol (Triazol-Derivat) und EMC120B12 führten zu einer Hochregulierung von 

Ergosterol-Biosynthese-Enzymen, was ein Eingreifen von EMC120B12 in die Ergosterol-Biosynthese 

nahelegt, zumal es zu keiner Hochregulierung Mikrotubuli-assozierter Enzyme gekommen ist. Die 

Transkriptom-Analyse von Nocodazol, ebenfalls wie EMC120B12 ein Benzimidazol-Derivat und 

bekannt als Mikrotubuli-Inhibitor, zeigte hingegen eine Hochregulierung von Mikrotubuli-assoziiertern 

Enzymen, jedoch keine Aktivität auf die Ergosterol-Biosynthese. In unserem 

Ergosterol-Biosynthese-Assay war Nocodazol, wie zu erwarten, inaktiv. 

Erst meine GC-MS Analysen des Sterolmusters in An-/Abwesenheit von EMC120B12 und Fluconazol 

als Referenz erlaubten eine eindeutige Identifizierung des Targetenzyms. Es wurden verschiedene 

Isolate von Candida albicans (n = 8) und Candida krusei (n = 2), sowie Candida tropicalis und 

Saccharomyces cerevisiae untersucht. EMC120B12 zeigte in allen Testpilzen eine Hemmung der 

C14-Demethylase (Abbildung 13). Nur dieses Enzym wurde adressiert (vgl. Kapitel 1.3.2.2.2, 

Organismus-abhängige Enzyminhibition). 
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Abbildung 13: Vergrößerung des mittleren Chromatogramms aus dem Posterbeitrag (Kapitel 

2.3.2.1.1.2); Candida krusei unbehandelt (schwarz) und behandelt mit Fluconazol (grün) bzw. mit 

EMC120B12 (rot)  

 

Als Markersterole für eine C14-Demethylase-Inhibition gelten Lanosterol und Eburicol, die natürlichen 

Substrate der C14-Demethylase, sowie 14-Methylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol (Abbildung 13, 

Abbildung 14 ). Wie schon in Kapitel 1.3.1 erwähnt variierte die Zusammensetzung der Markersterole 

nach Inhibitor-Zugabe und Pilzart. Eine eindeutige Identifizierung des Zielenzyms war dennoch in jedem 

Fall möglich.  

Trotz der mittlerweile umfangreichen Steroldatenbank (vgl. Kapitel 1.3.1.2) konnten einige Signale zwar 

als Sterole identifiziert, jedoch nicht näher charakterisiert werden (Abbildung 13). Unbekannte Sterole 

traten ausschließlich bei Candida krusei unter EMC120B12-Behandlung auf (siehe Abbildung 13, zwei 

unbekannte Sterole mit Retentionszeiten zwischen 14 und15 Minuten). Die Charakterisierung dieser 

unbekannten Sterole wurde in weiter führenden Versuchen bewerkstelligt (vgl. Kapitel 2.3.2.1.2). 

 

Aus eigenem Interesse wurde EMC120B12 noch im Cholesterol-Biosynthese-Assay getestet. Die 

Substanz zeigte dort keine Aktivität, wohingegen andere Azole wie Clotrimazol dort ebenfalls aktiv sind 

[2]. Die meisten Verbindungen, welche in unserem Arbeitskreis synthetisiert wurden, greifen auch in die 
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Cholesterol-Biosynthese ein (vgl. Kapitel 1.2.4, 1.3.2.2). In Kapitel 1.2 wird die autosomale, rezessive 

Erbkrankheit Antley-Bixler-Syndrom Typ I in Zusammenhang mit der humanen C14-Demethylase kurz 

vorgestellt. Dieses Syndrom trat auch als Folge einer Fluconazol-Behandlung in der Schwangerschaft 

auf, hervorgerufen durch Inhibition der humanen C14-Demethylase.  

Dieser Sachverhalt, keine Aktivität in der Cholesterol-Biosynthese und die antimykotische Aktivität 

gegen Fluconazol-resistent geltende Stämme (v.a. Candida krusei) macht die Verbindung EMC120B12 

besonders wertvoll. 
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2.3.2.1.1.2 Poster 
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2.3.2.1.1.3 Beitrag an den im Poster präsentierten Forschungsergebnissen 

Petra Keller, Anke Burger-Kentischer, Doris Finkelmeier, Karin Lemuth, Ekkehard Hiller, Isabel 

Engelhardt und Prof. Dr. Steffen Rupp waren verantwortlich für die Anzucht der Pilze, Durchführung der 

Activity-Selectivity High-Throughput-Screening Assays, 3D in vitro tissue models, 

Transkriptom-Analyse, Immunofluoreszenz-Mikroskopie und Erstellung des Posterbeitrages. Karl-Heinz 

Wiesmüller war für die Synthese/Bereitstellung der getesteten Substanzbibliothek und somit für 

Testsubstanz EMC120B12 verantwortlich. Die verwendeten, klinisch pathogen Pilze wurde von Klaus 

Schröppel bereitgestellt. Prof. Dr. Franz Bracher und ich waren für die Sterol-Analyse in den Pilzen 

verantwortlich. Mein eigener Beitrag am Poster war die Sterol-Analyse mittels GC-MS. Die 

Probenvorbereitung erfolgte im Fraunhofer-Institut für Grenzflächen- und Bioverfahrenstechnik IGB 

Stuttgart, die Optimierung der Probenvorbereitung für die spezielle Anwendung an verschiedensten 

Candida supp. erfolgte unter meiner Anleitung.  
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2.3.2.1.2 Identifizierung neuer Sterole in Candida krusei nach Inkubation mit EMC120B12 

 

Müller C, Keller PD, Engelhard I, Hiller E, Rupp S, Eickhoff H, Wiesmüller K-H, Bracher F. 

Accumulation of novel sterols caused by a new antifungal sterol C14-demethylase inhibitor. 

Jahrestagung der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft in Freiburg, Oktober 2013. 

 

2.3.2.1.2.1 Zusammenfassung 

In der Einleitung zur Entwicklung neuer Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren und in Kapitel 1.3.1 wurde 

schon auf die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Antimykotika eingegangen, weswegen darauf in 

diesem Kapitel verzichtet wird.  

Im vorherigen Kapitel 2.3.2.1.1 wurde bereits auf die Identifizierung der fungalen C14-Demethylase als 

Targetenzym von EMC120B12 eingegangen. Dieses Kapitel befasst sich ausschließlich mit der 

Charakterisierung der unbekannten Sterole in Candida krusei nach Behandlung mit EMC120B12 und 

Fluconazol.  

Einzelne Grafiken des Posters aus dem folgenden Kapitel 2.3.2.1.2.2 werden aus Gründen der 

Übersichtlichkeit hier einzeln präsentiert und ausführlich diskutiert 

Der Schwerpunkt bei den bisherigen Untersuchungen von Azol-/Triazol-Antimykotika lag entweder bei 

dem klinisch pathogenen Pilz Candida albicans, der ungefähr 60 % aller nosocomidalen Pilzinfektionen 

verursacht [34] oder bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae, die als sehr gut erforscht gilt. Bei diesen 

beiden Pilzen sowie in allen anderen Pilzen wurden bisher unter Inkubation mit 

C14-Demethylase-Inhibitoren außer dem Sterol 3 (Abbildung 14) keine anderen Sterole mit 

3β,6α-diendiol-Struktur beschrieben.  

Warum nun ausgerechnet Candida krusei im Schwerpunkt der Untersuchungen stand, hatte folgende 

Gründe: a) steigende Zahl an tödlich verlaufenden Candidosen hervorgerufen von Candida krusei [44] 

und b) steigende Zahl an gegen Fluconazol resistenten Keimen (v.a Candida krusei) [43, 47].  

Ebert et al. [45] konnten 1982 erstmals 14-Methylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol (3) im Pilz 

Ustilago maydis (Maisbeulenbrand) unter Etaconazol-Behandlung (Triazol-Fungizid) nachweisen. Die 

Charakterisierung erfolgte mittels Massenspektrometrie und Kernspinresonanzspektroskopie (NMR). 

Die Arbeitsgruppe erstellte ein mögliches Biosynthese-Schema, wie Sterol 3 mit einer 

3β,6α-Diol-Struktur als Endprodukt gebildet werden kann. Durch Inhibition der C14-Demethylase (A) 

kommt es entweder zuerst zur Demethylierung in Position C4 oder zur Methylierung in Position C24 

durch die C24-Methyltransferase [42]. Aus Übersichtsgründen wurde dies in Abbildung 14 nur mit 

Schritt B dargestellt, da nicht sicher geklärt ist, in welcher Reihenfolge die beiden Schritte ablaufen (vgl. 

Abbildung 1 im folgendem Kapitel 1.3.1.2). Jedoch ist die Bildung von Obtusifoliol 

(14,4-Dimethylergosta-8,24(28)-dien-3β-ol) als Vorläufer-Sterol für 3 in der Literatur mehrfach 

beschrieben [35, 45, 46]. Aus Obtusifoliol entsteht durch Abspaltung der verbliebenen Methylgruppe in 
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Position C4 schließlich Eburicol (2). Durch die sterische Hinderung der verbliebenen Methylgruppe in 

Position C14 kann die C5-Desaturase keine Doppelbindung in Position C5/6 enzymatisch einbauen. In 

das Sterolgerüst wird statt der Doppelbindung ein Einbau einer 6α-Hydroxygruppe beobachtet. Der 

genaue Reaktionsmechanismus ist unbekannt, lediglich die Beteiligung der C5-Desaturase (C) ist 

bewiesen [47].  

In Abbildung 14 ist die Entstehung von 14-Methylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol (3) dargestellt, wie 

die Bildung in der Literatur beschrieben ist. Abbildung 14 zeigt wie weitere Sterole mit 

3β,6α-diendiol-Struktur (unbekannte Sterole) gebildet werden können. 

Dieser Abschnitt befasst sich ausschließlich mit der Bildung und Charakterisierung von Abkömmlingen 

des Sterols 3, die in der Abbildung grün dargestellt sind. Alle beteiligten Enzyme und Sterole in 

Abbildung 14 sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgeführt. 

 

 

 

Abbildung 14: Alternativer Biosyntheseweg in Candida krusei unter EMC120B12 Behandlung; Rot: 

EMC120B12 (C14-Demethylase-Inhibitor); Grün: neu charakterisierte Sterole mit 3β,6α-Diol-Struktur 

(vgl. Kapitel 2.3.2.1.2.2; hier vergrößert) 
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Abkürzung Enzym 

A C14-Demethylase 

B C4-Demethylase-Komplex/ C24-Methyltransferase 

C C5-Desaturase 

D Δ8/7-Isomerase 

E C22-Desaturase 

F Δ24(28)-Reduktase 

Tabelle 5: Beteiligte Enzyme im alternativen Biosyntheseweg in Candida krusei unter 

EMC120B12-Behandlung aus Abbildung 14  
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Abkürzung 
Sterol (Trivialname) 

IUPAC Bezeichnung 

MR(OH) 

MR(TMS) 

[g/mol] 

RRT 
Hauptfragmente 

[m/z] 

1 
Lanosterol 

Lanosta-8,24-dien-3β-ol 

426,7 

498,9 
1,45 

498 

393* 

241 

2 
14α-Methylfecosterol 

14α-Methylergosta8,24(28)-dien-3β-ol 

412,7 

484,9 
1,39 

469 

379* 

227 

3 14-Methylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol 
428,7 

572,4 
1,43 

557 

467 

377* 

4 14-Methylergosta-7,24(28)-dien-3β,6α-diol 
428,7 

572,4 
1,49 

557 

467* 

377 

5 14-Methylergosta-8,22,24(28)-trien-3β,6α-dienol 
426,7 

570,4 
1,39 

570 

465 

123* 

6 14-Methylergosta-7,22,24(28)-trien-3β,6α-diol 
426,7 

570,4 
(1,44) 

 

(-) 

 

7 14-Methylergosta-8,22-dien-3β,6α-diol 
428,7 

572,4 
1,36 

557 

467 

253* 

8 14-Methylergosta-8-en-3β,6α-diol 
430,7 

574,5 
(1,40) 

 

(-) 

 

9 14-Methylergosta-7-en-3β,6α-diol 
430,7 

574,5 
(1,44) 

 

(-) 

 

10 14-Methylergosta-7,22-dien-3β,6α-diol 
428,7 

572,4 
(1,40) 

 

(-) 

 

11 
FF-MAS 

4,4-Dimethylergosta-8,14,24-trien-3β-ol 

410,7 

482,9 
1,48 

482 

397* 

377 

12 
Ergosterol 

Ergosta-5,7,22-trien-3β-ol 

396,7 

468,9,1 
1,33 

378 

363* 

337 

Tabelle 6: Sterole im alternativen Biosyntheseweg in Candida krusei unter EMC120B12-Behandlung 

aus Abbildung 14; die Angaben in der Tabelle sind in Analogie zu Kapitel 1.3.1.2, im Artikel Tabelle 1; 

auf die Angabe von Literaturstellen wurde verzichtet, da die meisten identifizierten Sterole bis jetzt als 

unbekannt gelten; (-) nicht detektiert; (RRT) entspricht der theoretischen relativen Retentionszeit, die auf 

Berechnungen basiert (siehe Text) 
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Candida krusei wurde mit EMC120B12 (2 µg/mL) inkubiert, aufgearbeitet und mittels GC-MS (iontrap) 

analysiert. Dabei wurde folgendes Chromatogramm erhalten (Abbildung 15): 

 

 

Abbildung 15: Chromatogramm der Sterolfraktion von Candida krusei nach Inkubation mit EMC120B12 

(2 µg/mL) (vgl. Kapitel 2.3.2.1.2.2; hier vergrößert); Bei den unmarkierten Peaks handelt es sich nicht 

um Sterole 
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Die Sterole 1, 3 und 12 traten wie zu erwarten unter C12-Demethylase-Inhibition auf und konnten folglich 

wie in Kapitel 1.3.1. (Entwicklung eines Testsystems zur Charakterisierung von 

Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren) beschrieben eindeutig als Lanosterol (1), 

14-Methylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol (3) und Ergosterol (12) identifiziert werden.  

Die Sterole 4, 5 und 7 waren jedoch in unserer Sterol-Datenbank nicht erfasst. Da diese Sterole nur 

unter C14-Demethylase-Inhibition auftraten, sprich nicht zum physiologischen Sterolmuster des Pilzes 

gehören, mussten diese in Zusammenhang mit der Enzyminhibition stehen. Die Massenspektren der 

TMS-Derivate der unbekannten Sterole zeigten, dass es sich um verwandte Verbindungen von Sterol 3 

(14-Methylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol) handeln muss, wie aus nachfolgender Diskussion 

hervorgeht.  

 

 

Abbildung 16: Massenspektrum des TMS-Ethers von 14-Methylergosta-8,24(28)-dien-3β,6α-diol 

(bekanntes Sterol); Sterol 3 in Abbildung 14 
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Diskussion des Massenspektrums von Sterol 3: 

Das Spektrum (Abbildung 16) von Sterol 3 (Retentionszeit 14,953 min, RRT 1,43) weist folgende 

Merkmale auf:  

 Das Fragment m/z 557 [M-15]+ steht für die Abspaltung einer Methylgruppe (Me) 

 Das Fragment m/z 467 [M-105]+ enspricht [M-Me-TMSOH]+ 

 Die Abspaltung der zweiten Trimethylsiloxan-Gruppe führt zum Massenfragment m/z 377 

[M-195]+ 

 Dieses Sterol und dessen Spektrum gelten als Referenz für die Identifizierung der anderen drei 

Sterole (4, 5, 7) 

 

Diskussion des Massenspektrums von Sterol 4: 

Sterol 4 konnte als 14-Methylergosta-7,24(28)-dien-3β,6α-diol identifiziert werden (Retentionszeit 

15,653 min; RRT 1,49). Das Spektrum (Abbildung 17) weist keine Unterschiede zu dem TMS-Derivats 

von Sterol 3 auf, abgesehen vom größeren Grundrauschen und einer leicht verschobenen Intensität der 

Fragmente 

 

 

Abbildung 17: Massenspektrum des TMS-Ethers von 14-Methylergosta-7,24(28)-trien-3β,6α-diol 

(unbekanntes Sterol); Sterol 4 in Abbildung 14 

 

Dies ist typisch für Sterole die sich nur in der Lage der Doppelbindung (zwischen Position C7/8 bzw. 

C8/9) unterscheiden [1]. Theoretisch könnte die Doppelbindung nicht wie postuliert in Position C7/8 

liegen sondern in Position C5/6 oder C22/23. Das Sterol kann die Doppelbindung in Position C5/6 nicht 

besitzen, da die C5-Desaturase dort bereits die 6α-Hydroxy-Gruppe eingeführt hat. Die Doppelbindung 
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kann sich auch nicht in Position C22/23 befinden, da man in diesem Fall ein intensiveres Fragment der 

Seitenkette (Sc, m/z 125) beobachten müsste (vgl. Sterol 5, jeweils eine Doppelbindung in C22/23 und 

C24/28 Position). Außerdem wäre dann das Zerfallsmuster des Sterolgerüstes (Ringe A-D) 

charakteristischer, da sich dort keine Doppelbindung mehr befindet (vgl. Cholestan, intensives 

Fragment bei m/z 217 [M-155]+). Die einzige Möglichkeit die es noch gibt wäre, dass es sich um 

14-Methylergosta-7,22-dien-3β,6α-diol (10) handeln könnte. Dies ist jedoch anhand der RRT nicht 

möglich, wie im Anschluss erläutert wird.  

Da eine Umsetzung durch die Δ8/7-Isomerase sterisch gehindert ist durch die zusätzliche Methylgruppe 

in Position C14 und die zusätzliche Hydroxylgruppe in Position C6, laufen enzymatische Reaktionen 

bevorzugt in der Seitenkette ab. In Abbildung 15 ist daher die Peakfläche von 4 und 5 deutlich erniedrigt, 

dies könnte ein Anzeichen dafür sein, dass diese Sterole entweder nur Zwischenstufen sind (5) oder 

nicht bevorzugt gebildet werden wie Sterol 4.  

 

Diskussion des Massenspektrums von Sterol 5: 

Das Spektrum (Abbildung 18) von Sterol 5 (Retentionszeit 14,612 min, RRT 1,39) zeigt im Unterschied 

zu den Spektren von 3, 4 und 7 (Abbildung 16, Abbildung 17, Abbildung 19) eine deutlich niedrigere 

Intensität der Fragmente.  

 

 

Abbildung 18: Massenspektrum des TMS-Ethers von 14-Methylergosta-8,22,24(28)-trien-3β,6α-diol 

(unbekanntes Sterol); Sterol 5 in Abbildung 14 

 

Das Hauptfragment (in der Abbildung nicht gezeigt) ist m/z 123. Das Fragmentierungsmuster von 5 ist 

im Grunde identisch mit dem von 3, 4 und 7, allerdings sind die Fragmente um m/z 2 leichter, was sich 
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mit dem Einbau einer dritten Doppelbindung erklären lässt. Der Einbau der Doppelbindung kann nur in 

Position C22/23 erfolgt sein, da der Angriff der C5-Desurase „nur“ eine 6α-Hydroxygruppe bewirkt hat 

(vgl. Bildung von 3) und somit im Ring B keine weitere Dehydrierung plausibel ist. Ein Einbau einer 

Doppelbindung in einer anderen Position in das Sterolgerüst ist mit der vorhandenen Enzymausstattung 

nicht möglich. Somit ergeben sich für Sterol 5 zwei mögliche Strukturen a) 

14-Methylergosta-8,22,24(28)-trien-3β,6α-diol (5) und b) 14-Methylergosta-7,22,24(28)-trien-3β,6α-diol 

(6). Die Begründung warum es sich bei Sterol 5 um ein Δ8-Sterol handeln muss und nicht um ein 

Δ7-Sterol liegt in der Retentionszeit, da Δ7-Sterole später von der Säule eluieren als Δ8-Sterole (siehe 

weiter unten im Text). Außerdem ist der Ablauf von zwei enzymatischen Reaktionen, nämlich Einbau 

der Doppelbindung und Δ8/7-Isomerase-Aktivität relativ unwahrscheinlich. Das Fragment m/z 570 

entspricht [M]+ des TMS-Derivates und das Fragment m/z 123 entspricht der zweifach ungesättigten 

Seitenkette unter Abspaltung eines Wasserstoffatoms (vgl. Sterol 4). In der Literatur lassen sich dazu 

keine MS-Daten bezüglich eines Signals der Seitenkette mit einer Doppelbindung in Position C22/23 

und C24/28 finden. Die MS-Angaben in der Literatur erfolgen meist nur bis m/z 150 [45, 46], da solche 

Fragmente kleiner als m/z 150 theoretisch aus dem Rauschen stammen könnten. Dieses Fragment m/z 

123 trat jedoch immer bei der Detektion von Sterol 5 auf, daher stammt es sicher aus dem Molekül. Ein 

intensives Signal der Seitenkette war zu erwarten da die konjugierten Doppelbindungen in Position 

C22/23 und C24/28 die Seitenkette besonders stabilisieren. 

 

Diskussion des Massenspektrums von Sterol 7: 

Sterol 7 (Retentionszeit 14,318 min; RRT 1,36) zeigte ebenfalls kaum Unterschiede im Spektrum 

(Abbildung 19) zu dem bekannten Sterol 3 und den unbekannten Sterolen 4, 5 (m/z 2). 
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Abbildung 19: Massenspektrum des TMS-Ethers von 14-Methylergosta-8,22-dien-3β,6α-diol 

(unbekanntes Sterol); Sterol 7 in Abbildung 14 

 

Beide Spektren von Sterol 3 und 7 (Abbildung 16, Abbildung 19) zeigen die Fragmente m/z 557 [M-Me]+, 

m/z 467 [M-Me-TMSOH]+ und m/z 377 [M-Me-2TMSOH]+. Sterol 7 zeigt zudem noch ein starke 

Intensität bei m/z 253 [M-319]+, was für die zusätzliche Abspaltung der Seitenkette steht 

[M-Sc-Me-2TMSOH]+. Die Signalstärke dieses Fragmentes ist typisch für Δ22-Sterole, jedoch nicht für 

Δ24-Sterole [48]. Sterol 4 besitzt ebenfalls dieses Fragment. Aufgrund der Tatsache, dass Sterol 3 als 

eindeutig identifiziert gilt muss Sterol 7 ähnlich sein, nur mit dem Unterschied, dass die Δ24-Reduktase 

die Doppelbindung enzymatisch reduzierte und die C22-Desauturase eine Doppelbindung in Position 

C22/23 einführte. Das Fragment m/z 343 [M-229]+ entspricht der Abspaltung eines TMSOH, der 

Seitenkette und einer Methylgruppe. Dieses Fragment ist nicht charakteristisch für die Bestimmung 

einer Lage der Doppelbindungen im Sterolgrundgerüst [48]. Theoretisch könnte die zweite 

Doppelbindung in Position C7/8 sein, das Sterol wäre dann nicht Sterol 7, sondern 

14-Methylergosta-7,22-dien-3β,6α-diol (10) (vgl. Sterol 4). Die Struktur von 7 lässt sich ebenfalls durch 

dessen Retentionszeit bestätigen, was im Anschluss besprochen wird. 

Somit sollte Sterol 7 14-Methylergosta-8,22-dien-3β,6α-diol sein. Diese Abfolge an enzymatischen 

Reaktionen stellt auch das Ende der möglichen enzymatischen Reaktionen des Pilzes in der Seitenkette 

dar (vgl. Ergosterol). Das zeigt sich ebenfalls in der hohen Peakfläche von Sterol 7 (Abbildung 15) 

gegenüber den anderen neu identifizierten Sterolen (4, 5). Sterol 3 ist das bevorzugt gebildete Sterol in 

Candida krusei unter EMC120B12-Behandlung, da dieses Sterol die mit Abstand größte Peakfläche 

besitzt (vgl. Abbildung 15).  
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Wie schon angesprochen kann man neu entdeckte Sterole auch anhand ihrer Retentionszeit zuordnen, 

indem man sogenannte Inkredimentenregeln aufstellt/anwendet.  

Die bekannteste Regel ist der sogenannte Kováts Index. Dieser ist benannt nach dem Schweizer 

Chemiker Ervin Kováts. Durch die Verwendung von internen Standards (in diesem Fall Cholestan; siehe 

Abbildung 15) kann eine relative Retentionszeit berechnet werden (RRT). Da jedoch die 

Säulenofentemperatur und die stationäre Phase je nach GC-Methode variieren, ändert sich auch 

dementsprechend die RRT. Daher führte Kováts zusätzlich eine logarithmische Skala ein, die sich auf 

die Retentionszeiten der n-Alkane bezog [49]. Damit ist es möglich, eine Substanz zu charakterisieren, 

die zwischen zwei homologen n-Alkanen liegt. Diese Methode ist Bestandteil des IUPAC Gold Book. 

Stein et al. [50] erweiterten diese Methode nach Analyse von 35.000 organischen Molekülen und führten 

Inkredimentenregeln für funktionelle Gruppen ein. Damit kann man Retentionszeiten von Molekülen 

berechnen, die sich nur in einzelnen funktionellen Gruppen unterscheiden. Voraussetzung ist immer 

eine bekannte Verbindung. 

Diese Vorgehensweise ist für die sichere Identifizierung der Sterole 4, 5 und 7 nicht geeignet, da sich 

diese Sterole nur in der Lage der Doppelbindung bzw. Anzahl der Doppelbindungen unterscheiden. 

Martin Giera beschreib bereits in seiner Dissertation [1] das unterschiedliche Retentionsverhalten von 

Sterolen in der Cholesterol-Biosynthese. Für seine Arbeit war es nicht notwendig die Sterole anhand 

der Retentionszeit zu identifizieren/charakterisieren. Auch die Sterole in der Ergosterol-Biosynthese 

lassen sich gut mittels Gaschromatographie auftrennen (vgl. Tabelle 1 in folgendem Kapitel 1.3.1.2).  

Durch die Erfahrung in der Identifizierung von Sterolen (vgl. Kapitel 1.2, 1.3.1) und der deutlich 

gewachsenen GC-MS-Datenbank von Sterolen mit Cholesterol- bzw. Ergosterol-Struktur konnten 

bestimmte relative Retentionszeiten-Regeln aufgestellt werden, die aus sicher charakterisierten 

Sterolen resultieren (Tabelle 7). Da in allen Versuchen Cholestan (Retentionszeit 10,510 min, RRT 1,00) 

als interner Standard verwendet wurde und sich weder das Säulenofentemperaturprogramm noch die 

GC-Säule änderte, konnten für die in Tabelle 7 aufgeführten Sterole die RRT experimentell ermittelt 

werden. Die RRTs wurden dann zueinander in Relation gesetzt. Die relative Retentionszeit (RRT) 

berechnet sich durch die gefundene Retentionszeit des Sterols geteilt durch die Retentionszeit von 

Cholestan. 
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Die Retentionszeiten-Regeln, die sich aus Tabelle 7 ergeben sind folgende (vgl. Kapitel 2.3.2.1.2.2): 

 Die RRT von Δ7-Sterolen ist im Vergleich zu Δ8-Sterolen um +0,04 erhöht 

 Die RRT von Δ22-Sterolen ist im Vergleich zu Δ24-Sterolen um -0,07 erniedrigt 

 Die Einführung einer Doppelbindung in Position C24(28) bei bestehender Doppelbindung in 

Position C22(23) erhöht die RRT um 0,04 

 Die Einführung einer Doppelbindung in Position C22(23) bei bestehender Doppelbindung in 

Position C24(28) erniedrigt die RRT um 0,03 

  

Sterol 1 Sterol 2 ΔRRT 

Ergosta-7-enol Ergosta-8-enol + 0,04 

Ergosta-7,22-dienol Ergosta-8,22-dienol + 0,04 

Ergosta-7,24-dienol Ergosta-8,24-dienol + 0,04 

Ergosta-7,22-dienol Ergosta-7,24-dienol - 0,07 

Ergosta-8,22-dienol Ergosta-8,24-dienol - 0,07 

Ergosta-5,7,22-trienol Ergosta-5,7,24-trienol - 0,06 

Ergosta-7,22-dienol Ergosta-7,22,24-trienol - 0,04 

Ergosta-8,22-dienol Ergosta-8,22,24-trienol - 0,04 

Ergosta-7,24-dienol Ergosta-7,22,24-trienol + 0,03 

Ergosta-8,24-dienol Ergosta-8,22,24-trienol + 0,03 

Tabelle 7: Relative Unterschiede von verwandten Sterol-TMS-Ethern; ΔRRT= RRTSterol 1- RRTSterol 2;  

RRT berechnet mit Retentionszeit Sterol-TMS-Ether / Retentionszeit Interner Standard (Cholestan) 
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Identifizierung der Sterole 4 und 7 anhand der RRT: 

Durch die Δ8/7-Isomerase-Aktivität kommt es zu einer Verschiebung der Doppelbindung von Position 

C8/9 zu C7/8, was mit einem veränderten chromatographischen Verhalten des Sterols einhergeht. Die 

Verschiebung der RRT beträgt +0,04 in allen drei Beispielen. Das bedeutet, dass Δ7-Sterole später von 

der Säule eluieren als Δ8-Sterole, genauer gesagt mit einem RRT-Unterschied von +0,04. Sterol 3 gilt 

als sicher identifiziert, dies bedeutet für Sterol 4, welches als 14-Methylergosta-7,24(28)-trien-3β,6α-diol 

vermutet wurde, eine RRT von 1,47. Tatsächlich weist Sterol 4 eine RRT von 1,49 auf. Die 

massenspektroskopische Auswertung ließ noch die Struktur von Sterol 10 

(14-Methylergosta-7,22-trien-3β,6α-diol) als Möglichkeit offen. Die berechnete RRT für Sterol 10 ist 

jedoch 1,40, da die Doppelbindung von Position C8/9 in C7/8 wechselt (RRT+0.04) und die Änderung 

der Lage der Doppelbindung von C24/28 auf C22/23 die RRT um 0,07 verkürzt. Daher kann es sich bei 

der Verbindung mit RRT 1,49 nur um Sterol 4 handeln.  

Lässt man das Fragmentierungsmuster völlig außer Acht und betrachtet nur die Tatsache, dass zwei 

Doppelbindungen und zwei Hydroxygruppen im Sterol enthalten sind, könnte es sich auch um Sterol 7 

(14-Methylergosta-8,22-trien-3β,6α-diol) handeln. Glücklicherweise befinden sich beide Sterole 4 und 7 

in der Candida krusei-Probe nach Inkubation mit EMC120B12. Für Sterol 7 ergibt sich eine berechnete 

RRT nach Δ24-Reduktase- und C22-Desaturase Aktivität von 1,36 (Tabelle 7). Tatsächlich wurde ein 

Sterol mit genau dieser RRT gefunden. Anhand des Massenspektrums und der RRT sollte Sterol 7 

somit eindeutig identifiziert sein, damit sind auch die letzten Zweifel an der Identifizierung von Sterol 4 

ausgeräumt.  

 

Identifizierung von Sterol 5 anhand der RRT: 

Die Auswertung des Massenspektrums von 5 (14-Methylergosta-8,22,24(28)-trien-3β,6α-diol) 

identifizierte dieses Sterol eindeutig als Sterol mit 3 Doppelbindungen. Da sich zwei Doppelbindungen 

in der Seitenkette befinden müssen, kann nur die Lage der Doppelbindung im Ring B variieren. In Frage 

kommen nur die Strukturen von Sterol 5 und Sterol 6 (14-Methylergosta-7,22,24(28)-trien-3β,6α-diol). 

Durch die C22-Desaturase-Aktivität kommt es zum Einbau einer dritten Doppelbindung in Position 

C22/23, was mit einer verlängerten Retentionszeit der gebildeten Sterole einhergeht (Unterschied der 

RRT +0,03) (Tabelle 7). In der Probe konnte ein Sterol mit drei Doppelbindungen und zwei 

Hydroxylgruppe gefunden werden mit einer RRT von 1,39. Die für Sterol 5 berechnete RRT beträgt 

1,40. Somit muss das gefundene Sterol 5 (14-Methylergosta-8,22,24(28)-trien-3β,6α-diol) sein und nicht 

Sterol 6 nach Δ8/7-Isomerase Aktivität, da dies die Retentionszeit wie bei Sterol 4 erhöhen müsste. Sterol 

6 sollte daher eine RRT von 1,44 haben. 

Die Retentionszeiten-Regeln wurden mit der Arbeit von Gerst et al. [51] überprüft. Diese Arbeitsgruppe 

bestimmte mit einer vergleichbaren Säule ebenfalls mit Cholestan als internem Standard die RRT von 

31 verschiedenen ungesättigten C27-Sterolen. Die Sterole zeigten dort die gleichen Veränderungen der 

Retentions-Eigenschaften wie in meiner Untersuchung. 
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Anhand dieser Regeln und der Massenspektren konnten die Sterole 4, 5 und 7 eindeutig identifiziert 

werden. Für die im Biosynthese-Schema (Abbildung 14) postulierten, bislang aber nicht detektierten 

Sterole 6, 8, 9 und 10 konnten dadurch dennoch berechnete RRT zugewiesen werden (vgl. Tabelle 6, 

Tabelle 8). Zur Überprüfung der Vorgehensweise wurde jeweils die gefundene RRT eines 

3β,6α-Dihydroxylsterols als Fixpunkt gesetzt und alle anderen Sterole nach Tabelle 7 berechnet, auch 

Sterol 3. Dadurch konnten von einem Sterol mehrere theoretische RRT bestimmt werden, von denen 

die jeweilige Standardabweichung, berechnet wurde. Kommt es zu einer deutlichen Schwankung der 

Standardabweichung der berechneten RRT, sollte die Identifizierung der neuen Sterole in Frage gestellt 

werden. Dies war jedoch nicht der Fall, wie Tabelle 8 belegt. Einziger Kritikpunkt der bleibt ist die 

gefundene RRT zur berechneten RRT von Sterol 4, da hier die Abweichung zwischen beiden Werten 

relativ groß ist, jedoch die Standardabweichung der berechneten klein. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

Sterol Berechnete RRT Gefundene RRT 

3 1,44 ± 0,015 1,43 

4 1,47 ± 0,006 1,49 

5 1,41 ± 0,014 1,39 

 6* 1,44 ± 0,014 (-) 

7 1,36 ± 0,017 1,36 

 8* 1,40 ± 0,012 (-) 

 9* 1,44 ± 0,012 (-) 

10* 1,40 ± 0,014 (-) 

Tabelle 8: Übersicht über die neu identifizierten bzw. postulierten (*) Sterole anhand ihrer  

RRT; ± Standardabweichung; (-) nicht detektiert 
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Weiterführende Untersuchungen von EMC120B12 und Fluconazol 

In nachfolgenden Experimenten wurde überprüft, ob nicht auch der Referenzinhibitor Fluconazol 

ebenfalls zur Bildung der Sterole 4, 5, 7 in Candida krusei führen kann. In der Tat zeigt auch Fluconazol 

dieses Sterolmuster, jedoch erst in einer Konzentration von 256 µg/mL (vgl. EMC120B12 bei 2 µg/mL).  

Nach Charakterisierung der neuen Sterole konnte auch die Akkumulation von Sterol 7 

(14-Methylergosta-8,22-dien-3β,6α-diol) in Candida albicans nach Inkubation mit EMC120B12 

beobachtet werden, jedoch in deutlich geringer Menge.  

14-Methylergosta-7,24(28)-dien-3β,6α-diol (5) konnte nicht in allen EMC120B12-behandelten 

Candida krusei Proben nachgewiesen werden, hingegen die Bildung der beiden anderen, bislang 

unbekannten Sterole 4 und 5 immer. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der bisherigen 

Erkenntnis, dass man zwar immer eine Enzym-Inhibition in der Ergosterol-Biosynthese erkennen kann, 

jedoch nicht immer die akkumulierenden Sterole vorhersagen kann.  

 

Ausblick 

Welche physiologische Bedeutung der Bildung von Sterolen mit 3β,6α-Dihydroxy-Struktur zukommt und 

ob darin die starke antimykotische Aktivität von EMC120B12 gegenüber Fluconazol-resistenten Pilzen 

begründet liegt, muss in weiter führenden Studien untersucht werden.  

Eine Publikation zu dem gesamten Kapitel 1.3.2.1 ist mit dem Fraunhofer-Institut für Grenzflächen- und 

Bioverfahrenstechnik IGB Stuttgart in Vorbereitung. 
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2.3.2.1.2.2 Poster 
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2.3.2.1.2.3 Beitrag an den im Poster präsentierten Forschungsergebnissen 

Der gesamte Posterbeitrag wurde von mir allein erstellt. Der praktische Anteil an der Arbeit war die 

Sterol-Analyse mittels GC-MS. Die Probenvorbereitung erfolgte im Fraunhofer-Institut für Grenzflächen- 

und Bioverfahrenstechnik IGB Stuttgart, die Probenvorbereitungsoptimierung für die spezielle 

Anwendung an verschiedensten Candida supp. erfolgte nach meiner Anleitung. Prof. Dr. Franz Bracher, 

Karl-Heinz Wiesmüller und Prof. Dr. Steffen Rupp waren verantwortlich für die redaktionelle 

Verbesserung des Posterbeitrages. Holger Eickhoff und Karl-Heinz Wiesmüller stellten die 

Testsubstanz EMC120B12 zur Verfügung. Petra Keller, Isabel Engelhardt, Ekkehard Hiller und 

Prof. Dr. Steffen Rupp führten die Inkubation der Pilze mit dem C14-Demethylase-Inhibitor durch und 

arbeiteten die Proben für die nachfolgende GC-MS Analyse auf. Petra Keller, Ekkehard Hiller und 

insbesondere Prof. Dr. Franz Bracher unterstützten mich bei Interpretation der Ergebnisse. 
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1.3.2.2 1Inhibitoren der Δ14-Reduktase und der Δ8/7-Isomerase 

 

Krauss J, Müller C, Kießling J, Richter S, Staudacher V, Bracher F. Synthesis and biological evaluation 

of novel N-alkyl tetra- and decahydroisoqinolines: Novel antifungals that target ergosterol biosynthesis. 

Archiv der Pharmazie 2013;347:1-8. 

 

1.3.2.2.1 Zusammenfassung 

In der Einleitung zur Entwicklung neuer Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren und in Kapitel 1.3.1 wurde 

schon auf die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Antimykotika eingegangen, weswegen darauf in 

diesem Kapitel verzichtet wird.  

Dieses Kapitel beschäftigt sich mit Strukturanaloga des antimykotisch aktiven Δ8/7-Isomerase-Inhibitors 

JK-250, welcher in Kapitel 1.3.1 (vgl. Kapitel 1.3.1.2; Abbildung 2 im Artikel) vorgestellt wurde. Dieser 

Inhibitor konnte in unserer Arbeitsgruppe synthetisiert (Jürgen Krauss) und charakterisiert werden. Bei 

der Verbindung handelt es sich um ein N-Alkyl-Decahydrochinolin. Im Mittelpunkt dieses Kapitels steht 

die Untersuchung von N-Alkyl-Tetra- und Decahydroisochinolinen als neue Inhibitoren der 

Ergosterol-Biosynthese. 

Verschiedene Forschergruppen untersuchten bereits ähnliche Strukturen auf Basis von partiell 

hydrierten Isochinolinen und Aminonaphtholen (vgl. Kapitel 1.3.2.2.2; im Artikel im Abschnitt 

„Introduction“). Wichtige Strukturmerkmale für derartige Inhibitoren der Ergosterol-Biosynthese sind a) 

Länge der Alkylseitenkette, am besten zwischen 10 und 13 Kohlenstoffatome, b) Substitutionsmuster 

der Seitenkette und c) funktionelle Gruppen, die unter physiologischen Bedingungen protoniert 

vorliegen, um so High Energy Intermediates (HEI) zu simulieren (vgl. Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3, 1.2.5).  

Darauf aufbauend sollten einfach und kostengünstig herstellbare Antimykotika synthetisiert werden. 

Durch N-Alkylierung der deprotonierten sekundären Amine mit entsprechenden Halogenalkanen 

konnten 12 neue Verbindungen hergestellt werden. Davon waren sechs Verbindungen mit 

Decahydroisochinolin- und jeweils drei mit Tetrahydroisochinolin- bzw. mit 

6,7-Dimethoxytetrahydroisochinolin-Grundkörper.  

Die so gewonnenen Verbindungen wurden wie in Abbildung 3 der arbeitskreisinternen biologischen 

Testung unterworfen. Im Agar-Diffusionstest zeigten die unverzweigten Undecylderivate (Verbindungen 

1e, 2c, mit Abstrichen auch 3d) sowie die verzweigtkettige Verbindung 2d eine antimykotische Aktivität 

vergleichbar mit der von Clotrimazol (Kapitel 1.3.2.2.2; Tabelle 1 im Artikel). Eine längere oder kürzere 

Alkylkette führte zum erwarteten Aktivitätsverlust. Keine Verbindung erwies sich im MTT-Test als 

zytotoxisch. Anhand der Ergebnisse in der biologischen Grundtestung wurden die vielversprechendsten 

Substanzen 1e, 2c, 2d und zum Vergleich auch die schwächer wirksame dritte N-Undecyl-Verbindung 

3d im Cholesterol- und Ergosterol-Biosynthese-Assay getestet. In Tabelle 9 sind die „fehlenden“ Daten 

aus der Cholesterol-Biosynthese-Testung ergänzt. Diese wurden in der Publikation nicht verwendet, 
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das das primäre Ziel des Projektes war, Antimykotika zu entwickeln und nicht Cholesterolsenker. Die 

Verbindungen 1e und 2c zeigten eine Hemmung der humanen Δ8/7-Isomerase, die anderen beiden 

Verbindungen 2d und 3d zeigten eine Hemmung der humanen Δ14-Reduktase (Tabelle 9). Ob diese 

Verbindungen auch mögliche Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren sind, konnte nicht nachgeprüft werden, da 

Cholesta-8,14-dienol kein Substrat der humanen Δ8/7-Isomerase ist [52]. Die Inhibition des „Up-stream“ 

Enzyms ∆14-Reduktase ist so stark, dass kein natürliches Substrat des „Down-stream“ Enzyms 

Δ8/7-Isomerase mehr vorliegt, welches weiter verstoffwechselt werden könnte (vgl. Abbildung 5). Durch 

Erniedrigung der Inhibitoren-Konzentration könnte ähnlich wie in Kapitel 1.2.7 (7-DHCR-Inhibitoren) 

eine Δ8/7-Isomerase-Inhibitoren sichtbar gemacht werden. Eine Enzym-Selektivität der Verbindungen ist 

nicht gegeben, da sie in je nach zellulärem System entweder die ∆14-Reduktase oder Δ8/7-Isomerase 

inhibieren.  

Für die Entwicklung von neuen Antimykotika spielt die Enzym-Selektivität eine untergeordnete Rolle, 

wie z.B. die etablierte Substanzklasse der Morpholine beweist (vgl. Kapitel 1.3) [35]. Diese hemmen die 

Δ14-Reduktase und die Δ8/7-Isomerase. Das Decahydrochinolin-Derivat JK-250 aus Kapitel 1.3.1 zeigte 

in allen Testsystemen (Candida glabrata, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica) nur eine 

Aktivität auf die Δ8/7-Isomerase im Gegensatz zu den neuen Verbindungen. 

Die bedeutendste Kenngröße ist jedoch der MHK-Wert. Mit Verbindung 1e konnte eine hochaktive 

Substanz synthetisiert werden, die eine ähnliche biologische Aktivität zeigt wie der 

C14-Demethylase-Inhibitor Clotrimazol, jedoch mit mangelnder Enzym-Selektivität, da in 

Candida glabrata die Δ14-Reduktase gehemmt wird und in den anderen Pilzen (inklusive der humanen 

HL60-Zellen) die Δ8/7-Isomerase. 

Die Testergebnisse zeigten, dass die geforderten Strukturmerkmale wichtig sind für die Entwicklung 

neuer Antimykotika. Die in diesem Kapitel vorgestellten Verbindungen bieten einen neuen Ansatzpunkt 

für die Herstellung von kostengünstigen und hochwirksamen Antimykotika, zumal sie keine Zytotoxizität 

an Humanzellen zeigten. 
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Substanz Akkumulierendes Sterol Inhibiertes Enzym 

1e Zymostenol Δ8/7-Isomerase 

2c Zymostenol Δ8/7-Isomerase 

2d Cholesta-8,14-dien-3β-ol ∆14-Reduktase 

3d Cholesta-8,14-dien-3β-ol ∆14-Reduktase 

Tabelle 9: In der Publikation nicht aufgeführte biologische Testergebnisse aus dem 

Cholesterol-Biosynthese-Assay (siehe Kapitel 1.3.2.2.2) 
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1.3.2.2.2 Artikel
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1.3.2.2.3 Beitrag am Artikel 

Die Syntheseplanung und Durchführung unterlag Jürgen Krauss, Julia Kießling und Sabine Richter. 

Verena Staudacher und ich waren für die Cholesterol- und Ergosterol-Biosynthese-Testung der 

Substanzen verantwortlich. In dem Artikel sind nur die Ergebnisse aus dem 

Ergosterol-Biosynthese-Assay aufgeführt. Die gewonnenen Daten aus den biologischen Testsystemen 

wurden von Jürgen Krauss, Prof. Dr. Franz Bracher und mir interpretiert. Die Erstellung und 

Verbesserung des Manuskripts unterlag Prof. Dr. Franz Bracher und Jürgen Krauss. Die Grafik 2 und 

die Tabelle 2 in dem Manuskript stammen von mir. 
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1.3.2.3 Antimykotisch aktive Imidazolderivate 

 

Krauss J, Gratzl C, Sturm V, Müller C, Staudacher V, Schmidt CQ, Bracher F. Synthesis and biological 

evaluation of novel alkyl imidazolyl carbionols and their esters: potent antimycotics. Scientia 

Pharmaceutica 2013;81:641-50. 

 

1.3.2.3.1 Zusammenfassung 

In der Einleitung zur Entwicklung neuer Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren und in Kapitel 1.3.1 wurde 

schon auf die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Antimykotika eingegangen, weswegen darauf in 

diesem Kapitel verzichtet wird.  

Bisher war das Ziel bei der Entwicklung von neuen Sterol-Biosynthese-Inhibitoren fast immer die 

Imitierung von kationischen HEIs (vgl. Kapitel 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3, 1.2.5, 1.3.2.2), da diese eine höhere 

Affinität zum Enzym besitzen als das Substratsterol. Am besten eignen sich dazu aliphatische 

Aminogruppen oder heteroaromatische Ringsysteme, welche unter physiologischen Bedingungen 

protoniert vorliegen. Zu dieser Gruppe von HEI-imitierenden Antimykotika gehören die Morpholine, 

welche die Δ14-Reduktase und die Δ8/7-Isomerase hemmen (vgl. Kapitel 1.3). Die C24-Methyltransferase 

kann ebenfalls durch Imitation des HEI gehemmt werden [42], jedoch befinden sich keine Antimykotika 

dieser Klasse im klinischen Einsatz. 

Die C14-Demethylase und die C22-Desaturase sind CYP-abhängige Enzyme, daher können beide 

Enzyme durch Komplexierung ihres Hämeisens durch nicht protonierte Stickstoffe gehemmt werden. 

Bekannte Inhibitoren dieser Klasse sind die Azol-/Triazolantimykotika (vgl. Kapitel 1.3).  

Die Substanzen in diesem Kapitel besitzen alle eine Imidazol-Struktur. Imidazole haben einen 

ungefähren pKs-Wert von 7, daher sind sie bei einem physiologischen pH-Wert ca. zur Hälfte protoniert. 

In ihrer unprotonierten Form können sie CYP-Enzyme in der Ergosterol-Biosynthese 

(C14-Demethylase, C22-Desaturase) hemmen. In ihrer protonierten Form können sie aber auch 

kationische HEI imitieren und so andere Enzyme (z.B. Δ14-Reduktase, Δ8/7-Isomerase, 

C24-Methyltransferase) in der Ergosterol-Biosynthese inhibieren. In den nachfolgend beschriebenen 

Untersuchungen werden Hybride aus Azol-Antimykotika und N-Alkylheterocyclen hergestellt, in der 

Absicht Antimykotika mit dualem Wirkmechanismus zu erhalten. 

Ausgangspunkt der Synthese war der käufliche 1-Methyl-1H-imidazol-5-carbaldehyd. Sieben 

Verbindungen konnten daraus in einer metallorganischen Reaktion unter Einsatz von verschiedenen 

Alkyl- und Arylalkylmagnesiumbromiden hergestellt werden. Die Synthese von zwei weiteren 

Verbindungen konnte durch anschließende Veresterung der erhaltenen Carbinole mit 

4-Chlorbenzoylchlorid bewerkstelligt werden (vgl. Kapitel 1.3.2.3.2; Schema 1 im Artikel). 

Die biologische Testung der Verbindungen im Ergosterol-Biosynthese-Assay lieferte ein 

überraschendes Ergebnis, da keines der gedachten Zielenzyme (C14-Demethylase, C22-Desaturase, 



176    

 

Δ14-Reduktase, Δ8/7-Isomerase, C24-Methyltransferase) gehemmt wurde. Im Agar-Diffusionstest 

zeigten die Verbindungen 2c, 2d und 2e ähnliche Aktivität wie Clotrimazol. Die drei Verbindungen 

besitzen eine Alkylkettenlänge von C10, C11 und C12. Dass die Alkylkettenlänge einen wesentlichen 

Einfluss auf die antifungale Aktivität hat wurde bereits in Kapitel 1.3.2.2 beobachtet/erörtert. Die 

MHK-Werte lagen bei C. glabrata bei 25 µg/mL (2c), 10 µg/mL (2d) und bei 5 µg/mL (2e). Im 

Ergosterol-Biosynthese-Assay konnte nur eine schwache Inhibition der C5-Desaturase durch 

Verbindung 2c festgestellt werden. Das akkumulierende Sterol war dabei Episterol (Ergosta-

8,24(28)-dienol) (Abbildung 20).  

Die C5-Desaturase ist mutmaßlich keine Hämeisen-abhängige Oxidase (vgl. Lathosteroloxidase = 

humane C5-Desaturase Kapitel 1.2) [53]. 

 

 

Abbildung 20: Chromatogramm (selected ion) von 2c (rot) und Ethanol (Blindwert, schwarz) nach 

Inkubation mit Candida glabrata; Interner Standard Cholestan m/z 217 und Episterol-TMS-Ether 

m/z 343 (vgl. Kapitel 1.3.1.2 im Artikel Tabelle 1) 

Bei den anderen beiden Verbindungen konnte keine Aktivität im Ergosterol-Biosynthese-Assay 

nachgewiesen werden, da kein verändertes Sterolmuster erkennbar war. Der Wirkmechanismus dieser 

Substanzen bleibt somit unklar.  
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Wieder erwies sich die Alkylkettenlänge als entscheidend für die antifungale Aktivität (vgl. Kapitel 

1.3.2.2). Aufgrund der einfachen und kostengünstigen Synthese kann eine größere Substanzbibliothek 

leicht erstellt werden, um eventuell noch potentere Antimykotika herzustellen. Des Weiteren ist eine 

Steigerung der Hemmung der C5-Desaturase oder anderer CYP-Enzyme vorstellbar. Die Verbindung 

2c zeigte gegenüber allen anderen Enzym-Hemmungen in Kapitel 1 die schwächste Aktivität bzw. die 

geringste Akkumulation eines Sterols. Der Peak des akkumulierenden Episterols (rot) ist kaum größer 

als der des natürlich vorkommenden Episterols (schwarz) in Candida glabrata (Abbildung 20). Daher 

wurde auch davon abgesehen, das Kapitel „Inhibitor(en) der C5-Desaturase“ zu nennen.  

Goldstein [53] konnte bereits Inhibitoren der fungalen C5-Desaturase herstellen. Dabei bediente er sich 

des Konzepts der Nachahmung des Substrates (vgl. Kapitel 1.2.4, humane Δ24-Reduktase-Inhibitoren). 

Er verwendete Inhibitoren mit Ergosta-8,22-dienol-Struktur und fügte „nur noch“ funktionelle Gruppen in 

Position C5 und C6 ein. 
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1.3.2.3.2 Artikel 
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1.3.2.3.3 Beitrag am Artikel 

Die Syntheseplanung und Durchführung unterlag Jürgen Krauss, Carina Gratzl und Verena Sturm. 

Verena Staudacher und ich waren für die Ergosterol-Biosynthese-Testung der Substanzen 

verantwortlich. Die gewonnenen Daten aus den biologischen Testsystemen wurden von Jürgen Krauss 

und Prof. Dr. Franz Bracher interpretiert. Die Erstellung und Verbesserung des Manuskripts unterlag 

Prof. Dr. Franz Bracher, Jürgen Krauss und Christoph Schmidt. 
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1.3.3 Einfluss von unterschiedlichen Wachstumsbedingungen auf 

das Sterolmuster von Aspergillus spp. 

 

Binder U, Maurer E, Müller C, Bracher F, Lass-Flörl C. Influence of hypoxia on antifungal susceptibility, 

sterol pattern and biomarker release of Aspergillus spp. Fungal Genetics Conference in Asilomar, März 

2013. 

 

1.3.3.1 Zusammenfassung 

Die nachfolgenden Forschungsergebnisse sind in Zusammenarbeit mit der Sektion für Hygiene und 

Mikrobiologie der Universität Innsbruck entstanden. 

Die Schlauchpilz-Gattung Aspergillus, v.a. Aspergillus fumigatus, aber auch Aspergillus flavus und 

Aspergillus terreus, sind verantwortlich für die invasive Aspergillose. Dabei wächst der Pilz bevorzugt 

im Lungengewebe und breitet sich bei Nicht-Behandlung auf andere Organe wie Nieren, Herz und 

Gehirn aus. Die Sterblichkeitsrate der meist immunsupprimierten Patienten liegt bei bis zu 90%. Um die 

Aspergillose bestmöglich behandeln zu können, müssen die eingesetzten Therapeutika schnell und gut 

wirken. Für die Identifizierung zur Therapie geeigneter Antimykotika werden in vitro Tests (v.a. 

MHK-Test) durchgeführt. Diese berücksichtigen meist nur den jeweiligen Pilzstamm, jedoch nicht die 

vorliegenden Wachstumsbedingungen. Daher ist es wenig überraschend, dass es oft eine starke 

Abweichung zwischen in vitro und in vivo Ergebnissen gibt. Im Fokus der nachfolgenden Untersuchung 

stand die Nachahmung der Sauerstoffbedingungen in der Lunge. Durch die Anpassung des 

Testsystems auf die vorliegenden Wachstumsbedingungen des Pilzes in der Lunge (Hypoxie = 1% O2, 

5% CO2 und 94% N2) konnte im Folgenden der Stoffwechsel des Pilzes genauer untersucht werden. 

Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Aufklärung der unterschiedlichen Sensitivtät von Pilzen 

gegenüber Antimykotika unter Normoxie (= 21% O2, 1% CO2 und 78% N2) gegenüber Hypoxie. 

Im ersten Schritt wurden MHK-Werte von Amphotericin B sowie von verschiedenen Azol-Antimykotika 

bestimmt (auch von Echinocandinen; vgl. Kapitel 1.3). Alle Testsubstanzen zeigten niedrigere 

MHK-Werte (engl. MIC) unter Hypoxie. Daraus resultierten niedrigere epidemiologische „cut-offs“ 

(ECOFFs), welche zwei Verdünnungsstufen oberhalb der MHK-Werte liegen und eine Population in 

„resistent“ und „empfindlich“ gegenüber einem Antimykotikum bei einer fixen Konzentration trennen. 

Außerdem zeigte sich eine Erhöhung der MHK-Werte in Abhängigkeit von verschiedenen 

Mediumzusätzen (10% oder 25% Vollblut bzw. Zusatz von Ergosterol).  

In Versuchen wurden die Pilze mit Azol-Antimykotika behandelt unter gleichzeitiger Gabe von 

Ergosterol. Es kam dabei zu einem Anstieg des MHK-Wertes im Vergleich zu Proben ohne 

Ergosterol-Zufütterung (vgl. Kapitel 1.3.3.2; Abbildung 3 im nachfolgenden Poster). Durch diese 

Beobachtung wurde der Schwerpunkt auf die Ergosterol-Biosynthese gerichtet. Dabei wurden sowohl 
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die quantitative als auch die qualitative Veränderung des Sterolmusters unter Hypoxie/Normoxie nach 

unterschiedlichen Inkubationszeiten betrachtet. Es konnte ein Anstieg der Gesamt-Sterolmenge unter 

Hypoxie beobachtet werden. Jedoch änderte sich weder das auftretende Sterolmuster, noch konnte 

eine Veränderung der prozentualen Anteile einzelner Sterole, gefunden werden. 

Im letzten Schritt wurde die Biomarker-Freisetzung von Galactomannan und β-1,3-Glucan untersucht, 

welche eine wichtige Rolle bei der Früherkennung der invasiven Aspergillose spielen. Hier konnte nach 

24 h ein Anstieg von Galactomannan um das dreifaches des Ausgangswertes und ein Anstieg von 

β-1,3-Glucan um das vierfache des Ausgangswertes in hypoxischen Pilzzellen beobachtet werden. 

Beide Anstiege normalisierten sich wieder nach 48 h.  

Warum eine erhöhte Sensitivität von Aspergillus-Arten in frühen hypoxischen Stadien auftritt 

(Antimykotika wirken besser), bleibt vorerst unbeantwortet. Weitere Untersuchungen, nicht nur in der 

Ergosterol-Biosynthese und in der Biomarker-Freisetzung, müssen durchgeführt werden, um die 

erhöhte Sensitivität erklären zu können. 
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1.3.3.2 Poster 

 

  



192    

 

1.3.3.3 Beitrag an den im Poster präsentierten Forschungsergebnissen 

Ulrike Binder, Elisabeth Maurer und Prof. Dr. Cornelia Lass-Flörl waren für die Konzeptionierung der 

Experimente und des Posterbeitrages verantwortlich. Unter der Verantwortung von Prof. Dr. Franz 

Bracher war meine Aufgabe die Sterol-Analyse mittels GC-MS (iontrap) an verschiedensten Pilzproben. 

Die Auswertung erfolgte sowohl qualitativ als auch quantitativ. Die Anpassung der Aufarbeitung 

ausgehend von dem neu entwickelten Testsystem (siehe Kapitel 1.3.1.2) wurde von mir in 

Zusammenarbeit mit Ulrike Binder und Elisabeth Maurer durchgeführt. Die bisherige Vorgehensweise 

war die Ausssat einer bestimmten Zahl an Kolonie-bildenden Einheiten, bei Aspergillus Arten ist dies 

jedoch nicht möglich, daher wurden 2 mg lyophilisierte Pilzprobe verwendet. Die Probenvorbereitung 

unterlag Ulrike Binder und Elisabeth Maurer. 
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1.3.4 Diskussion zur Ergosterol-Biosynthese-Testung 

Durch eine deutliche Weiterentwicklung bestehender Testsysteme und Ausbau zu einer umfassenden 

GC-MS-Datenbank (siehe Kapitel 1.3.1, 1.3.2) ist es gelungen, einen leistungsfähigen Assay 

aufzubauen, der sowohl für die Charakterisierung von neuen Antimykotika als auch für die Erforschung 

von unbekannten Sterol-Biosynthesewegen geeignet ist.  

 

Der Grund, warum der entwickelte Assay ”nur” für den Post-Lanosterol-Abschnitt der 

Ergosterol-Biosynthese geeignet ist und nicht wie der Cholesterol-Biosynthese-Assay ab dem Triterpen 

Squalen, hat zwei Hauptgründe: 

 

 Alle drei verwendeten Pilze hatten generell stark schwankende Squalen-Konzentrationen (zum 

Teil > als Faktor 2). Daher kann eine durch einen Inhibitor verursachte Anreicherung von 

Squalen nur schwer eindeutig nachgewiesen werden. 

 Die Detektion von Squalenepoxid war schon in Inkubationsansätzen mit humanen HL60 Zellen 

schwierig (vgl. Kapitel 1.2.1). Zwar ist Ro 40-8071 als unspezifischer Referenzinhibitor für 

humane und fungale Zellen beschrieben, dennoch konnte nach Inkubation mit dieser Substanz 

in dem Ergosterol-Ganzzell-Assay keine Anreicherung von Squalenepoxid beobachtet werden. 

Auch durch Variation der Anzuchtsbedingungen (v.a. durch Änderung des Nährmediums) und 

Einführung zweier weiterer Pilze konnte kein Squalenepoxid detektiert werden. Entweder 

verstoffwechselt der Pilz das Epoxid auf andere Wege oder es kommt zur Hochregulierung der 

Squalenepoxidase-Aktivität oder aber alle Substanzen waren nicht genügend zellgänig. Die 

meisten synthetisierten OSC-Inhibitoren zeigten im Agar-Diffusionstest ebenfalls eine geringe 

Aktivität. Nachträgliches Aufstocken der Pilzproben mit Squalenepoxid lieferte 

Squalenepoxid-Signale im Chromatogramm. Daher kann die Aufarbeitung und die Detektion als 

Fehlerquelle ausgeschlossen werden. 

 

Bedeutung der neu entwickelten Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren (Tabelle 10): 

 Neue Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren konnten (vgl. Kapitel 1.2.4, 1.3.1, 1.3.2, 1.3.2.2, 

1.3.2.3) nicht nur durch Agar-Diffusissionstest und MHK-Wert charakterisiert werden (vgl. 

Abbildung 3) sondern auch deren Targets in der Ergosterol-Biosynthese.  

 Die Testung der neuen Substanzen (n = 140) lieferte keine neuen Angriffpunkte an Enzymen 

im Post-Lanosterol-Abschnitt der Ergosterol-Biosynthese. Zu jedem addresierten Enzym 

(Tabelle 10) sind bereits Inhibitoren bekannt.  

 Die am besten charakterisierten Substanzen sind JK-250 und EMC120B12.  

 Einige Substanzen von Sandra Hemmers zeigten eine C24-Methyltransferase-Hemmung, 

jedoch auch eine Aktivität im Cholesterol-Biosynthese-Assay (Kapitel 1.2.4). Zwar kommt die 
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C24-Methyltransferase (Kapitel 1.2.4) nur in fungalen Zellen vor, jedoch wurden auch 

verschiedene Enzyme in der Cholesterol-Biosynthese inhibiert.  

 Weitere Substanzenklassen von Jürgen Krauss erwiesen sich als unspezifische Inhibitoren 

(Kapitel 1.3.2.2), da entweder die Δ14-Reduktase und/oder die Δ8/7-Isomerase inhibiert wurde. 

Andere Substanzen von Jürgen Krauss zeigten zwar eine Aktivität im Agar-Diffussionstest, 

jedoch keine Aktivität im Ergosterol-Biosynthese-Assay.  

 Alle Inhibitoren zeigten jedoch keine ausgeprägte Selektivität gegenüber einem Organismus 

(Pilz- oder Humanzellen), bis auf EMC120B12. Daher gilt diese Substanz als besonders 

interessant, zumal ein großer Datensatz an biologischen Testergebnissen zu dieser Substanz 

vorliegt [43], unabhängig von unseren Ergebnissen. Ich konnte nicht nur den Wirkmechanismus 

der Substanz aufklären (C14-Demethylase-Inhibitor) sondern auch bis dato unbekannte Sterole 

charakterisieren, die in Candida krusei nach Inkubation mit EMC120B12 auftreten 

(Kapitel 1.3.2.1). 

 

Struktur Herkunft Kapitel 
Inhibiertes 

Enzym 

MHK  

[µg/mL] 

 

Sandra Hemmers 1.2.4 
C24-

Methyltransferase 
> 8 

 

Jürgen Krauss 1.3.1 Δ8/7-Isomerase 2,5 

 

EMC 

Microcollections 

GmbH  

1.3.2.1 C14-Demthylase 2,8 

 

Jürgen Krauss 1.3.2.2.2 Δ8/7-Isomerase  5,0 

 

Jürgen Krauss 1.3.2.3.2 (C5-Desturase) 25 

Tabelle 10: Übersicht über die potentesten und Verbindungen der einzelnen Kapiteln der 

Ergosterol-Biosynthese Testung; Die angegebenen MHK-Werte wurden an Candida glabrata ermittelt 
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Generelles Fazit der Ergosterol-Biosynthese-Testung: 

 In Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut für Grenzflächen- und Bioverfahrenstechnik IGB 

Stuttgart konnten pathogene Pilze untersucht werden. Dabei konnten nach Inkubation mit dem 

C14-Demethylase-Inhbititor EMC120B12 bis dato unbekannte Sterole identifiziert werden und 

eine plausible Biosyntheseroute für diese Sterole aufgestellt werden (vgl. Kapitel 1.3.2). Dieses 

Beispiel zeigt sehr schön, dass die Ergosterol-Biosynthese nicht unbedingt in strikten 

Enzymabfolgen verläuft, sondern vielmehr auf äußeren Druck verschiedenste Reaktionen 

nebeneinander ablaufen können.  

 Wie schon in dem Artikel in Kapitel 1.3.1.2 beschrieben (Entwicklung neuer Testsysteme zur 

Charakterisierung von Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren), kann man mit dem neuen Assay 

fast immer Rückschlüsse auf das inhibierte Enzym ziehen. Anders als in der humanen 

Cholesterol-Biosynthese, wo bei Hemmung eines bestimmten Enzyms nur ein oder höchstens 

zwei Markersterole akkumulieren, kann in Pilzen eine ganze Reihe von unphysiologischen 

Sterolen gebildet werden, wie v.a. die Analyse von Candida krusei zeigte (Kapitel 1.3.2.1).  

 Die Zusammenarbeit mit der Sektion für Hygiene und Mikrobiologie der Universität Innsbruck 

beweist, dass es noch genügend interessante Beobachtungen gibt, bei der die 

Ergosterol-Biosynthese eine wichtige Rolle spielt bzw. spielen könnte und eine anspruchsvolle 

Sterolanayltik benötigt wird 

 Die Grundvoraussetzung für solche Analysen sind leistungsfähige Methoden 

(Probenvorbereitung und Analytik), Geräte mit hoher Selektivität und Sensitivität (vgl. Kapitel 3) 

und Know-how (z.B. GC-MS-Sterol-Datenbanken). 
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2 Studien zu Matrix-induzierten Effekten in der GC 

 

Matrix effects are „an influence of one or more undetected components from the sample on the 

measurement of the analyte concentration or mass. The response of some determination systems 

(e.g. GC, LC-MS, ELISA) to certain analytes may be affected by the presence of coextractives from 

sample (matrix)…“ 

SANCO Guideline 10684/2009 [54]. 

 

Das Kapitel 2, „Studien zu Matrix-induzierten Effekten in der GC“ ist das Bindeglied zwischen den beiden 

großen Teilen meiner Arbeit, nämlich dem Kapitel 1, „Sterol-Biosynthese-Testung“ und dem Kapitel 3, 

„Methodenkonzepte für die Spurenanalytik“. 

 

Unter dem Begriff „Matrix-induzierte Effekte“ wird eine Vielzahl von verschiedenen Effekten 

zusammengefasst. Nach einer Richtlinie der Europäischen Kommission für Gesundheit und 

Verbraucher (SANCO), welche verantwortlich ist für den Bereich Lebensmittel-/Pestizidanalytik, können 

”matrix effects” bezogen auf die GC-MS-Analytik wie folgt beschrieben werden [54]:  

In der Gaschromatographie kann es durch den Einfluss der Matrix zu Peakflächenverkleinerung, zu 

schlechten Peakformen und sogar zum vollständigen Verlust des Signals nach mehreren Injektionen 

kommen („sample breakdown“). Jedoch kann bei der Anwesenheit von originären oder zugesetzten 

Stoffen auch ein genau gegenteiliger Effekt beobachtet werden!  

Einen entscheidenden Einfluss auf die Detektion des Analyten hat dabei die Matrix. Um die Einflüsse 

der Matrix zu minimieren gibt es zwei Möglichkeiten: entweder man arbeitet „matrix matched“, wie unter 

Kapitel 3.2 durchgeführt, oder man setzt den Proben sogenannte „analyte protectants“ zu.  
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ARBEITSWEISE: 

 matrix matched 

Unter dem Begriff „matrix matched“ versteht man, dass alle Proben nicht in reiner Lösung, 

sondern in ungefähr gleicher Matrix gelöst untersucht werden. Der Vorteil liegt darin, dass sich 

alle Proben, also alle Effekte gleich verhalten, da die Analyten in die gleiche Matrix eingebettet 

sind. Gleiche Analytkonzentrationen liefern über ein gewisses Messintervall gleiche 

Peakflächen, was bei wechselnder Matrix nicht der Fall sein muss. Nachteilig an dieser 

Vorgehensweise ist, dass die Kalibriergerade nur für diese Matrix gilt, d.h. bei der Verwendung 

einer anderen Matrix muss auch immer eine Kalibriergerade mit der jeweiligen Matrix hergestellt 

werden. Außerdem müssen einzelne Validierungsparameter für die jeweilige Matrix bestimmt 

werden. Dies bedeutet einen deutlichen Zeit- und Kostenaufwand. Ein weiteres Problem stellt 

die Beschaffung von unbelastetem Probenmaterial (Matrix) dar, da man für die Kalibriergerade 

solches zwingend benötigt (vgl. Kapitel 3.2).  

 

 analyte protectants 

Dem gegenüber steht der Zusatz von bestimmten Stoffen, den sogenannten „analyte 

protectants“ (AP), die es ermöglichen, den Analyten vor Verlust der Signalstärke und dem 

„sample breakdown“ zu schützen. APs schützen den Analyten vor Zersetzung oder Anlagerung 

an aktiven Stellen, dazu gehören freie Silanolgruppen und Metallkationen im Liner und 

Säulenkopf. In der Pestizid-Analytik werden dazu meist hochkonzentrierte (mg/mL) und 

hochpolare Gemische eingesetzt (z.B. Ethylglycerol, Fructose, Sorbitol, Arabinose) [55]. 

 

Florian Plößl beschrieb bereits in seiner Doktorarbeit und in einem Posterbeitrag bei der Jahrestagung 

der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft den positiven Einfluss von Cholesterol in Vollblut für die 

GC-Analytik [56, 57]. Er untersuchte damals Arzneistoffe im Vollblut mittels einer QuEChERS-

Aufarbeitung (siehe Kapitel 3.1). Dabei stellte er fest, dass je nach zugesetzter Cholesterolmenge (bis 

zu 7,5 µg/mL) die Peakflächen zwischen 100 und 225% höher waren als ohne. Zudem zeigten die 

Analyten ein geringeres „tailing“ schon unter dem Zusatz von 5 µg/mL Cholesterol zur Matrix. Unter 

wiederholter Injektion einer Probe (n = 75) konnte eine annähernde Peakflächenkonstanz für eine 

Auswahl an Modellanalyten (Amitriptylin, Methylphenobarbital, Diethylstilbestrol) beobachtet werden. 

 

Während der Methodenentwicklung zu “Determination of nicotine in dried mushrooms by using a 

modified QuEChERS approach and a GC-MS-MS” (Kapitel 3.2.1) zeigten sich deutliche Matrix-Effekte 

bei Versuchen ohne Matrix, nur Analyt plus Lösungsmittel. Da sich die Analyse auf Pilzmatrix 

beschränkte, reichte es aus, matrix matched zu arbeiten. Damals wurden die auftretenden Effekte dem 

in der Pilzmatrix enthaltenen Ergosterol zugeschrieben. Ergosterol ist dem von Florian Plößl 
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verwendeten Cholesterol strukturell sehr ähnlich. Es besitzt nur eine Methylgruppe und zwei 

Doppelbindungen mehr als Cholesterol (vgl. Abbildung 1). Die „analyte protectants“ Wirkung galt durch 

die Arbeit von Florian Plößl für Cholesterol als bewiesen. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit nahmen 

wir Gleiches auch für Ergosterol an, zumal dieses in einer relativ hohen Konzentration (0,5-1,0%) in 

getrockneten Pilzen vorkommt [58]. 

 

Nach Veröffentlichung des oben genannten Artikels wurde das Problem der Matrix-induzierten Effekte 

bzw. die Verifizierung von Ergosterol als AP genauer untersucht. Anfängliche Untersuchungen mit 

verschiedenen Ergosterol-Konzentrationen plus Analyt in reinem Lösungsmittel zeigten keinen positiven 

Effekt bei der Nikotin-Bestimmung. Auch Versuche mit Cholesterol verliefen negativ. Durch 

QuEChERS-Aufarbeitung von Pilzproben, wie unter Kapitel 3.1 beschreiben und GC-MS Analyse an 

der Ionenfalle (iontrap) im „full scan“-Modus (30-450 m/z) wurde Nikotinamid als Hauptkomponente des 

underivatisierten flüchtigen Anteils identifiziert. Daraufhin wurden ebenfalls AP Studien mit Nikotinamid 

durchgeführt. 

 

STUDIE 

Das Studiendesign war wie folgt: 

 Pro Experiment ein neuer desaktivierter Liner und neu gekürzte Säule 

 Herstellung einer Stammlösung für jedes Experiment 100 ng/mL Nikotin in Ethylacetat als 

Lösungsmittel mit AP (Ergosterol oder Nikotinamid) 

 Der Inhalt von 10 Vials wurde zehnmal injiziert (n = 100) 

 Datenaufnahme und Datenverarbeitung wie in der oben genannten Publikation 

 

Ergebnisse: 

Im ersten Versuch (Abbildung 21) wurde mit 5 µg/mL (12,5 nM) Ergosterol als AP gegen eine reine 

Lösung von Nikotin getestet um zu untersuchen, ob Ergosterol einen positiven Einfluss auf die 

Bestimmung des Analyten hat. Es konnte kein Unterschied zwischen beiden Experimenten festgesellt 

werden (vgl. Abbildung 21, Tabelle 11, Tabelle 12). Schon von Beginn an waren die Peakformen und 

die Peakflächen schlecht, was sich zum Ende der Experimente noch verstärkte (Abbildung 24). 
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Abbildung 21: AP-Effekt von 5 µg/mL (12,5 nM) Ergosterol (weiß) bzw. 0 µg/mL Ergosterol (grau) 

(graphische Darstellung) auf die Bestimmung von Nikotin  

 

Im anschließenden Versuch wurde eine 5 µg/mL (41 nM) Nikotinamid-Lösung als AP getestet 

(Abbildung 22; Abbildung 24). Hier zeigte sich ein deutlich positiver Effekt auf die Peakform, sowie ein 

deutlich verringertes „tailing“ und ein geringerer Abfall der Peakflächen mit zunehmender Zahl an 

Injektionen gegenüber der 5 µg/mL (12,5 nM) Ergosterol-Lösung (vgl. Abbildung 24, Tabelle 11). Die 

Flächenabnahme über die 100 Injektionen und die Schwankungen der einzelnen Peakflächen waren 

deutlich geringer als bei 5 µg/mL (12,5 nM) Ergosterol. Die Unterschiede der Peakflächen bei 

Verwendung der 0 µg/mL bzw. der 5 µg/mL (12,5 nM) Ergosterol Lösung waren hoch signifikant (Tabelle 

12). 
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Abbildung 22: AP-Effekt von 5 µg/mL (12,5 nM) Ergosterol (weiß) und 5 µg/mL (41 nM) Nikotinamid 

(schwarz) (graphische Darstellung) auf die Bestimmung von Nikotin  

 

In der Spurenanalytik ist es üblich, die Konzentration von Analyten in mg, µg oder ng pro 

Volumen-/Gewichtseinheit anzugeben und nicht als molare Konzentrationen. Da aber bei einer 

Konzentration von 5 µg/mL die Stoffmengenkonzentration von Nikotinamid deutlich höher ist als von 

Ergosterol (41 nM zu 12,5 nM), wurde in einem letzten Versuch die Stoffmengenkonzentration von 

Ergosterol an die von Nikotinamid angepasst (Abbildung 23). Zum Einsatz kam nun eine 16,2 µg/mL 

Ergosterol-Lösung. Auch diese Lösung war der Nikotinamid-Lösung nicht gleichwertig (hoch 

signifikanter Unterschied, Tabelle 12). Zwar lieferte die 16,2 µg/mL Ergosterol-Lösung anfänglich 

höhere Nikotinflächen, jedoch war auch hier ein deutlich stärkerer Abfall der Flächen 

(„sample breakdown“) zu beobachten, was sich in einer steiler abfallenden Steigung der 

Regressionsgerade (Peakfläche aufgetragen gegen die Anzahl der Injektionen) bemerkbar machte 

(Tabelle 11). Dadurch wurde die relative Standardabweichung (RSD) der Peakflächen ebenfalls negativ 

beeinflusst (Tabelle 11). Selbst die Peakform war nicht annähernd so gut wie bei Nikotinamid, weder 

nach der ersten Injektion noch nach der hundersten (Abbildung 24). 
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Abbildung 23: AP-Effekt von 16,2 µg/mL (41 nM) Ergosterol (weiß) und 5 µg/mL (41 nM) Nikotinamid 

(schwarz) (graphische Darstellung) auf die Bestimmung von Nikotin 

 

Lösung 

Summe der 

Peakflächen 

(n = 100) 

RSD Peakflächen [%] 

(n = 100) 

Geradengleichung 

der 

Ausgleichsgeraden 

Ohne AP 3265 * 104 57 y= -5680x + 613600 

Mit Ergosterol 

5 µg/mL 
3402 * 104 54 y= -4820x + 583500 

Mit Ergosterol 

16,2 µg/mL 
5371 * 104 36 y= -5460x + 812800 

Mit Nikotinamid 

5 µg/mL 

5698 * 104 21 y= -3490x + 745940 

Tabelle 11: Veränderung der Peakflächen in Abhängigkeit von der Zugabe von AP (mathematische 

Darstellung) auf die Bestimmung von Nikotin  
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Lösung Ohne AP 
Ergosterol 

5 µg/mL 

Ergosterol 

16,2 µg/mL 

Nicotinamid 

5 µg/mL 

Ohne AP ↔ ↕ ↕ ↑ 

Ergosterol 

5 µg/mL 
↕ ↔ ↕ ↑ 

Ergosterol 

16,2 µg/mL 
↕ ↕ ↔ ↑ 

Nicotinamid 

5 µg/mL 
↑ ↑ ↑ ↔ 

Tabelle 12: Prüfung der Peakflächen auf Signifikanz mittels F-Test; ↑ hoch signifikant, ↔ kein 

Unterschied, da selbe Lösung, ↕ nicht signifikant 

 



204    

 

 

Abbildung 24: Veränderung der Peakform/-fläche nach 100 Injektionen; A Reihe erste Injektion, B 

Reihe hunderste Injektion, A1/B1 ohne AP, A27B2 mit Ergosterol 5 µg/mL, A3/B3 mit Ergosterol 

16,2 µg/mL, A4/B4 mit Nikotinamid 5 µg/mL 

 

Zusammenfassung der Ergebnisse: 

Nikotinamid als AP-Substanz war in allen Versuchen dem Ergosterol überlegen. Es lieferte homogenere 

Peakflächen (niedrigere RSD und flachere Steigung der Regressionsgeraden) und bessere 

Peakformen. Die Summe der Peakflächen war bei Nikotinamid am größten, trotz der etwas niedrigeren 

Anfangsflächen gegenüber den Anfangsflächen mit Ergosterol 16,2 µg/mL als AP. 

 

Interpretation der Ergebnisse: 

Cholesterol und Ergosterol kann man nicht generell als AP-Substanz bezeichnen. Zwar konnten positive 

Effekte in einer QuEChERS-Methode zur Bestimmung von Arzneistoffen in Vollblut gezeigt werden, 

jedoch nicht für die Untersuchung von Nikotin. Der Grund hierfür könnte in der unterschiedlichen 

Verdampfbarkeit und Retentionszeit der Analyten bzw. der AP-Substanzen liegen. Die verwendeten 

Arzneistoffe von Florian Plößl wiesen eine niedrigere Verdampfbarkeit und damit eine längere 

Retentionszeit auf als Nikotin. Der relative Retentionszeitenabstand bzw. der Abstand im 

Temperaturgradientenprogramm zwischen Arzneistoffen und Cholesterol war geringer als der von 

Nikotin und Ergosterol. Zwar werden für die Matrix-induzierten Effekte vor allem aktive Stellen 

(Metallkationen, freie Silanol-Gruppen) im Liner und die heiße Injektionstechnik (Liner-Temperatur 

250 °C) verantwortlich gemacht. Da die Injektionstemperatur aber bei allen Versuchen gleich blieb und 
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immer ein neuer desaktivierter Liner verwendet wurde, muss für die beobachteten Matrix-induzierten 

Effekte eine andere Begründung gefunden werden: 

Die unterschiedliche Verdampfbarkeit von Ergosterol, Nikotin und Nikotinamid spielt während der 

Injektion keine Rolle, da die Verdampfung der Lösung nur wenige zehntel Sekunden dauert. 

Die „analyte protectant“ Wirkung von Nikotinamid auf Nikotin hängt maßgeblich mit der Retentionszeit 

zusammen, da diese Analyten fast zeitgleich eluieren. Die Messung im MRM-Modus (vgl. Kapitel 3.2), 

macht eine Verfälschung der gemessenen Peakflächen unmöglich. Für die positiven Effekte von 

Nikotinamid müssen daher Effekte während der Trennung auf der 

5 %-Phenyl-95 %-Dimethylpolysiloxan Kapillarsäule verantwortlich gemacht werden.  

 

ZUSAMMENFASSUNG 

Nikotinamid ist als „analyte protectant“ Substanz zumindest für den Analyten Nikotin geeignet. Weitere 

Analyten wurden nicht getestet. Nikotinamid wurde nachfolgend immer als AP bei Flüssiginjektionen in 

Vorversuchen für die Analyse von Tabakalkaloiden in Milch und Schokolade verwendet 

(vgl. Kapitel 3.2). 

Die Entscheidung für die Verwendung von „analyte protectants“ oder einer „matrix matched“ 

Arbeitsweise ist je nach Problem und bindender Richtlinie zu treffen. Die Analyse von Produkten für den 

amerikanischen Markt kann nicht mit einer „matrix matched“ Arbeitsweise durchgeführt werden, da die 

FDA (Food and Drug Administration) und die US EPA (United States Protection Agency) diese 

Vorgehensweise nicht anerkennen, da nach ihrer Ansicht keine konstante Probenzusammensetzung 

für die Matrix gewährleistet werden kann [56]. Damit machen FDA und US EPA die Benutzung von APs 

zwingend nötig, um eine robuste Analytik zu erhalten. Nach den SANCO-Richtlinien sind „matrix 

matched“ Ergebnisse für die Lebensmittelanalytik im europäischen Raum jedoch verwendbar, unterliegt 

ein Analyt Matrix-induzierten Effekten so ist eine „matrix matched“ Arbeitsweise sogar zwingend 

erforderlich [59].  

Beide Arbeitsweisen liefern eine deutlich „bessere“ Analytik sowie höhere Peakflächen-/formen, und 

niedrigere LOD-, LOQ- und RSD-Werte. Ist kein unbelastetes Referenzmaterial verfügbar, ist keine 

„matrix matched“ Arbeitsweise möglich. Dem gegenüber steht ein extra Arbeitsschritt bei der 

Verwendung von APs, da diese erst zugesetzt werden müssen. Dafür sind die gemessenen Proben 

nicht auf eine Matrix beschränkt. Die Kehrseite davon ist eine stärkere Belastung und Verschmutzung 

des Gerätes, da die APs relativ meist hochkonzentriert eingesetzt werden müssen (mg/mL). 
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3 Methodenkonzepte für die Spurenanalytik 

 

Das Kapitel 3 und das Kapitel 1 sind die zwei grundsätzlich verschiedenen Teile meiner Arbeit. Das 

Kapitel 2 verknüpft beide Teile, indem es die „analyte protectants“ Wirkung von Sterolen in der 

Spurenanalytik beschreibt. 

 

3.1 Einleitung 

 

“Analytical Criteria of 6 Ss: Specificity, Sensitivity, Speed, Sampling, Simplicity and $!” 

Fred McLafferty (1984) 

 

Der amerikanische Chemiker Fred McLafferty (geboren 1923) gilt als einer der Pioniere und Wegbereiter 

der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS). In dem Zitat sind alle Kriterien enthalten, die 

moderne Methodenkonzepte für die Spurenanalytik erfüllen müssen: 

 

KRITERIEN: 

 Specificity 

Die Spezifität ist nach SANCO Richtlinie [54] die Fähigkeit des Detektors, unterstützt durch die 

Selektivität des aufgereinigten, notfalls derivatisierten Extraktes Signale zu erzeugen, welche 

eindeutig den Analyten identifizieren. GC-MS mit EI (electron ionisation) ist eine nicht-selektive 

Methode mit hoher Spezifität. Techniken mit hochauflösender Masse und/oder MSn besitzen 

sowohl hohe Selektivität als auch Spezifität [54]. Dieses Kriterium wird heutzutage 

hauptsächlich durch das Gerät bestimmt. Je leistungsfähiger das Gerät, desto höher die 

Spezifität. Eine langwierige Aufarbeitung von Proben ist daher nicht mehr nötig. Die Arbeiten 

im Kapitel 3.2 wurden mit MS2 (= Tandemmassenspektrometrie, auch als MS/MS bezeichnet) 

durchgeführt, um eine hohe Selektivität und Spezifität zu erreichen. 

 

 Sensitivity 

Die Veränderung in der Antwort eines messenden Systems (z.B. GC-MS), geteilt durch die 

dazugehörige Veränderung des Impulses, wird als Sensitivität bezeichnet [60]. Die Sensitivität 

hängt somit von dem generellen Ansprechverhalten des Analyten in seiner Matrix auf den 

Detektor und auf das Messinstrument ab. Leistungsfähige Geräte können durch eine sehr hohe 

Spezifität ihre Sensitivität steigern, da unerwünschte Komponenten aus der Matrix 
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ausgeblendet werden können (z.B. MS/MS). Die Nachweisgrenze (LOD) und die 

Bestimmungsgrenze (LOQ) sind somit auch abhängig von der Leistungsfähigkeit des Gerätes. 

Je höher die Signalstärkenänderung bei kleiner Änderung der Konzentration, desto höher ist 

die Sensitivität. Je sensitiver ein Gerät/Methode desto niedriger liegen LOD und LOQ. Gut 

aufgereingte Probenextrakte können einen positiven Einfluss auf LOD und LOQ haben. 

 

 Speed 

Die Geschwindigkeit spielt eine wesentliche Rolle in der analytischen Chemie. Durch kürzere 

Analysenzeiten können mehr Proben pro Zeiteinheit/Arbeitstag bewältigt werden. Es kommt zur 

Kostensenkung für die einzelne Analyse. Eine komplette Analyse umfasst den Probenzug, die 

Probenvorbereitung, die Trennung, die Detektion und die Datenauswertung. Bis zu 80 % der 

Gesamtzeit stecken meist immer noch in der Probenvorbereitung. Daher müssen schnellere 

Methoden entwickelt werden um damit Zeit und Kosten zu sparen (vgl. Kapitel 3.2) [61].  

 

 Sampling 

Der Probenzug ist ein wichtiger Punkt jeder Analyse. Er steht immer am Anfang jeder Analyse. 

Wird die Probe falsch gezogen, spiegelt sie nicht den tatsächlichen Querschnitt der gesamten 

Probe wider. Die Anzahl der zu entnehmenden Proben pro Charge ist reglementiert, da davon 

das Ergebnis beeinflusst wird [62]. Waren in den 80er Jahren noch große Mengen an 

Probenmatrix nötig, so können heute Proben mit wenigen Mikrogramm bis Milligramm 

untersucht werden, da die Leistungsfähigkeit der Analysenmethoden und der instrumentellen 

Ausstattung stark gestiegen ist (z.B. Mikrowellenaufschluss von pflanzlichen Material). Der 

Ansatz ist die Miniaturisierung (vgl. Kapitel 3.3) [61]. Dadurch können viele Arbeitsschritte 

während der Aufarbeitung automatisiert und geringere Mengen an Verbrauchsmaterialien 

verwendet werden, was wiederum Kosten und Zeit spart. 

 

 Simplicity 

Je einfacher die Analyse, insbesondere die Probenvorbereitung, desto weniger Fehler können 

gemacht werden. Die Häufigkeit von Aufarbeitungsfehlern sinkt. Man braucht für die 

Probenvorbereitung kein hochqualifiziertes Personal mehr, was zur Folge hat, dass Kosten 

gesenkt werden. Durch wenige Aufarbeitungsschritte kann zudem noch Zeit gespart werden, 

was sich wieder in den Gesamtkosten pro Analyse widerspiegelt. Durch die Verwendung von 

leistungsfähigen, hochselektiven und –sensitiven Geräten können die Aufarbeitungs- und 

Aufreinigungsschritte verkürzt oder einfacher werden, was jedoch einen höheren Anspruch an 

das Gerät und an die Auswertung bzw. an den Anwender (Fachpersonal) stellt (vgl. Kapitel 3.2)  
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 $  

Die Wirtschaftlichkeit einer Analyse sollte nicht im Mittelpunkt stehen, sondern die 

Zuverlässigkeit und Aussagekraft eines Ergebnisses. Die Kosten einer Analyse können 

hauptsächlich durch die oben genannten Faktoren wie speed (höherer Probendurchsatz), 

sampling (Miniaturisierung) und simplicity (Personal) gesenkt werden. Die Anschaffungspreise 

für leistungsfähige Systeme sind zwar hoch, dennoch sind die Personalkosten und der 

Zeitaufwand der ausschlaggebende Punkt um die Gesamtkosten zu senken.  

 
Erst durch die Probenvorbereitung wird der Analyt zugänglich für die Analyse. Die Auswahl der 

geeigneten Vorbereitung richtet sich nach den physikalisch-chemischen Eigenschaften des Analyten 

und nach der Matrix, in die der Analyt eingebettet ist. Für die Klassifizierung der 

Probenvorbereitungsmethoden gibt es verschiedene Möglichkeiten.  

Chen et al. [61] unterteilen in elf Hauptprinzipien:  

 durch Mechanik (z. B. Mahlen, Mischen) 

 durch die Schwerkraft (z.B. Sedimentation, Zentrifugation) 

 durch ein magnetisches Feld 

 durch Größenausschluss 

 elektrochemisch  

 durch Derivatisierung oder Markierung (z.B. Methylierung, Silylierung)  

 durch Abbau (z.B: Edman-Abbau, Verbrennung)  

 durch Filtration (z.B. Dialyse, Gelfiltration)  

 durch Phasentrennung (z.B. Flüssig-Flüssig-Extraktion, Soxhletextraktion)  

 durch Anlagerung (z.B: Festphasenmikroextraktion (SPME), Festphasenextraktion (SPE)) 

 durch geschwindigkeitsabhängige Methoden (z.B. Elektrophorese, Säulenchromatographie)  

 

Im Normalfall kommen mehrere Prinzipien während der Probenvorbereitung und Probenanalyse zum 

Tragen. 

 

In den folgenden Kapiteln 3.2 und 3.3 werden einzelne neu entwickelte Probenvorbereitungsmethoden 

näher beschreiben. An dieser Stelle soll nur kurz darauf eingegangen werden, welche Prinzipen nach 

Chen et al. [61] in meiner Arbeit Anwendung fanden. 
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Bereits in Kapitel 1 und im noch folgenden Kapitel 3.3 werden bei der Probenvorbereitung fünf der elf 

Hauptprinzipien eingesetzt, um die Ergebnisse der einzelnen Forschungsprojekte zu erhalten:  

 durch die Schwerkraft (Zentrifugation) 

 durch Phasentrennung (Flüssig-Flüssig-Extraktion (LLE)) 

 durch Anlagerung (dispersive Festphasenextraktion (dSPE)) 

 durch Derivatisierung oder Markierung (Silylierung) 

 durch geschwindigkeitsabhängige Methoden (Säulenchromatographie) 

Das Innovative an dieser Probenvorbereitung ist mit den verwendeten Prinzipien: a) der Einsatz 

geringster Probenmengen, b) die Aufreinigung des Extraktes durch die dSPE und c) der Ansatz zur 

Miniaturisierung. 

 

In Kapitel 3.2.2 werden bei der Probenvorbereitung vier der elf Hauptprinzipien erfolgreich kombiniert, 

um eine leistungsfähige Aufarbeitungsmethode zu erhalten:  

 durch Schwerkraft (Zentrifugation) 

 durch Anlagerung (SPME) 

 durch geschwindigkeitsabhängige Methoden (Säulenchromatographie) 

Das Innovative an dieser Probenvorbereitung ist: a) der Aufschluss der Analyten aus einer sehr 

schwierigen Matrix, b) Automatisierung, c) Nachweis der Analyten im g/kg- bzw. ng/kg-Bereich in einer 

Analyse und d) einfachste Probenaufarbeitung (vgl. simplicity) 

 

Ziel dieses Teils meiner Arbeit war es, neue Methodenkonzepte im Arbeitskreis zu etablieren um den 

steigenden Ansprüchen der Spuren- und Umweltanalytik gerecht zu werden. Im Fokus der 

pharmazeutischen Analytik stehen nicht nur Wirkstoffe in verschiedenen Darreichungsformen, sondern 

auch aus biologischen Matrices, wie Vollblut, Urin, Fleisch (vgl. Kapitel 3.3), pflanzlichen Geweben und 

Lebensmitteln (vgl. Kapitel 3.2). Florian Plößl legte mit seiner Dissertation: ”Neue Anwendungsformen 

der dispersiven SPE in der pharmazeutischen Analytik” [56] und mit der Publikation ”Multiresidue 

analytical method using dispersive solid-phase extraction and gas chromatography/ion trap mass 

spectrometry to determine pharmaceuticals in whole blood” [63] den Grundstein für moderne 

Methodenkonzepte, da er die QuEChERS Methode erstmals im Arbeitskreis einsetzte. Martin Giera 

konnte mit seiner Dissertationsschrift: „Entwicklung neuer Testsysteme zur Charakterisierung von 

Enzym-Inhibitoren des Post-Squalen-Abschnitts der Cholesterol- und Ergosterol-Biosynthese“ [1] und 

dem Artikel „Fast and easy in vitro screening assay for cholesterol biosynthesis inhibitors in the 

post-squalene pathway“ [2] die Mikro-Flüssig-Flüssig-Extraktion im Arbeitskreis etablieren. Beide 

setzten bereits erfolgreich die dispersive Festphasenextraktion ein. 
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Unter dem Begriff Methodenkonzepte verbirgt sich eine bestimmte Herangehensweise, wie man 

Analyten aus verschiedenen Matrices bestimmen kann. Dabei werden verschiedene Prinzipien der 

Probenvorbereitung in einer bestimmten Reihenfolge kombiniert. 

In den zwei nachfolgenden Kapiteln 3.2 und 3.3 werden moderne Probenvorbereitungen bzw. 

Methodenkonzepte vorgestellt, die eine leistungsfähige, hochselektive und –sensitive 

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) unumgänglich machen, da die Analysen mit 

einem Flammenionisationsdetektor (FID) und GC-Kopplung nicht möglich wären mit dem im folgenden 

verwendeten „aufgereinigten“ Extrakten. Durch den Einsatz der GC-MS und der neu entwickelten 

Methodenkonzepte können die analytischen Kriterien der 6 Ss nach Fred McLafferty erfüllt werden. Die 

im nachfolgenden vorgestellten Erbenbisse zeigen, dass sehr geringe Mengen an Analyt (Entspricht: 

einem Stückchen Würfelzucker im Stausee) eindeutig bestimmt werden können. Die Analytik von 

solchen Stoffen, in diesem Fall Nikotin, wäre in dieser Matrix (Schokolade) und in dieser Konzentration 

(ng/kg) vor ein paar Jahren noch schwer zu bewerkstelligen gewesen. Mit der hier vorgestellten 

Methode ist es jedoch „ein Kinderspiel“ (Kapitel 3.2.2). Das Methodenkonzept in Kapitel 3.3 ermöglicht 

es eine Vielzahl an Proben an einem Tag analysieren zu können, auch das wäre vor Jahren nicht 

möglich gewesen. 

 

VORSTELLUNG DER VERWENDETEN METHODENKONZEPTE IN DIESEM KAPITEL: 

 QuEChERS 

Das Wort QuEChERS ist ein Kunstwort, welches für quick, easy, cheap, effective, rugged und 

safe steht. Die sich dahinter verbergende Aufarbeitungsmethode ist sowohl für die LC als auch 

für die GC gleichermaßen anwendbar. Steven Lehotay und Michelangelo Anastassiades 

entwickelten ca. 2003 maßgeblich dieses Konzept [64].  

Im Grunde handelte es sich dabei nur um eine Flüssig-Flüssig-Extraktion (LLE), kombiniert mit 

einer dSPE. Durch den Zusatz von Salzen (v.a. Magnesiumsulfat, Natriumsulfat, 

Magnesiumchlorid und Natriumchlorid) zur Matrix und anschließende Homogenisierung wird die 

Ionenstärke erhöht und eine bessere Phasentrennung erreicht (Abbildung 25). Als 

Extraktionsmittel kommen zuweilen Acetonitril, Aceton oder Ethylacetat zum Einsatz. Zusätze, 

um ein bestimmtes pH-Millieu zu schaffen, sind manchmal von Vorteil bzw. erforderlich (vgl. 

Kapitel 3.2). Die dispersive Festphasenextraktion (dSPE) dient nur der Aufreinigung des 

Extraktes. Dabei kommen im Grunde die gleichen Sorbentien (funktionalisiertes Kieselgel) wie 

bei der SPE zum Einsatz, jedoch wird das dSPE-Material direkt in Pulverform dem Extrakt 

zugeführt. Abbildung 25 zeigt PSA als dSPE-Material. PSA ist ein mit primären und sekundären 

Aminogruppen funktionalisiertes Kieselgel, welches die Aufgabe hat Fettsäuren und andere 

hydrophile Substanzen zu binden. Der aufgereingte Extrakt (Verunreinigungen werden vom 

dSPE-Material gebunden) wird zuletzt mittels Zentrifugation vom dSPE-Material befreit bevor 

er der GC- oder LC-Analyse zugänglich ist. Das Konzept kommt v.a. in der Pestizidanalytik von 
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Lebensmitteln zum Einsatz, Florian Pößl konnte das Konzept auf die Analyse von Arzneistoffen 

in Vollblut ausdehnen [63, 65]. 

 

Abbildung 25: Methodenkonzept QuEChERS: einzelne Aufarbeitungsschritte und eingesetzte 

Reagenzien für die Bestimmung von Nikotin in Steinpilzen 

 

 SPME 

Unter dem Begriff SPME verbirgt sich der Begriff der Festphasenmikroextraktion 

(engl. solid phase micro extraction). Diese Methode wurde von Janusz Pawliszyn entwickelt und 

1990 erstmals vorgestellt [66]. Die Technik musste jedoch noch weiter ausgearbeitet werden 

um sie einem breiten Anwendungsfeld zur Verfügung stellen zu können. Erst Anfang des neuen 

Jahrhunderts waren die Entwicklungen bzgl. Software (Implementierung in bestehende 

Computerprogramme) und Hardware (Vollautomatisierung) abgeschlossen. Der einzige 

lizensierte Faser-Hersteller ist die Firma Supelco® (Bellafonte, USA).  

Wie schon der Name verrät, gibt es einige Ähnlichkeiten zur Festphasenextraktion 

(SPE, engl. solid phase extraction). In beiden Trenntechniken kommt es zur Anlagerung von 

Substanzen auf einem adsorptiven Material. Bei der SPE kann der Analyt auf der 

SPE-Kartusche angereichert werden und so die Begleitstoffe (Verunreinigung) entfernt werden. 

Jedoch ist es auch möglich, dass man den Extrakt durch gezielte Anreichung der Begleitstoffe 

auf der Katusche aufreinigt, dabei kommt es nicht zur Anreicherung des Analyten, da der Analyt 

nicht vom SPE-Material retardiert wird. Bei der SPME soll nur die Anreicherung des Analyten 
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auf der Faser, stattfinden die sich in einer Nadel befindet (Abbildung 26: Aufbau einer SPME-

Faser; aus Masterarbeit Florian Vetter []). Für die Anreicherung des Analyten auf der Faser 

(Umhüllung) stehen mittlerweile ca. 10 funktionaliserte Kieselgel-Materialien zur Verfügung. Der 

Vorteil der SPME-Technik ist, dass sie kein Lösungsmittel benötigt und zudem 

vollautomatisierbar ist, was die Technik vereinfacht und somit Kosten und Zeit spart (vgl. Kapitel 

3) [67]. Die Anreicherung eines Analyten kann an der ausgefahrenen Faser (Exposition, 

Abbildung 27 aus Masterarbeit Florian Vetter [78]) im Dampfraum (engl. head space, HS) oder 

in einer Flüssigkeit (engl. direct immersion) erfolgen [68]. Die Dampfraum-Analyse ist nur für 

leicht- bis mittelflüchtige Verbindungen geeignet, nichtflüchtige Matrixbestandteile stören somit 

die Analyse nicht. Die Analyse erfolgt dann entweder durch Thermodesorption im Liner der GC 

oder durch Herunterwaschen des Analyten von der Faser mit einem Fließmittel für die LC. 

 

 

Abbildung 26: Aufbau einer SPME-Faser; aus Masterarbeit Florian Vetter [69] 
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Abbildung 27: Ablauf der Mikroextraktion; aus Masterarbeit Florian Vetter [69] 

 

 Mikro-LLE 

Die Mikro-Flüssig-Flüssig-Extraktion (engl. micro-liquid-liquid extraction) ist im Grunde eine 

normale Flüssig-Flüssig-Extraktion, allerdings mit dem Unterschied, dass Kleinstmengen an 

Flüssigkeiten (< 1 mL) eingesetzt werden. Durch die stetige Verbesserung von leistungsfähigen 

und sensitiven Analysengeräten ist es möglich geworden, aus einem kleinen Probenvolumen 

die gewünschten Analyten dennoch nachzuweisen. Ein hoher Aufkonzentrierungsgrad ist daher 

nicht mehr notwendig. Durch die Mikro-LLE, welche als Teil der Miniaturisierung gesehen 

werden kann, können zum einen Verbrauchsmaterialen und Lösungsmittel gespart werden und 

zum anderen Arbeitszeit pro Probe, sprich ein höherer Probendurchsatz ist möglich. Erst durch 

die Mikro-LLE ist die dSPE sehr praktikabel geworden, da nur eine Zentrifuge für die 

Aufarbeitung benötigt wird und alle Schritte in Mikroraktionsgefäßen stattfinden können. Da die 

Analytkonzentration nach einer Mikro-LLE meist sehr gering ist, kommen meist sehr 

leistungsfähige Analysengeräte zum Einsatz (z.B. MS) 

 
ZUSAMMENFASSUNG 

Komplexe Matrices und Analyten sowie ein steigender Anspruch an die Methoden selbst (z.B. LOD, 

LOQ, Probendurchsatz, Minimierung von Matrixeffekten) machen die Entwicklung von neuen, 

leistungsfähigen Probenvorbereitungen und Methodenkonzepten unumgänglich. Durch die Einführung 

der SPME-Technik im Arbeitskreis und durch die Erweiterung der Mikro-LLE auf Organe, in diesem Fall 

Leber, konnten die analytischen Möglichkeiten im Arbeitskreis deutlich erweitert werden.  
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3.2 Bestimmung von Tabakalkaloiden in komplexen 

Matrices 

 

3.2.1 Einleitung 

Die Analyse von Nikotin in pflanzlicher Matrix und Speisepilzen war bereits Thema meiner Diplomarbeit 

[70]. Auf dieser Arbeit basiert der nachfolgend zusammengefasste Artikel, der zur Hinführung auf das 

Kapitel 3.2.2 dienen soll. Dieser Artikel war der Grundstein für die Zusammenarbeit mit 

Herrn Prof. Dr. Elmar Richter vom Walther-Straub Institut für Pharmakologie und Toxikologie München. 

Daraus resultierte zum größten Teil Kapitel 3.2.2 sowie die gesamte Masterarbeit von Florian Vetter. 

Zudem begründet der Artikel, warum die analyte protectants Wirkung von Ergosterol und Nikotinamid 

am Analyten Nikotin in Kapitel 2 untersucht wurde.  

 

Müller C, Bracher F, Plössl F. Determination of nicotine in dried mushrooms by using a modified 

QuEChERS approach and GC-MS-MS. Chromatographia 2011;73:807-11. 

 

Nikotin, das Hauptalkaloid der Tabakpflanze (Nicotiana tabacum) wurde Anfang des letzten 

Jahrhunderts als Pflanzenschutzmittel eingesetzt, zumal es leicht und billig aus der Tabakpflanze 

extrahiert werden konnte. Auch in anderen Nachtschattengewächsen (Solanaceae) kann Nikotin 

nachgewiesen werden, jedoch in deutlich niedrigeren Konzentrationen. So enthält z.B. die Tomate eine 

Nikotin-Konzentration von 0,055 mg/kg (Trockengewicht), dem gegenüber steht ein Gehalt von 

70.000 mg/kg (Trockengewicht) in der Tabakpflanze. Es ist bekannt, dass auch andere Pflanzen in sehr 

niedrigen Konzentrationen Nikotin enthalten können, z.B. der Blumenkohl (Brassica oleracea), der zur 

Familie der Brassicaceaen gehört. Der Einsatz von Nikotin als Pflanzenschutzmittel ist EU-weit 

verboten, da schon geringste Dosen zu Vergiftungen führen und 50 mg peroral eingenommen tödlich 

sind. 

Heutzutage werden besser wirkende, synthetisch hergestellte Analoga des Nikotins eingesetzt, da der 

Einsatz von Nikotin als obsolet gilt und die Anwendung von Nikotin als Pestizid zudem verboten ist. 

Moderne Analysenkonzepte sind daher in der Regel nicht mehr auf das Erfassen von Nikotin ausgelegt. 

Aktuelle Analysenmethoden können bis zu 200 verschiedene Pestizide mit einem 

Aufarbeitungsprotokoll in einem Lauf erfassen (sogenannte Multimethoden). Der Vorteil dieser 

Methoden liegt in ihrer Selektivität und Sensitivität, welche dem MRM-mode des Massenspektrometers 

geschuldet ist, jedoch mit dem Nachteil, dass sie für andere Pestizide, in dem Fall für Nikotin, „blind“ 

sind (vgl. 3.2.2). 
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Das Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR) konnte 2006 Nikotin, welches damals illegal als Insektizid 

in den Tierställen eingesetzt wurde, in Hühnereiern nachweisen. Viel überraschender war es, dass Ende 

2008 das BfR Nikotin auch in getrockneten Speisepilzen gefunden hat. Eine eindeutige Klärung des 

Befundes gab es nicht. Ob Nikotin in diesem Fall als Kontamination, Pestizid oder als 

Pflanzeninhaltsstoff angesehen werden muss, war unklar. Es wurden Proben mit einer bis zur 

100-fachen Grenzwertüberschreitung (Grenzwert: 0,09 mg/kg Trockengewicht) vom BfR gemessen, 

folglich waren fast alle getrockneten Pilze nicht verkehrsfähig. Davon betroffen waren vor allem 

getrocknete Steinpilze aus China. Geringere Konzentrationen, jedoch immer noch über dem geltenden 

Grenzwert, wurden auch in anderen Pilzen aus anderen Herkunftsländern gefunden [71, 72]. Handelt 

es sich jedoch um natürliche Pflanzeninhaltsstoffe gelten die festgesetzten Grenzwerte nicht, da diese 

nur für Kontaminationen oder Pestizideinsatz gelten. Lebensmittel können also im Handel bleiben, trotz 

Grenzwertüberschreitung eines Bestandteils, solange dieser als natürlicher Inhaltsstoff bekannt ist, 

jedoch sollten auch diese Inhaltsstoffe kontrolliert werden. 

Aufgrund der Tatsache, dass es keine modernen Analysenmethoden für die Bestimmung des Nikotins 

in Pilzen gibt und dass es unklar war/ist woher das gefundene Nikotin stammt, wurde von mir eine 

leistungsfähige GC-MS/MS Methode im MRM-mode erarbeitet. Durch Abänderung der 

QuEChERS-Aufarbeitung, Quellen mit Natronlauge, Verwendung von Ethylacetat anstatt dem 

gängigeren Acetonitril und Optimierung der Salzmenge und -art, gelang es, Nikotin weit unter dem 

geltenden Grenzwert von 0,09 mg/kg zu detektieren (LOD 0,006 mg/kg). Die Bestimmungsgrenze 

(LOQ) lag bei 0,020 mg/kg. Der Arbeitsbereich der Methode lag bei 0,02-10,00 mg/kg, mit einem 

Bestimmtheitsmaß R2 von 0,9998. Die durchschnittliche Wiederfindungsrate war annähernd 100%, die 

Methodenpräzision und Gerätepräzision konnte mit einer relativen Standardabweichung (RSD) von 6% 

bzw. 3% bestimmt werden. 

Mit dieser Methode wurden anschließend verschiedene getrocknete Pilzproben untersucht. In acht 

gekauften Steinpilzproben konnte Nikotin in einer Konzentration von 0,03 – 3,30 mg/kg gefunden 

werden, in zwei selbst gesammelten Steinpilzproben konnte kein Nikotin nachgewiesen werden. In 

weiteren 69 gesammelten Wildpilzproben konnte in 23 Proben kein Nikotin nachgewiesen werden. In 

46 Proben war schließlich Nikotin nachweisbar (Gehalt lag zwischen LOD und LOQ). Davon konnten 

15 Proben auch quantifiziert werden. Die gefundenen Konzentrationen lagen jedoch unter dem 

geltenden Grenzwert (0,020 – 0,056 mg/kg). 

Die Methode ist somit bestens für die Bestimmung von Nikotin in getrockneten Pilzen geeignet. Die 

Herkunft des Nikotins bleibt weiter unklar. Meine Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass es 

eine hohe Belastung bei gekauften und eine niedrige Belastung bei selbst gesammelten Pilzen gibt. Die 

Frage, ob Nikotin als Pflanzenschutzmittel eingesetzt wurde oder nicht, bleibt ungeklärt, ebenso die 

Frage ob Nikotin ein natürlicher Pflanzeninhaltsstoff von Pilzen ist. 
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Bis zur endgültigen Klärung des Problems wurde am 25.08.2010 von der EU ein vorrübergehender 

Grenzwert von 1,2 mg/kg (Trockengewicht) in Wildpilzen und von 2,3 mg/kg (Trockengewicht) in 

Steinpilzen festgelegt [73]. 
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3.2.2 Methodenkonzept: Festphasenmikroextraktion 

 

Müller C, Vetter F, Richter E, Bracher F. Determination of caffeine, myosmine, and nicotine in chocolate 

by headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-tandem mass 

spectrometry. Journal of Food Science 2014;79:251-55. 

 

3.2.2.1 Zusammenfassung 

Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Elmar Richter zeigten, dass die Alkaloide Nikotin und 

Myosmin (beides Tabakalkaloide) in Futtermitteln vorkommen und sich in der Kuh in Horn, Pansensaft, 

Plasma und Urin anreichern. Durch die Messung im MRM-mode (folglich „blind“ für andere Analyten) 

konnte Myosmin ebenfalls in Kuhmilch und Schokolade nachgewiesen werden [74], daher konnte kein 

Nikotin erfasst werden. Da Myosmin hauptsächlich als Nebenalkaloid des Nikotins auftritt, stellte sich 

anfänglich die Frage, ob auch in Milch, Milchprodukten und Schokolade (v.a. Milchschokolade) Nikotin 

gefunden werden kann.  

Die entwickelte Methode von Tyroller et al. [74] (ehemaliger Mitarbeiter von Herrn Prof. Dr. Richter) war 

zwar praktikabel, jedoch wurde sie den Kriterien der 6 Ss (vgl. Kapitel 3) nur schwer gerecht, da viele 

Aufarbeitungsschritte, ein hoher Zeitaufwand und die Verwendung eines chlorierten Lösungsmittels 

(Dichlormethan) nötig war. Die Methode verwendete nach Aufschluss der Matrix (Gemüse, Milch und 

Obst) entweder die SPE-Technik oder die präparative Dünnschichtchromatographie (DC) zur 

Aufreinigung/Anreicherung des Analyten, gefolgt von einer GC-MS Analyse. Herr Prof. Dr. Richter 

wandte sich nach Veröffentlichung des in Kapitel 3.2.1 geschilderten Artikels an uns wegen der 

Entwicklung einer verbesserten Analysenmethode und zur Überprüfung, ob Nikotin in Milch und 

Milchprodukten vorkommt. Die Ergebnisse dazu finden sich in der von mir mitbetreuten Masterarbeit 

von Florian Vetter [69]. 

Eine einfache LLE, SLE (Fest-Flüssig-Extraktion; engl. solid (supported) liquid extraction) oder die 

QuEChERS-Methode, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, lieferten in Vorversuchen keine 

zufriedenstellenden Ergebnisse für die beiden Matrices Milch und Schokolade. Daher musste eine neue 

Möglichkeit gefunden werden, um Nikotin möglichst einfach analysierbar zu machen.  

Die SPME-Technik erwies sich als am besten geeignet, da sie ohne große Aufarbeitungsschritte 

auskommt und die Analyten flüchtig sind. Die neu entwickelte SPME-Methode funktionierte bereits 

alleine nach Alkalisierung der Probe [70] und Salzzugabe (Natriumcarbonat) zur Steigerung der 

Extraktionseffizienz. Die Methode wurde im Anschluss daran weiter optimiert bezgl. der 

SPME-Bedingungen (Temperatur, Equilibrierungszeit, Schüttelstärke), der Probemenge und der 

idealen Salzzugabe. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze konnte durch einen zusätzlichen Schritt 

ca. um den Faktor zehn gesenkt werden. Die Analyten werden zuerst im stark Sauren protoniert, damit 

sie sich besser in der wässrigen Phase lösen können. Durch Zentrifugation kommt es zur Trennung der 
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Matrix und der wässrigen Phase. Ein Aliquot (3,5 mL) der wässrigen Phase wird entnommen, 

neutralisiert und in ein Headspace-Vial geben, welches 3,5 g Natriumcarbonat enthält. Die Probe wird 

anschließend vollautomatisch mit der SPME-Technik und GC-MS/MS analysiert. 

Die Analyten Coffein, Myosmin und Nikotin sind bekannte Pflanzeninhaltsstoffe. Sie kommen in 

diversen Pflanzen verschiedenster Familien vor und gelten als bioaktiv. Coffein regt das zentrale 

Nervensystem an, wirkt am Herzen positiv inotrop, positiv chronotrop, an den Bronchien dilatorisch und 

regt die Magensäuresekretion an [7]. Zwar besitzt Coffein Suchtpotential, welches durch körperliche 

Abhängigkeit und Entzugssymptome (z.B. Kopfschmerzen, Müdigkeit) geprägt ist, dennoch schadet es 

dem gesunden Menschen auch unter Langzeitanwendung nicht [7, 75]. Myosmin wirkt 

vasokonstriktorisch, schädigt die Fruchtbarkeit und wirkt karzinogen [74]. Nikotin wirkt ebenfalls 

vasokonstriktorisch, sowie hypertonisch und psychomotorisch [7]. Im Gegensatz zu Coffein besitzt es 

eine hohe Toxizität und ein hohes Suchtpotential, weswegen für Nikotin festgeschriebene MRL-Werte 

für Lebensmittel existieren (vgl. Kapitel 3.2.1) [71]. Diese Werte sind nur gültig, wenn Nikotin durch 

Kontamination oder als Pestizid in das Lebensmittel gelangt ist (vgl. Kapitel 3.3.1). Handelt es sich 

jedoch um einen natürlichen Pflanzeninhaltsstoff dürfen die Werte auch den Grenzwert überschreiten, 

sollen aber kontrolliert werden.  

In erschlossenen/bevölkerten Gebieten gelten v.a. Coffein und Nikotin als ubiquitär vorhanden, da sie 

vom Menschen in verschiedenster Form (Arzneistoffe, Lebensmittel, Tabakwaren) aufgenommen und 

wieder ausgeschieden werden. So konnte z.B. eine spanische Forschergruppe Nikotin in spanischen 

Mineralwassern nachweisen [76]. Beide Stoffe können als Indikatoren für den menschlichen Eingriff ins 

bzw. für die Verschmutzung des Ökosystems angesehen werden.  

Die Analyse von Coffein oder Nikotin mit HS-SPME-GC-MS ist bereits mehrfach beschrieben. Nikotin 

wurde in Urin von rauchenden Müttern und Coffein aus verschiedenen wässrigen Matrices (z.B. 

Getränke, Speichel, Urin) bestimmt [77, 78]. Aber es ist bisher keine Methode oder Technik 

beschrieben, die alle drei Analyten auf einmal erfasst, geschweige in den schwierigen Matrices Milch 

und Schokolade. Die Masterarbeit von Florian Vetter beschäftigt sich hauptsächlich mit der Entwicklung 

einer SPME-Methode und der Bestimmung von Nikotin in Milch und Sahne, sowie von Schokolade [69]. 

Der Artikel in Kapitel 3.2.2.2 befasst sich ausschließlich mit der Matrix Schokolade, da dort 

nennenswerte Mengen an Nikotin gefunden wurden.  

Eine weitere Herausforderung für die Methodenentwicklung war der große Konzentrationsunterschied 

der Analyten im Bereich von mg/kg für Coffein und von ng/kg für Myosmin und Nikotin (Faktor 100.000). 

Da keine unbelastete Probe zur Verfügung stand und die Herstellung von artifizieller Schokolade 

schwierig ist, wurden deuterierte Referenzsubstanzen verwendet, um der SANCO-Richtlinie und den 

auftretenden Matrixeffekten gerecht zu werden (vgl. Kapitel 2) [54]. Trotz der aufgeführten 

Schwierigkeiten konnte eine leistungsfähige Methode mit sehr niedrigen LOD und LOQ nach DIN 32645 

[79], berechnet aus der Kalibriergeraden, erarbeitet werden. Die durchschnittliche Wiederfindungsrate 
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für alle drei Analyten bei drei unterschiedlichen Konzentrationen lag bei 94,1 % (n = 9) (vgl. 

Kapitel 3.2.2.2, im Artikel Tabelle 2). 

Neben der Methodenentwicklung und Validierung stand das Vermessen von Proben im Mittelpunkt. 

Insgesamt wurden 30 Schokoladenproben von 5 verschiedenen Herstellern untersucht. Der 

Kakaogehalt variierte von 30 % (Vollmilchschokolade) bis zu 99 % (Bitterschokolade). Die Ergebnisse 

wurden als Mittelwerte einer dreifachen Bestimmung und unter Angabe des 95 %-Konfidenzintervalls 

(siehe Kapitel 3.2.2.2, im Artikel Grafik 1 und 2) angeben, da die Angabe einer Standardabweichung 

bei n = 3 Messungen keine Aussagekraft besitzt [80]. Der durchschnittliche Coffeingehalt lag bei 

1640 mg/kg (420-2780 mg/kg). Eine Korrelation zwischen steigendem Coffeingehalt und Kakaogehalt 

konnte mit Hilfe einer Spearman-Korrelation eindeutig nachgewiesen werden (rs = 0,9158). In allen 

Proben konnte ebenfalls Nikotin in einem Konzentrationsbereich von 230-1590 ng/kg (durchschnittlich 

645 ng/kg) ermittelt werden. Die Korrelation zwischen steigenden Kakaogehalt und Nikotingehalt war 

nur mäßig (rs = 0,5634), ein Zusammenhang zwischen steigendem Coffein- und Nikotingehalt war 

schwach (rs = 0,3588). Eine deutliche Korrelation wäre hier von Vorteil gewesen, da man durch die 

wesentlich einfachere Analyse von Coffein Rückschlüsse auf den Nikotingehalt hätte ziehen können. 

Myosmin konnte in keiner Probe nachgewiesen werden, dies steht im Widerspruch zu den oben 

aufgeführten früheren Ergebnissen von Tyroller et al. [74]. Die verschiedenen gemessenen 

Coffeingehalte stimmen mit literaturbekannten Werten weitestgehend überein. 

Mit dieser Methode konnte zum ersten Mal Nikotin eindeutig in Schokolade gefunden und quantifiziert 

werden. Da die Höchstwerte nur ein Sechstel des geltenden MRL von 0,01 mg/kg betragen, sind 

untersuchten die Schokoladen als voll verkehrsfähig einzustufen, auch wenn der Grund der Belastung 

unklar ist. Die von derart „belasteter“ Schokoladen ausgehende Gesundheitsgefahr ist als (sehr) gering 

einzustufen. 
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3.2.2.2 Artikel 
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3.2.2.3 Beitrag am Artikel 

Der gesamte Artikel wurde von mir verfasst sowie alle dazu gehörigen Versuche wurden von mir selbst 

durchgeführt. In vielen Vorversuchen zur Aufarbeitung von Milch und Schokolade zeigte sich die 

SPME-Technik als vielversprechendste Möglichkeit. Florian Vetter entwickelte und validierte in seiner 

Masterarbeit, welche von Prof. Dr. Franz Bracher und mir betreut wurde, die Spurenanalyse von 

Tabakalkaloiden in Milchprodukten mittels Festphasenmikroextraktion und 

Tandem-Massenspektrometrie [69]. Auf meine Anregung hin hatte er bereits einige Schokoladenproben 

auf den Nikotingehalt hin untersucht. Die Matrix Schokolade im Zusammenhang mit Milchprodukten 

empfand ich als besonders interessant. Die entwickelte Methode von Florian Vetter [69] wurde von mir 

für die in diesen Artikel beschriebene Untersuchung für die spezielle Anwendung der Matrix Schokolade 

modifiziert (andere Volumina und Aufarbeitungsschritte geändert), und um das biogene Xanthinalkaloid 

Coffein erweitert. Prof. Dr. Elmar Richter führte die Berechnungen zur Spearman-Korrelation durch und 

war wie Prof. Dr. Franz Bracher für die Verbesserung des Manuskripts verantwortlich.  
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3.3 Bestimmung von Cholesterol in Mäuseleber 

3.3.1 Einleitung 

Mit der Erfahrung in der Sterol-Analytik (vgl. Kapitel 1) und mit der Flexibilität auf verschiedenste 

analytische Fragestellungen (vgl. Kapitel 3.2) einzugehen, wurden Prof. Dr. Franz Bracher und ich für 

die Bestimmung von freiem und verestertem Cholesterol in Mäuseleber von Prof. Dr. Martin Biel, 

Prof. Dr. Christian Wahl-Schott und Dr. Dr. Christian Grimm vom Department für Pharmazie Zentrum 

für Pharmaforschung und Center for Integrated Protein Science München als Kooperationspartner 

gewonnen. 

Wie schon in Kapitel 1.2 beschrieben ist Cholesterol ein wichtiger Bestandteil der humanen Zellen 

sondern natürlich auch von ganzen Geweben (v.a. Leber). Cholesterol selbst kommt dabei frei, also 

unverestert, oder aber mit einer Fettsäure (z.B. Palmitinsäure, Ölsäure, Linolsäure) verestert vor 

(Abbildung 28).  

 

 

Abbildung 28: Freies Cholesterol (links) und gebundenes Cholesterol als Cholesterolpalmitat (rechts) 

 

Beltroy et al. [81] untersuchten 2007 die Konzentrationen von freiem und verestertem Cholesterol in 

Mäuseleber. Die verwendete Aufarbeitungsmethodik gilt, nicht einmal 10 Jahre später, als veraltet und 

wird den Kriterien der 6Ss (vgl. Kapitel 3.1) nur schwer gerecht. Daher soll an dieser Stelle kurz auf die 

Methode von Beltroy eingegangen werden, um dann in Kapitel 3.3.2 das neu entwickelte 

Aufarbeitungskonzept vorzustellen. 

Freies und verestertes Cholesterol wurde aus homogenisierten Mäuseleber-Aliquoten (0,6-0,8 g) mit 

100 mL Chloroform/Methanol extrahiert. Chloroform gilt als gesundheitsgefährdend. Anschließend 

wurden 20 mL des Extraktes unter Stickstoff zur Trockene eingedampft und der Rückstand in 2 mL 

Hexan/TBME-Mischung aufgenommen. Die Aufreinigung des aufkonzentrierten Extraktes erfolgte 

mittels SPE. Das veresterte Cholesterol wurde zuerst mit 18 mL Hexan/TBME-Mischung von der 

SPE-Kartusche gewaschen, bevor das unveresterte Cholesterol mit 18 mL einer Mischung aus 

TBME/Eisessig extrahiert wurde. Beide Fraktionen wurden wieder eingedampft und mit alkoholischer 

Kalilauge verseift. Um nun das Cholesterol der Gaschromatographie zugänglich zu machen wurden die 
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alkalischen Lösungen in einer Flüssig-Flüssig-Extraktion mit Petrolether extrahiert und Aliquote davon 

injiziert. Eine Derivatisierung des Cholesterols erfolgte nicht. Leider wurden in dem Extraktionsprotokoll 

keine weiteren Angaben zu Volumina gemacht, es ist aber davon auszugehen dass sicherlich jeweils 

Volumina >10 mL verwendet wurden. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine große Menge an 

Lösungsmitteln verbraucht wurde sowie ein hoher Zeitaufwand von Nöten war um den jeweiligen 

Lösungsmittelwechsel durchzuführen. 
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3.3.2 Methodenkonzept: Mikro-Flüssig-Flüssig-Extraktion 

 

Grimm C, Holdt LM, Chen C-C, Hassan S, Butz E, Spahn S, Northoff B, Müller C, Castonguay J, Luber 

CA, Kissing S, Schröder B, Fendel C, Klugbauer N, Griesbeck O, Moser M, Bracher F, Teupser D, Mann 

M, Haas A, Saftig P, Biel M, Wahl-Schott C. Two-pore 2 deficient mice are susceptible to 

hyperlipoproteinemia, hepatic cholesterol accumulation and fatty liver hepatitis, 2013, eingereicht 

 

3.3.2.1 Zusammenfassung 

Endosomen und Lysosomen sind wichtige Bestandteile von Zellorganellen. Sie sind beteiligt am 

Transport und Abbau von (Lipo-)Proteinen und anderen Makromolekülen sowie von Lipiden, 

Nukleinsäuren und Kohlenhydraten. Die Vesikel besitzen Rezeptoren und Liganden für den 

Recycling-Pathway oder für den Degradations-Pathway (vgl. Kapitel 3.3.2.2; Grafik 1 in folgenden 

Artikel). Verschiedenste Interaktionen von SNARE-Proteinen (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-

factor attachment receptor) sind innerhalb des endolysosomalen Systems verantwortlich für 

Fusionsprozesse und für den Stofftransport. 

Es wird angenommen, dass für die Fusion von zwei Vesikelmembranen ein lokaler Anstieg der 

Calcium-Konzentration notwendig ist. Inwieweit die Bereitstellung von Calcium für den Fusionsprozess 

ausschlaggebend ist und woher das Calcium stammt ist unklar. In den Membranen von intrazellulären 

Vesikeln wurden bereits eine Reihe von Ionenkanälen als mögliche Calcium-Transportsysteme 

identifiziert. Eine Klasse dieser Ionenkanäle sind die Zwei-Poren-Kanäle (eng. two-pore channel, TPC), 

da bereits gezeigt wurde, dass diese Calcium freisetzen können. TPC1 kommt hauptsächlich in 

Endosomen vor, während TPC2 in den späten Endosomen und Lysosomen lokalisiert ist. Die genaue 

Funktion der TPCs bei der Fusion und dem Transport von Vesikeln war ebenfalls unklar.  

Zur Aufklärung der Rolle von TPCs wurden eine Vielzahl an Versuchen und Techniken (vgl. 

Kapitel 3.3.2.2 wie im Artikel beschrieben) eingesetzt: a) durch Proteomik-basierende TPC2 

Interaktions-Studien b) durch Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer-Messungen (FRET), c) durch Co-

Immunpräzipitation und Western-blotting, d) durch Patch-Clamp Experimente an Endo/Lysosomen, 

e) durch TPC2 knock-out Mäuse, f) durch Transportexperimente mittels Immunocytochemie, g) durch 

endolysosomale pH-Wert-Messungen, h) durch Bestimmung von unverestertem und verestertem 

Cholesterol in Mäuselebern (mein Anteil an diesem Artikel), i) und durch Bestimmung des 

Cholesterol-Spiegels in Leber und Blut, j) durch Transkriptom-Analysen. 

Dabei konnten verschiedene SNARE-Proteine als Interaktionspartner des TPC2 Kanals identifiziert 

werden, v.a. die Syntaxine (STX6, STX7 sowie STX12/13) und Tranferrin Rezeptor 1 (engl. transferrin, 

Tf). Die Interaktion von TPC2 mit STX7 wurde mit Co-Immunpräzipitation und FRET bestätigt. Ein 

Defekt von TPC2 unter Beteiligung von STX7 im Degradation-Pathway führte zu einer Anreicherung 
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von LDL in endolysosomalen Vesikeln. Dies konnte zudem durch fluoreszenzmarkiertes LDL gezeigt 

werden.  

Im Recycling-Pathway wurde die Bedeutung von STX12/13 mit TPC2 untersucht. Dabei wurde 

markiertes Transferrin benutzt. Auch hier kam es zu einem Anstieg von Tf im Vesikel in defekten 

TPC2-Zellen.  

Die knock-out Mäuse mit defektem TPC2 zeigten im Vergleich zu „normalen“ Mäusen folgende 

phänotypischen Ausprägungen: a) Hyperlipoproteinämie, b) Anreicherung hepatischen Cholesterols, 

c) Fettleber-Hepatitis. Eine Bestätigung erfolgte durch Transkriptom-Anaylsen. Diese zeigten nur in 

TPC2 defekten Mäusen eine Hochregulierung von hepatischen Enzymen die an der 

Gallensäure-Bildung und an der Bildung von Cholesterolestern beteiligt sind, sowie eine 

Niederregulierung der endogenen hepatischen Cholesterol-Biosynthese. 

 

Die genaue quantitative Bestimmung des hepatischen unveresterten und veresterten Cholesterols 

wurde mit einer von mir eigens dafür entwickelten Methode durchgeführt, um den Anforderungen der 

6Ss gerecht zu werden (vgl. Kapitel 3.1). Die Methode stand ganz im Zeichen der Miniaturisierung, 

daher kam die Mikro-Flüssig-Flüssig-Extraktion kombiniert mit der dSPE zum Einsatz. Die eingesetzten 

Mäuseleber-Aliquote (40-120 mg) betrugen dabei nur ein Zehntel derer von Beltroy [81]. Dadurch konnte 

wertvolles und nur in begrenzten Menge verfügbares Probenmaterial gespart werden und die restliche 

Leber ist für weitere Versuche zugänglich. Die Lebern wurden in 2 M Natronlauge schonend lysiert, um 

einen homogenen Extrakt herzustellen (10 mg Leber pro mL). Nach der Zelllyse wurden die Proben 

unterteilt in jeweils 50 µL zur Bestimmung von unverestertem Cholesterol (n = 5, Ansatz A) und 100 µL 

zur Bestimmung des Gesamt-Cholesterols (ebenfalls n = 5, Ansatz B), welches sich aus verestertem 

und freiem Cholesterol zusammensetzt (Abbildung 29). Ansatz A erfasst nur freies Cholesterol 

(Abbildung 28) obwohl Cholesterolester darin vorkommen und Ansatz B erfasst nach Esterhydrolyse 

freies Cholesterol und ehemaliges verestertes Cholesterol. Um die Cholesterolester zu hydrolysieren 

wurden die Lysate (Ansatz B) mit 1 M ethanolischer Natronlauge für zwei Stunden bei 60 °C gelagert. 

Beiden Lösungen (Ansatz A und B) wurde 5 mL destilliertes Wasser zugegeben und gegen 1000 µL 

TBME ausgeschüttelt. Die Flüssig-Flüssig-Extraktion wurde mit weiteren 800 µL TBME wiederholt. Die 

vereinigten organischen Extrakte wurden mittels dSPE weiter aufgereinigt (siehe QuEChERS, 

Kapitel 3.1). Bevor die Proben mittels GC-MS (Ionenfalle) analysiert wurden, wurden sie mittels 

MSTFA/TSIM-Mischung silyliert (vgl. Kapitel 1). Die GC-MS Bedingungen wurden speziell auf die 

Analyse von Cholesterol hin optimiert, da in diesem Fall keine Auftrennung von verschiedenen Sterolen 

notwendig war. Die GC-Laufzeit wurde durch einen steileren Temperaturgradienten im Vergleich zu den 

Cholesterol- bzw. Ergosterol-GC-MS Bedingungen verkürzt. 
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Abbildung 29: Chromatogramme der Cholesterolbestimmung in Mäuseleber; A: nur nach Zelllyse zur 

Bestimmung des freien Cholesterols (Split 1:3); B: gleiche Leberprobe nach alkalischer Hydrolyse zur 

Bestimmung des Gesamt-Cholesterols (Split 1:15) 

 

Die Identifizierung der einzelnen Cholesterolester, die v.a. bei Mäusen mit defektem TPC2 auftraten 

(vgl. Kapitel 3.3.2.2; Grafik 5e im Artikel), war für die Interpretation der Ergebnisse nicht erforderlich 

bzw. war mit dieser Methode auch nicht möglich. Wie in Abbildung 30 gezeigt lieferte die Analyse der 

Proben zwar verschiedene Peaks mit den charakteristischen Fragmenten für Cholesterol m/z 368 

[M-H2O]+, m/z 353 [M-Me-H2O]+, m/z 255 [M-Sc-H2O]+ [51], aber keine auswertbaren Signale für 

mögliche Cholesterol-Fettsäureester. Die Fettsäuren wurden während der Ionisierung abgespalten, so 

konnten die Cholesterol-Fettsäureester zwar chromatographisch getrennt, jedoch nicht weiter 

charakterisiert werden, da dazu eindeutige Molekülionen [M]+ fehlten. Das Spektrum von 

Cholesterol-TMS-Ether zeigt hingegen ein [M]+ Fragment (m/z 458). Durch eine sanftere Ionisation wäre 

eine Detektion der Cholesterolester [M]+ Fragmente vorstellbar. 

Cholesterol-TMS-Ether 

Cholesterol-TMS-Ether 
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Abbildung 30: MS Spektren der Cholesterolester in TPC2 defekten Mäuselebern 

 

Mit der hier beschriebenen Aufarbeitungsmethode war es möglich, die 160 Proben für diesen Versuch 

an zwei Tagen aufzuarbeiten (16 Mäuseleber-Aliquote mit jeweils einer 5-fach Bestimmung für freies 

und verestertes Cholesterol). Der Verbrauch an Lösungsmitteln und der Zeitaufwand pro Probe waren 

gering. Die beschriebene Methode nach Beltroy [81] kann mit der neu entwickelten Methode nicht Schritt 

halten.  
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3.3.2.2 Artikel 

 

Da sich der beschriebene Artikel (Stand 07.11.2013) noch in der Begutachtungsphase befindet, konnte 

dieser noch nicht in meine Arbeit eingefügt werden. 

 

3.3.2.3 Beitrag am Artikel 

Mein Betrag an dem Artikel war die Methodenentwicklung, Durchführung und Auswertung der 

gesammelten Daten für die Bestimmung von freiem und verestertem Cholesterol in Mäuseleber mittels 

GC-MS. Zusammen mit Prof. Dr. Franz Bracher, der mich zudem bei der Methodenentwicklung 

unterstützte, war ich bei der Interpretation der Daten und Kommentierung des Manuskripts, sowie an 

der Erstellung unseres Methodenteils im Skript verantwortlich. Christian Grimm konzipierte die 

Versuche, sammelte die Daten, analysierte diese und erstellte das Manuskript zusammen mit 

Prof. Dr. Martin Biel und Prof. Dr. Christian Wahl-Schott. Die Aufgaben der anderen Mitautoren waren 

ähnlich wie meine nur in ihrem jeweiligen Themengebiet. 
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3.4 Diskussion zur Spurenanalytik 

Durch die stetige Entwicklung neuer Analysengeräte und neuer Analysenmethoden ist die analytische 

Chemie einem permanenten Entwicklungsdruck und Wandel ausgesetzt, da die Spezifität, Sensitivität, 

Geschwindigkeit, Einfachheit, Kostensenkung und der Probenzug immer weiter verbessert werden 

können. Wurden in den Jahren von 1970 bis 2000 maximal zwanzig Peaks pro Lauf 

detektiert/ausgewertet, können derzeit in sogenannten Multimethoden bis zu 200 Verbindungen pro 

Lauf analysiert werden (vgl. Pestizidanalytik, Kapitel 3.2.1). Die Zukunft gehört sicherlich dem 

„Non-Target-Screening als Target“ [82], sprich es wird jedes Signal hochsensitiv aufgezeichnet und 

hinterher der komplette Datensatz mit Blick auf die gewünschten Analyten untersucht. Dafür ist ein 

erheblicher instrumenteller Einsatz nötig (z.B. hochauflösende Time-of-Flight Geräte) [82, 83]. Die 

Probenvorbereitung rückt in den Hintergrund, da diese normalerweise selektiert. Die Selektivität und 

Spezifität des MRM-mode bleibt erhalten, jedoch ohne Verlust eines Analyten (vgl. Kapitel 3.2). 

 

Die entwickelten Methoden in diesem Kapitel sind für die Analyse von Vielstoffgemischen 

bestens geeignet: 

 GC-MS ANALYTIK 

Das GC-MS/MS System im MRM-mode ist ein leistungsstarkes Analysengerät für die Analyse 

von festgelegten/bekannten Analyten. Die Selektivität und Sensitivität könnten damit deutlich 

gesteigert werden. Wie in Kapitel 3.2 gezeigt, konnte damit Nikotin in einer sehr komplexen 

Matrix (Schokolade) im ng/kg-Bereich quantifiziert werden. Das entspricht in etwa fünfzehn 

Stückchen Würfelzucker im Tegernsee. Das Screening von unbekannten Substanzen gelingt 

besser mit Ionenfallen-Technologie (vgl. Kapitel 1 und Kapitel 3.3.2) [33], jedoch müssen für 

das Screening deutlich höhere Analytmengen eingesetzt werden. 

 SPME-TECHNIK 

Die SPME-Technik erwies sich als gute Möglichkeit, um flüchtige bzw. mittelflüchtige 

Verbindungen aus schwierigen Matrices zu analysieren. Der Vorteil der Methode liegt in ihrer 

Einfachheit und leichten Abtrennung von Matrixbestandteilen (nicht flüchtige Bestandteile). 

Dadurch können sehr niedrige LOD- und LOQ-Werte erreicht werden, da es zu keinen 

Interferenzen mit anderen Stoffen kommt. Mit Hilfe der SPME-Technik war die 

Bestimmungsgrenze von Nikotin in Schokolade um den Faktor 50 niedriger als bei der 

QuEChERS-Aufarbeitung in Pilzen, obwohl am selben Gerät und mit fast der gleichen 

MS-Methode gemessen wurde. Leider ist die Headspace-SPME Methode nicht anwendbar auf 

schwer flüchtige Stoffe. So konnten (Kapitel 3.2.2) kein Cotinin und Theobromin mit der 

SPME-Technik im notwenigen ng/kg-Bereich erfasst werden. 
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 MIKRO-LLE 

Mit dem Methodenkonzept der Mikro-Flüssig-Flüssig-Extraktion ist es gelungen, eine Vielzahl 

an Proben in einfachster Weise aufzuarbeiten und sie mittels GC-MS zu analysieren. Eine 

einfache Abfolge von Aufarbeitungsschritten mit einem geringen Einsatz an Gerätschaften und 

Verbrauchsmaterialien macht diese Methode in Zusammenhang mit einem GC-MS System zu 

einem guten Methodenkonzept, da im Vergleich zur SPME-Technik keine langen 

Equlibierungszeiten der Faser eingehalten werden müssen (hoher Probendurchsatz möglich).  

 

Die Erkenntnisse aus den Analysenergebnissen in diesem Kapitel sind folgende: 

 QuEChERS-METHODE 

Die QuEChERS-Methode kann sicherlich zur Identifizierung von Pflanzeninhaltsstoffen in 

pharmazeutisch relevanten Drogen verwendet werden. Diese Aufarbeitungsart ist universell 

einsetzbar, jedoch weniger gut geeignet für Matrices mit hohem Wasser- und/oder Fettanteil 

(vgl. Kapitel 3.2.1). Sie zeichnet sich v.a. durch ihre Einfachheit aus (Stichwort: simplicity) 

 GC-MS ANALYTIK 

Mittels GC-Ionenfalle oder GC-Quadrupol Technologie und den hier vorgestellten Methoden 

können zahlreiche Analyten und Fragestellungen aus unterschiedlichsten Matrices, sowohl 

qualitativ wie auch quantitativ, bearbeitet werden. 

 NIKOTIN-BESTIMMUNG 

Ob der Analyt Nikotin sowohl in der Schokolade als auch in Pilzen als Kontamination oder als 

Pflanzeninhaltsstoff anzusehen ist, bleibt ungeklärt. Der Einsatz als Pestizid gilt jedoch als sehr 

unwahrscheinlich. Da es bei den Schokoladen einen Zusammenhang zwischen dem 

Kakaogehalt und dem Nikotingehalt gibt (vgl. Kapitel 3.2.2), könnte hier Nikotin als natürlicher 

Pflanzeninhaltsstoff angesehen werden.  

 CHOLESTEROL-BESTIMMUNG 

Durch die Bestimmung von Cholesterol in Mäuseleber konnte gezeigt werden, dass die Analyse 

von Sterolen nicht nur eine wesentliche Rolle in der Entwicklung von neuartigen 

Sterol-Biosynthese-Inhibitoren hat, sondern auch im pharmakologisch/medizinischen Bereich.  
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Die Perspektiven die sich aus diesem Kapitel ergeben sind folgende: 

 QuEChERS-METHODE 

Eine Kombination aus dem Methodenkonzept QuEChERS und dem Ansatz der Miniaturisierung 

ist sicherlich vorstellbar zumal die Mirko-LLE bereits sehr erfolgreich eingesetzt wurde. 

(Stichwort: „Mikro-QuEChERS-Analyse“) 

 GC-MS ANALYTIK 

Die unterschiedlichsten Fragestellungen für liphophile verdampfbare Stoffe können auch 

zukünftig mittels leistungsfähiger Tandemmassenspektrometrie oder Ionenfallen-Technologie 

untersucht werden. 

 SPME-TECHNIK 

Die Etablierung der HS-SPME-Technik im Arbeitskreis bietet nun die Möglichkeit leicht flüchtige 

Substanzen sehr einfach zu analysieren. Eine mögliche Anwendung wäre z.B. die Bestimmung 

von Restlösemitteln in Proteinformungen. 

 MIKRO-LLE 

Die Mikro-Flüssig-Flüssig-Extraktion gilt als so etabliert, dass sie spätestens ab jetzt überall zur 

Aufarbeitung von Extrakten benutzt werden sollte, wo keine Anreichung des Analyten nötig ist. 

 NIKOTIN-BESTIMMUNG 

Die Bestimmung von Nikotin in verschiedenen Lebensmitteln ist immer interessant, zumal man 

eine Vielzahl an Analysetechniken einsetzen und kombinieren kann/muss (z.B. QuEChERS, 

SPME, Mikro-LLE). Ob es noch eine Matrix gibt, von der aufgrund einer starken 

Nikotinbelastung ein hohes Gesundheitsrisiko ausgeht, gilt als unwahrscheinlich, da die 

Hauptquellen von Nikotin sicherlich bekannt sind. 

 CHOLESTEROL-BESTIMMUNG 

Weitere Anwendungsgebiete für die Sterol-Analytik sind vorstellbar z.B. die Analyse von 

Phytosterolen oder die Bestimmung von Cholesterol und dessen Metaboliten in 

Cholesterol-sensitiven Tumoren (vgl. Einsatz von OSC-Inhibitoren). 

 

 

 

 

 

 

 

„Technische Entwicklung verläuft immer vom Primitiven über das Komplizierte zum Einfachen“ 

Antoine de Saint-Exupéry 
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4 Allgemeine Zusammenfassung  

 

Die beiden großen Teile meiner Dissertation Kapitel 1 „Sterol-Biosynthese-Testung“ und Kapitel 3 

„Methodenkonzepte für die Spurenanlytik“ sind zwei grundsätzlich verschiedene Themengebiete.  

 

Im gesamten Kapitel 1 stand die qualitative Auswertung, sprich Charaktersierung von neuen 

Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren, mit der Ionenfallen-Technologie im Vordergrund. 

Die Ionenfallen-Technologie erlaubt aufgrund ihrer Arbeitsweise eine deutlich detailliertere Aufnahme 

von Massenspektren als die Tandemmassenspektrometrie-Technologie, welche in Kapitel 3 verwendet 

wurde.  

In dem Kapiteln 1.2 konnte eine Reihe von neuen Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren charaktersiert 

werden, deren IC50-Wert gemessen an der Gesamt-Cholesterol-Neubildung zum Teil im unteren 

nanomolaren Bereich lag. 

In den Kapitel 1.2.1 bis 1.2.3 konnten neue Inhibitoren der humanen Oxidosqualencyclase 

charakterisiert werden. Das Einsatzgebiet dieser Inhibitoren könnte in der cholesterolsenkenden 

Therapie liegen bzw. sie könnten auch als Aduvants in der Chemotherapie eingesetzt werden. 

In Kapitel 1.2.4 stand die Charakterisierung neuer Inhibitoren der humanen Δ24-Reduktase im 

Vordergrund. Sie könnten als molekulare Werkzeuge zur Erforschung der Desmosterolose eingesetzt 

werden. Weitere Einsatzgebiete könnten in der Chemotherapie liegen oder als Aduvants in der 

Alzheimer Therapie. 

Die beiden nachfolgenden Kapitel 1.2.5 und 1.2.6 beschäftigen sich mit der Identifizierung neuer 

selektiver Inhibitoren der humanen Δ8/7-Isomerase. Diese könnten einen Beitrag zur Aufklärung der 

Pathomechanismen von CHILD- und CDPX2-Syndrom leisten. 

Mit der Charakterisierung von neuen 7-Dehydrocholesterolreduktase-Inhibitoren, in Kapitel 1.2.7, kann 

das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom besser erforscht werden. Dem Syndrom kommt innerhalb der 

Cholesterol-Biosynthese-assoziierten Erkrankungen die größte Bedeutung zu.  

In dem Kapitel 1.3 konnten eine Reihe von neuen Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren charaktersiert 

werden. Die Charakterisierung erfolgte nicht nur durch Agar-Diffusissionstest und MHK-Wert sondern 

auch durch einevon mir optimierte eindeutige Identifizerung des Targetenzyms in der 

Ergosterol-Biosynthese. Eine IC50-Wert Bestimmung bezogen auf die Gesamt-Ergosterol-Neubildung 

mittels Einbau nicht radioaktivem 13C-Acetat wurde ebenfalls etabliert.  

In Kapitel 1.3.2.1 konnte der Wirkmechanismus eines von der Firma EMC Microcollections (Tübingen, 

Deutschland) entwickelten Benzimidazolderivats (EMC120B12) aufgeklärt werden. Es handelt sich 

dabei um einen sehr potenten Inhibitor der fungalen C14-Demethylase. 
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Ferner konnten in Kapitel 1.3.2.1.2 bis dato unbekannte Sterole charakterisiert werden. Dafür war die 

sichere Identifizerung der akkumlierenden Sterole durch detaillierte Massenspektren notwendig. Diese 

neuen Sterole mit 3β,6α-Diol-Struktur wurden anhand ihrer Massenspektren und relativen 

Retentionszeiten charaktersiert. Die neu identifizerten Sterole traten nur in dem pathogenen Pilz 

Candida krusei unter Inhibition des Enzyms der Sterol-C14-Demethylase auf.  

 

In den anschließenden Kapiteln 1.3.2.2 und 1.3.2.3 werden weitere Substanzklassen von 

Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren vorgestellt. Diese erwiesen sich zum Teil als unspezifische 

Inhibitoren, da entweder die Δ14-Reduktase und/oder die Δ8/7-Isomerase inhibiert wurde. All diese 

Inhibitoren zeigten keine ausgeprägte Selektivität gegenüber einem Organismus (Pilz- oder 

Humanzellen).  

 

Das Kapitel 2 „Studien zu Matrix-induzierten Effekten“ stellt das Bindeglied zwischen beiden großen 

Teilen dar. In diesem Kapitel wird die analyte protectants (AP) Wirkung von Cholesterol/Ergosterol 

untersucht um diese gegebenenfalls bei den in Kapitel 3 beschriebenen Untersuchungen als AP zu 

nutzen. Zur Beantwortung der Fragestellung wurden zwei unterschiedliche massenselektive Detektoren 

verwendet.  

In Kapitel 1 wurden Cholesterol und Ergosterol als Analyten behandelt. In Kapitel 3 wurden die beiden 

Sterole nicht analysiert, aber durchaus als positive Matrixbestandteile angesehen, da Cholesterol 

bereits als AP beschrieben wurde. Es konnte in meinen Untersuchungen kein protektiver Effekt von 

Cholesterol/Ergosterol in der Spurenanalytik von Tabakalkaloiden nachgewiesen werden. Erst die 

Verwendung von Nikotinamid als AP zeigte eine protektive Wirkung. Die Identifizerung von Nikotinamid 

als AP wurde mittels der Ionenfallen-Technologie durchgeführt, die Bestätigung der AP Wirkung von 

Nikotinamid erfolgte mittels Tandemmassenspektrometrie-Technologie. 

 

Im Kapitel 3.2 wird die Quantifizierung von Substanzen im niedrigen Konzentrationsbereich mittels 

Tandemmassenspektrometrie-Technologie beschrieben. 

Das GC-MS/MS System im MRM-mode ist ein leistungsstarker massenselektiver Detektor für die 

Analyse von bekannten Analyten. Mit Hilfe diesen Detektors und der Dampfraum-

Festphasenmikroextraktion (HS-SPME) gelang nicht nur der Nachweis sondern auch die 

Quantifizierung von Nikotin im ng/kg-Bereich in der komplexen Matrix Schokolade, bis dato war das 

Vorkommen von Nikotin in Schokolade unbekannt. 

Ebenfalls konnte in dieser Untersuchung Koffein elegant mitquantifiziert werden, obwohl sich die 

Konzentrationen der beiden Analyten um den Faktor 106 unterschieden. Somit war es möglich, zwei 

biogene Alkaloide mit einer einzigen Aufarbeitungs- und Messtechnik zu bestimmen. 
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Als Probenvorbereitungstechnik konnte ich die Dampfraum-Festphasenmikroextraktion (HS-SPME) in 

den Arbeitskreis etablieren. Die HS-SPME-Technik erlaubt die Analyse von flüchtigen bzw. 

mittelflüchtigen Verbindungen auch aus schwierigen Matrices. Mit Hilfe dieser Technik konnte die 

Bestimmungsgrenze von Nikotin in Schokolade um den Faktor 50 gesenkt werden, verglichen mit der 

Bestimmung von Nikotin in Speisepilzen mittels QuEChERS-Aufarbeitung [70].  

Für die Durchführbarkeit weitere Experimente mussten unterschiedlichste 

Probenvorbereitungstechniken/Methodenkonzepte erarbeitet bzw. weiterentwickelt werden, da als 

Matrices Humanzellen (vgl. Kapitel 1.2), Pilzzellen (vgl. Kapitel 1.3), Lebensmittel (vgl. Kapitel 3.2) und 

Organe (vgl. Kapitel 3.3) zum Einsatz kamen. Diese Methodenkonzepte, wie die mikro 

Flüssig-Flüssig-Extraktion werden in dem Kapitel 3.3 besprochen. 

 

Eine detailliertere Zusammenfassung meiner Ergebnisse finden sich in Kapitel 1.2.8 für die 

Charakterisierung von Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren, in Kapitel 1.3.4 für die Charakterisierung 

von Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren und in Kapitel 3.4 für die Methodenentwicklung in der 

Spurenanalytik. 
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5 Verzeichnisse 

 

5.1 Abkürzungsverzeichnis 

 

7-DHC 7-Dehydrocholesterol 

7-DHCR 7-Dehydrocholesterolreduktase 

[M]+ Molekülion 

  

µg Mikrogramm 

µM mikromolar 

  

AP Schutzstoffe, engl. analyte protectants 

AS-HTS Activity-Selectivity High-Throuhput-Screening Assays 

BfR Bundesinstitut für Risikobewertung 

bzw. beziehungsweise 

ca.  circa 

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat 

CDPX2 X-linked dominant chondrodysplasia punctata 

CETP Cholesterolester-Transportprotein 

CHILD Congenital hemidysplasia with ichthyosiform erythroderma and limb defects 

CoA Coenzym A 

DC Dünnschichtchromatographie 

dSPE dispersive Festphasenextraktion, engl. dispersive solid phase extraction 

EBP Emopamil-bindendes Protein 

ECOFFs epidemiologische cut-offs 

EGF epidermaler Wachstumsfaktor 

EI Elektronische Ionisation, engl. electron ionisation 

EMA European Medicines Agency 

engl.  Englisch 

FAD Flavinadenindinucleotid 

FDA Food and Drug Administration 

FdUMP 5-Fluor-Desoxyuridinmonophosphat  

FF-MAS Follicular fluid meiosis-activating sterol 

FID Flammenionisationsdetektor 

FRET Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer 

g Gramm 
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GC Gaschromatographie 

h Stunde(n) 

HDL High density lipoprotein 

HEI High energy intermediates  

HEM Hydrops-ectopic calicification-moth-eaten  

HL60 Humane promyelocytische Leukämie Zellen 

HMG Hydroxymethylglutaryl 

HPLC 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie, engl. high performance liquid 

chromatography 

IC50 Halbmaximale Inhibitorenkonzentration 

IS Interner Standard 

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 

kg Kilogramm 

LBR Lamin-B-Rezeptor 

LDL Low density lipoprotein 

LLE Flüssig-Flüssig-Extraktion, engl. liquid-liquid extraction 

LOD Nachweisgrenze, engl. engl. limit of detection 

LOQ Bestimmungsgrenze, engl. limit of quantification 

M molar 

Me Methylgruppe 

mg Milligramm 

MHK  Minimale Hemmkonzentration engl. minimal inhibitory concentration (MIC) 

mL Milliliter 

MRM  Multi reaction monitoring 

MS Massenspektrometrie 

MS/MS  Tandem Massenspektrometrie 

MSTFA N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

m/z Masse pro Ladung, engl. mass over charge 

n Anzahl 

NADPH Nikotinamidadenindinucleotidphosphat 

ng Nanogramm 

nM nanomolar 

NPC1L1 Niemann-Pick C1-like protein 1 

OSC Oxidosqualencyclase 

PPAR Peroxisomen-Proliferations-aktivierender-Rezeptor 

QuEChERS Kunstwort: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Save 

R2 Bestimmtheitsmaß 
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RRT Relative Retentionszeit 

rs Spearman Korrelationskoeffizent 

RSD Relative Standardabweichung 

SANCO Europäische Kommission für Gesundheit und Verbraucher 

Sc Seitenkette, engl. side chain 

SLE Fest-Flüssig-Extraktion; engl. solid (supported) liquid extraction 

SLOS Smith-Lemli-Opitz-Syndrom 

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor 

SPE Festphasenextraktion, engl. solid phase extraction 

SPME Festphasenmikroextraktion, engl. solid phase microextraction 

spp. Species pluralis 

STX Syntaxin 

Tf Transferrin 

T-MAS Testis meiosis-activating sterol 

TMS Trimethylsilyl 

TMSOH Trimethylsilanol 

TPC2 Two-pore channel 2 

TSIM Trimethylsilylimidazol 

US EPA United States Enviromental Protection Agency 

v.a.  vor allem 

vgl. vergleiche 

VLDL Very low density lipoprotein 

z.B. zum Beispiel 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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